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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE REPRODUCAO EQUINA

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas durante a realizacdo do Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterindria (ECSMV) concentrado na area de
Reproducdo equina. Durante o ECSMV, foi possivel acompanhar as principais biotécnicas
reprodutivas utilizadas atualmente em equinos no cenario nacional, tanto no ambito cientifico
guanto no mercado de trabalho autdnomo. Como local de estagio, optou-se pelo Centro de
Biotecnologia e Reproducdo Equina da Universidade Estadual Julio Mesquita Filho (UNESP,
Botucatu-SP), supervisionado pelo professor Phd. Marco Antonio Alvarenga; e Laboratério
de Biotecnologia da Reproducdo (BIOTECH, Universidade Federal do Pampa, campus
Uruguaiana-RS), supervisionado e orientado pela professora Dra. Daniela dos Santos Brum.
O ECSMV foi realizado entre os dias 01 de setembro e 05 de dezembro de 2015, perfazendo
um total de 576 horas.
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1- INTRODUCAO

Em todo o mundo, é imensurével o nimero de pessoas que se encantam com a nobreza
do cavalo, embora seja um animal arredio, possui grande facilidade em formar lagos com o
ser humano e extrema capacidade de ser trabalhado como ferramenta em setores de grande
importancia socioecondmica como agricultura, pecuéria e transporte. Alem das atividades
laborais, o cavalo se destaca por sua importancia econdmica em outras atividades que o
trazem ainda mais proximo do convivio do ser humano, entre estas atividades pode-se citar 0
hipismo, adestramento, pdlo, turfe, vaquejada, rodeio, enduro, campeonatos de conformacao,
tambor, baliza, entre outros. Estas atividades fazem com que o perfil equestre brasileiro se
altere, onde o cavalo deixa de ser um simples individuo no rebanho e passe a ser um animal
domestico, por vezes considerado um membro da familia, agregando ainda mais valor afetivo
associado ao valor zootécnico.

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo, com 5,8 milhdes de
cabecas. Entre os animais registrados atualmente, sdo 300 mil Mangas-Largas Marchadores,
278 mil Quartos-de-Milha, 197 mil Crioulos, 186 mil Mangas-Largas, 88 mil Campolinas, 80
mil Arabes, 30 mil Puros-Sangues Ingleses e 25 mil Appaloosas, entre outros (GUERRA,
2003). De acordo com Lima e colaboradores (2006), o complexo do cavalo-agronegdcio
movimenta no Brasil cerca de R$ 8,5 bilhdes anuais, proporcionando mais de trés milhdes de
empregos diretos e indiretos. Com o crescimento das associagdes de racas puras, as exigéncias
por parte dos proprietarios em relacdo a qualidade dos seus animais e servicos técnicos vem
aumentando, por esta razdo € indispensavel a qualificacdo do médico veterinario atuante na
reproducéo equina.

As biotécnicas aplicadas a reproducdo animal tém contribuido significativamente com a
compreensdo da fisiologia, diagndstico e tratamento de causas de subfertilidade ou
infertilidade. Ao se tratar de equinos, as biotécnicas assumem uma importancia ainda maior
na cadeia produtiva, pois trabalha-se com um grande ndmero de animais idosos nos
programas de melhoramento genético, justamente pela forma tardia em que se tem a
comprovacao de mérito genético destes animais em relagdo a outras espécies (ALVARENGA,
PAPA, 2009). Diferentes biotécnias de reproducdo assistida como ultrassonografia,
inseminacdo artificial, congelamento de sémen e embriBes, transferéncia de embrides,

aspiracdo folicular e transferéncia de oocitos, produgdo in vitro de embriGes e injegédo
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intracitoplasmatica de espermatozoides sdo algumas das possibilidades que tém despertado
interesse entre criadores e associagOes de criadores de cavalos para acelerar e facilitar o
melhoramento genético de ragas puras no mundo inteiro.

O Centro de Reproducao e Biotecnologia Equina (CERBEQ) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu (Sao Paulo) esta entre os
principais centros de producdo e difusdo de conhecimento em biotecnologia aplicada a
reproducdo equina no Brasil, agrupando pesquisadores considerados referéncia nesta area e
reconhecidos internacionalmente. O Laboratorio de Biotecnologia da Reproducéo
(BIOTECH), estabelecido na Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), Uruguaiana
(Rio Grande do Sul), foi implantado juntamente com o curso de Medicina Veterinaria no ano
de 2009, e através da dedicacdo e comprometimento de profissionais que nele atuam, conta
com equipamentos modernos e excepcionais para o desenvolvimento de pesquisas avancadas
na area de biotecnologia da reproducéo, tornando-se assim um potencial centro de referéncia
nacional em producdo cientifica. Devido aos fatos apresentados, oportunidades e estrutura
oferecida, 0 CERBEQ da UNESP e BIOTECH da UNIPAMPA foram escolhidos para a
realizacdo deste estagio curricular supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV), que da
melhor forma disponibilizaram as ferramentas necessarias para a complementacdo da
graduacdo em Medicina Veterinaria. Assim, 0 objetivo deste relatdério é apresentar as
atividades desenvolvidas durante o ECSMV com énfase em tecnologias do sémen e
transferéncia de embrides equinos sob supervisdo do professor Phd. Marco Antonio
Alvarenga e supervisao/orientacdo da Dra. Daniela Brum no periodo de 01 de setembro a 05

de dezembro de 2015, totalizando uma carga horaria de 576 horas.
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2- ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de ECSMV pode-se acompanhar as principais biotécnicas
reprodutivas aplicadas a equinos no Brasil, destacando-se tecnologias do sémen como coleta,
avaliacOes e criopreservacdo de espermatozoides; e também manejos reprodutivos em éguas,
desde o controle da dinamica folicular até transferéncia de embrides. Devido a parceria, parte
das atividades vinculadas ao CERBEQ foram desenvolvidas na LUB Breeding — Centro de
Reproducdo Equina, acompanhando a rotina do Dr. Marcio Teoro do Carmo. Todas as
atividades vinculadas ao BIOTECH foram desenvolvidas na LOF — Central de Reproducéo
Equina, acompanhando a rotina do Dr. Henrique Kurtz L6f (TABELAS 1 e 2).

TABELA 1 - Atividades ginecoldgicas acompanhadas (A) e desenvolvidas (D) durante a realizagdo do Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria nas regides de Botucatu-SP e Uruguaiana-RS, de 01 de
setembro a 05 de dezembro de 2015.

Atividades A D Total

Ginecologia n n n %
Eguas em controle de dinamica folicular 75 125 200 458
Ultrassonografia do sistema reprodutor 63 0 63 14,4
Avaliacgéo de receptoras de embrido 32 0 32 7,3
Inseminacdo artificial com sémen refrigerado 11 14 25 5,7
Lavado uterino para coleta de embrido 21 0 21 4,8
Diagnostico de gestacdo precoce 18 1 19 4,3
Lavagem uterina terapéutica 13 0 13 3,0
Transferéncia de embrido 11 0 11 2,5
Exame do sistema reprodutor por palpagéo retal 10 0 10 2,3
Citologia endometrial 5 5 10 2,3
Implante intravaginal de progesterona 8 0 8 1,8
Biopsia endometrial 4 0 4 0,9
Estrogenizacdo de manequim 0 4 4 0,9
Controle folicular para para sémen congelado 3 0 3 0,7
Inseminacdo artificial com sémen descongelado 3 0 3 0,7
Diagnostico de gestacdo tardia 1 1 2 0,5
Infusdo intrauterina terapéutica 2 0 2 0,5
Laceragéo retovaginal 2 0 2 0,5
Transporte de embriéo refrigerado 2 0 2 0,5
Ultrassonografia doppler do sistema reprodutor 1 1 2 0,5
Manejo de gestagdo gemelar 1 0 1 0,2

Total 286 151 437 100
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TABELA 2 — Atividades androldgicas acompanhadas (A) e desenvolvidas (D) durante a realizagdo do Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria nas regifes de Botucatu-SP e Uruguaiana-RS, de 01 de
setembro a 05 de dezembro de 2015.

Atividades A D Total
Andrologia N n n %
Coleta de sémen 232 39 271 434
Avaliacdo de concentracdo espermatica 0 133 133 21,3
Avaliacdo espermatica em sistema computadorizado 30 18 48 1,7
Avaliacdo de morfologia espermatica 0 36 36 58
Avaliacéo de integridade e funcdo de membrana 0 33 33 53
Termografia testicular 30 0 30 48
Avaliacdo testicular por ultrassonografia doppler 25 0 25 4,0
Monta dirigida 21 0 21 34
Inducdo de degeneracdo testicular por insulagédo 0 10 10 16
Congelamento de sémen 7 0 7 11
Coleta fracionada de sémen 5 0 5 08
Vesiculite 1 0 1 02
Fistula uretral 1 0 1 02
Congelamento direto de sémen 1 0 1 02
Degeneracdo testicular 1 0 1 02
Puncéo testicular com agulha fina 1 0 1 02
Avaliacdo testicular por ultrassonografia 1 0 1 02
Total 356 269 625 100

2.1 Coleta de sémen

As coletas de sémen de garanhdes foram realizadas com auxilio de vagina artificial
(VA) fechada, modelo Botucatu ou Hannover, sendo previamente condicionados a montar em
éguas em cio ou manequins artificiais. A VA modelo Botucatu consiste em um tubo rigido,
uma mucosa de latex, um copo térmico coletor que protege o ejaculado contra a luz e uma
mucosa plastica descartavel, a modelo hannover contém os mesmos componentes, porém seu
tubo é levemente flexivel. A VA foi preenchida com agua quente a uma temperatura variavel
de 50° a 60° C, buscando estabilidade da temperatura interna entre 42° a 45° C, sendo que a
temperatura e pressdo variavam de acordo com o garanhdo. Apesar da discordancia entre
alguns dos profissionais acompanhados, a vaselina solida foi utilizada para lubrificar a
mucosa plastica interna da VA nas coletas realizadas em Uruguaiana-RS.

Primeiramente os garanhdes foram conduzidos até éguas com sinais evidentes de estro
para estimulacdo e exposicdo do pénis, que entdo foram lavados desde a glande até a base

utilizando-se apenas agua morna. ApOs a higienizacdo do pénis, os garanhdes foram
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conduzidos até a égua em cio devidamente contida ou manequim artificial. Apds o gesto de
salto, o pénis foi desviado lateralmente para que fosse introduzido dentro da VA até que o

animal completasse as fases de propulséo e ejaculacdo (FIGURA 1).

[
X

3 B

= »,

FIGURA 1 - Coletas de sémen de garanhdo da raca quarto de milha (A) e “Miniature Horse” (B) utilizando
éguas manequins. Fonte: arquivo pessoal.

2.2 Avaliacao espermatica

Os exames imediatos do sémen foram avaliados logo apds a coleta do ejaculado
baseando-se em suas caracteristicas macro e microscopicas: cor, volume, densidade, odor,
motilidade e vigor. Nas atividades realizadas no CERBEQ, os pardmetros de cinética
espermatica foram avaliados através de sistema computadorizado de avaliacdo espermatica,
modelo Hamilton-Thorne Research, registrando percentagens de espermatozoides com
motilidade total, motilidade progressiva e de espermatozoides rapidos, velocidade
progressiva, velocidade curvilinea, velocidade de trajeto, deslocamento lateral de cabega,
frequéncia de batimento flagelar, linearidade e retilinearidade. Nas atividades realizadas em
haras, cabanhas ou centrais de reproducdo, apenas motilidade total, motilidade progressiva e
vigor foram registrados através de avaliacdo subjetiva.

Dentre os exames mediatos, foram realizados exames de concentracdo espermatica
utilizando-se cadmara hematimétrica de Neubauer; avaliacdo de integridade e funcdo de
membrana através de sondas fluorescentes; e morfologia esperméatica em microscopio de

contraste de interferéncia diferencial (CID).
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2.2.1 Avaliacao de concentracdo espermética

Para avaliacdo de concentracdo em camara hematimétrica de Neubauer, uma aliquota de
10 pL de sémen foi diluida em 190 uL de formol salina ou agua destilada, ou ainda uma gota
de sémen para 19 gotas de agua destilada, resultando em uma proporcdo de 1:20 (sémen:
solucdo). Apds homegeinizacdo, foram utilizados 5 uL de amostra para preencher cada
reticulo da cAmara de neubauer (FIGURA 2) e entdo leva-la para avaliagdo em microscopio
optico, contando-se 5 quadrados de cada reticulo e calculando a média aritmética entre os dois
lados, desde que ndo houvesse mais que 10% de variacdo entre cada um dos lados. O
resultado obtido foi expresso em mms3, bastando multiplica-lo por 103 para conversdo dos
dados para mililitros (mL). Este valor também foi reajustado caso o sémen fosse previamente
diluido.

Laminula

> Reticulos para contagem

> . |

FIGURA 2 - Figura esquematica de cadmara de Neubauer para avaliagcdo de concentracdo espermatica. Fonte:
arquivo pessoal.

2.2.2 Integridade e funcédo de membrana

A avaliacdo de integridade e funcdo de membrana foi realizada utilizando-se solugédo de
iodeto de propidio (IP) e diacetato de carboxifluoresceina (DIC). A solucéo trabalho foi feita
utilizando-se 1 ml de citrato, 10 pL de formaldeido, 80 uL de IP e 20 puL de DIC. Apds
homogeinizagéo e pré-aquecimento a 37°C, 20 pL da solucéo trabalho foram diluidos em 20
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pL de sémen em um ependorf que ficou cerca de 10 minutos em repouso dentro de uma caixa
de isopor protegida contra a interferéncia da luz.

O IP é uma substancia polar que ndo consegue penetrar em membrana integra, somente
quando ela esta lesada, ele se liga ao nlcleo do espermatozoide emitindo coloracdo vermelha.
O DIC é uma substancia apolar que penetra em membrana integra e é metabolizado no
citoplasma do espermatozoide, convertendo-se em fluoresceina e emitindo uma coloragdo
verde na célula (PAPA et al., 2015).

Uma gota da solucdo final foi submetida a avaliacdo entre lamina e laminula em
microsopio de epifluorescéncia, sob aumento de 1000 x com 6leo de imerséo, onde contou-se
100 células para obtencdo de um resultado percentual de espermatozoides com membrana

integra.

2.2.3 Morfologia espermética

O microscopio de contraste de interferéncia diferencial (CID) é um equipamento
sofisticado, ideal para visualizar espermatozoides ndo corados. Esse instrumento permite
obter informacGes sobre a densidade Optica exata das amostras, além de ser capaz de observar
detalhes que sdo invisiveis a olho nu. A analise em CID foi realizada colocando-se 10 pL de
sémen diluida em 10 pL de formol salina em lamina sob laminula, que foi levada ao
microscopio em aumento de 100 x. Cem células foram avaliadas quanto a morfologia de
cabeca, peca intermedidria e cauda, resultando em uma porcentagem dos defeitos
encontrados. Os defeitos de células espermaticas de cada amostra foram registrados e

classificados em defeitos maiores - relacionados com a infertilidade, ou defeitos menores.

2.3 Refrigeracdo de sémen

Devido a selecdo de cavalos ser orientada atraves do desempenho atlético de garanhdes
e/ou de sua prole, muitos criadores tém o interesse em produzir animais com qualidade
genética de campedes. Normalmente os garanhdes de maior valor zootécnico apresentam

varios proprietarios, o que pode-se chamar de propriedade em condominio, e estdo situados
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em grandes centrais de reproducdo. Para o cruzamento destes garanh8es com éguas
estabuladas a grandes distancias, é necessario que se faca a refrigeracdo do sémen para
prolongar sua viabilidade. Para isso, 0 sémen deve ser diluido e condicionado de forma
adequada.

Logo ap6s a coleta, o sémen foi diluido em meio a base de leite desnatado
(Botusémen®) em uma propor¢do minima de duas partes de meio para uma parte de sémen
(2:1; diluente: sémen), com dose inseminante de 1 x 10° espermatozoides méveis, de forma
que a concentracdo foi de 50 x 10° de espermatozoides por mL. A diluicio foi realizada em
recipiente plastico proprio para inseminacdo artificial (Botu-IA®) retirando-se a maior
quantidade de ar possivel para fecha-lo e transporta-lo.

Para envio da dose inseminante, o frasco de Botu-IA® foi condiciondo em uma caixa
térmica de isopor chamada Botuflex® contendo um ou dois gelos reciclaveis congelados a
pelo menos 24 horas de antecedéncia, havendo a possibilidade de manter o sémen refrigerado
a 15°C por um periodo de 24 horas (1 gelo) ou a 5°C por um periodo de 48 horas (2 gelos). O
diluente Botusémen Special® foi utilizado para garanhdes que ndo apresentaram bons
resultados de regrigeracdo do sémen com diluente Botusémen®, e Botuturbo® utilizado para

elevar os parametros de motilidade e vigor 5 minutos antes do ato da inseminacao.

2.4 Inseminacdo artificial

As éguas a serem inseminadas passaram por um controle constante de dinamica
folicular. Os exames foram realizados através de palpacdo retal para verificacdo de tonus
uterino e estruturas ovarianas; sendo o recurso de ultrassonografia utilizado para classificacdo
de edema endometrial, mensuracgdo de foliculos dominantes e identificagdo de corpo liteo. A
frequéncia dos exames variou de acordo com a condicdo de cada égua, considerando-se um
crescimento folicular médio de 2 a 3 mm ao dia, o controle foi realizado com o objetivo de
induzir ovulagdo com aplicagdo de Chorulon® (hCG, Gonadotrofina Coriénica Humana) ou
Sincrorrelin® (Deslorelina) no momento em que o foliculo atingisse 38 mm de didmetro
médio folicular em éguas Quarto de Milha ou 35 mm de diametro maximo em Crioulas, e
edema 3. O fenémeno de ovulacdo ocorreu, geralmente, entre 36 a 48 horas ap6s a indugéo.
Para se antecipar o ciclo estral de éguas em periodo de transicdo no inicio da estacdo de

monta, foram utilizados implantes intravaginais de progesterona (Cronipres®) em oito éguas,
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a quais sete tiveram ovulacéo induzida com Chorulon® e foram inseminadas treze dias ap6s o
implante.

Considerando uma viabilidade media dos espermatozoides de 48 horas no trato
reprodutivo da fémea, a inseminacdo artifical (IA) com sémen fresco ou refrigerado foi
realizada no momento ou 24 horas ap6s da inducdo. A IA com sémen a fresco (FIGURA 3)
foi realizada com dose inseminante de 0,5 a 1 x 10° espermatozoides méveis, enquanto a IA

com sémen resfriado foi realizada com no minimo 1 x 10° de espermatozoides méveis.

FIGURA 3 - Inseminacdo artificial com sémen refrigerado realizada em égua Crioula durante o Estagio
Curricular Supervisionado em Mecidina Veterindria.

2.5 Congelamento de sémen

A coleta do sémem foi realizada com auxilio de VA com filtro acoplado ao copo coletor
para separacdo da porcdo gelatinosa do ejaculado. Imediatamente apds a coleta, eram
documentados os pardmetros como peso ou volume (1g de ejaculado corresponde ao volume
de 1 mL), concentracdo espermética através da avaliagio com espermiodensimetro
(nucleocounter®) e motilidade avaliada em lamina sobre laminula aquecidas. O nimero total
de espermatozoides (NTE) foi calculado multiplicando-se o peso do ejaculado total pela
concentracdo espermatica por mililitro de amostra. O numero total de espermatozoides
moveis (NTM) foi calculado pela multiplicacdo entre o NTE e a motilidade.
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O primeiro passo do congelamento foi a diluicdo do sémem em diluente a base de leite
desnatado (Botu-sémen®) na relacdo 1:1. Apds a primeira diluicdo, o sémen foi concentrado
através da remocdo do plasma seminal utilizando-se mais comumente uma centrifuga. A
centrifugacdo da amostra foi feita em tubos falcon de 50 mL ajustando-se velocidade e tempo
em 600 G ou 2200 rpm por 10 minutos. Alguns garanhdes apresentaram sémen mais sensiveis
aos efeitos deletérios do processo de centrifugacdo convencional, nestes casos utilizou-se 1
mL de solucdo de amortecimento CushionFluid® ao fundo do tubo, ou ainda um filtro de
membrana sintética porosa (SpermFilter®) que permitia a passagem do plasma seminal
concentrando espermatozoides que seriam ressuspendidos em diluente Botucrio®.

Apo6s a concentracdo por centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado de forma
cautelosa e rapida até que restasse somente o pellet de células espermaticas e 0 minimo de
plasma seminal no fundo do tubo, entdo acrescentou-se o diluente (Botucrio®) previamente
aquecido (37°C) no volume previamente calculado.

Para o célculo de diluicdo em meio de congelamento a base de gema de ovo e amido
(Botucrio®), estimou-se um padrdo de 200 x 10° de células méveis por mL ou 100 x 10° de
células moveis por palheta. Portanto, o NTM foi dividido por 100 para se obter 0 nimero de
palhetas a serem congeladas. Multiplicando-se o nimero de palhetas por 0,5 (volume da
palheta) obteve-se o volume de diluente Botucrio® em mililitros necessarios para a diluigéo.

O sémem foi envasado nas palhetas e vedado com alcool polivinilico, fazendo-se dois a
trés movimentos bruscos para deslocar a bolha para a extremidade do algodao da palheta e um
movimento mais suave para a extremidade oposta para que a bolha ficasse centralizada.

As palhetas foram estabilizadas por 20 minutos a 5° C em geladeira Minitube®, caixa
térmica Botuflex®, Botutainer® ou Equitainer®. Apds realizada a curva positiva do
congelamento, iniciou-se a curva negativa, onde uma coluna de 6 cm de nitrogénio liquido
(N,) foi depositada em uma caixa térmica de isopor (capacidade de 37 a 45 L) e as palhetas
repousaram em uma bandeja de aco inox a uma distancia de 3 cm da sua superficie por 20
minutos, sendo a temperatura estimada a essa distancia de -30°C. A ultima etapa do
procedimento foi 0 congelamento propriamente dito, que consistiu na imersdo das palhetas na
coluna de N (-196°C).

Apdbs o congelamento, uma palheta foi descongelada e analisada para confirmacdo da
eficiéncia da técnica executada e certificacdo da qualidade do sémem para laudo técnico. As
palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos, em seguida foram
avaliados os parametros de motilidade e vigor em lamina sobre laminula ou sistema de

avaliacdo espermatica computadorizada.
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2.5.1 Inseminacao artificial com sémen congelado

Entre os principais beneficios do uso de sémen congelado utilizado durante 0 ECSMV,
pode-se citar a importacdo de material genético de outros paises e a utilizacdo de sémen de
garanhdes mortos recentemente ou a dezenas de anos.

Para IA com sémen congelado, o controle da dinamica folicular foi mais rigoroso, pois
considera-se que as células esperméticas submetidas a esse processo apresentem uma
viabilidade média entre 8 a 12 horas no trato reprodutivo da fémea, enquanto a viabilidade do
odcito apresenta resultados satisfatorios somente entre 6 a 8 horas apds ovulacdo. Os exames
foram realizados com intervalo maximo de 6 horas para que as éguas fossem inseminadas
logo ap6s a ovulagéo.

Visando um maior controle do momento da ovulagdo, a inducdo foi realizada em todos
0s casos, utilizando-se Chorulon® ou Sincrorrelin® quando o foliculo atingisse um didmetro
médio de 35 mm e um bom edema endometrial, avaliando-se a égua pelo menos duas vezes
ao dia a partir da inducdo. Procurou-se induzir a ovula¢do o mais proximo das 19 horas, assim
o0 periodo de ovulacdo seria entre 7 e 19 horas do terceiro dia a partir da inducdo, descartando
a necessidade de examinar a égua durante a noite ou madrugada.

O descongelamento das palhetas a serem inseminadas foi realizado em banho-maria a
uma temperatura de 37°C por 30 segundos. O numero de palhetas variou conforme a
concentracdo de espermatozoides na palheta e o histérico de fertilidade da partida de sémen
do garanhdo, variando em média de 3 a 5 palhetas. Apds o descongelamento, as palhetas
foram acopladas em um aplicador de aco inoxidavel e uma bainha flexivel para inseminacao,
sendo este inserido na ponta de corno uterino, 0 mais proximo possivel da papila
uterotubarica.

Antes do procedimento da IA, a égua foi devidamente contida em tronco de contengéo
adequado, as fezes foram removidas da ampola retal e seu perineo e vulva foram higienizados
com agua corrente e clorexidine. Apds a higienizacéo, a vulva foi seca com toalha de papel
descartavel e levemente lubrificada com gel lubrificante intimo KY® ou mucilagem. A méo
do inseminador foi introduzida com a bainha flexivel por via vaginal, a cérvix foi localizada
com auxilio do dedo indicador para que a bainha flexivel fosse introduzida no utero e

desviada para o corno ipsilateral ao ovario com foliculo pré ovulatorio. A outra mdo do
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inseminador foi introduzida no reto para se certificar de que a bainha estava localizada no
local adequado para a deposi¢cdo do sémen, em seguida a mao foi retirada do reto e a dose de
sémen depositada. A cada palheta utilizada, retirou-se apenas o aplicador de dentro da bainha

flexivel para repeti¢do do processo.

2.6 Transferéncia de embrides

A técnica de transferéncia de embrides visa acelerar o melhoramento genético, sendo
necessario a selecdo de doadoras de alto valor zootécnico e possiveis éguas receptoras, nas
quais se realiza o controle da dinamica folicular e sincronizacdo da ovulagdo. Cerca de sete
dias ap6s a inseminacao, faz-se o lavado uterino na doadora com o intuito de se recuperar um
embrido e inovuld-lo em uma égua receptora que conduzird o periodo remanescente da
gestacdo. Dessa forma, uma égua pode produzir varios embrides que serdo gestados por varias
éguas receptoras em uma Unica estacdo de monta, aumentando assim disseminacdo de
material genético da doadora sem submeté-la aos riscos e limitacdes de uma gestacao.

A principal limitacdo da técnica é o fato de a égua ser um animal monovulatério, com
capacidade de produzir fisiologicamente apenas um embrido por ciclo estral. Para resolver
este problema, diversos estudos ja foram realizados com o intuito de se induzir multiplas
ovulacdes em éguas, contudo a taxa de recuperacdo embrionaria ainda € relativamente baixa
guando comparada a espécie bovina.

Durante 0 ECSMV, as doadoras foram éguas da raca Quarto de Milha selecionadas de
acordo com o interesse do proprietario, em sua maioria foram éguas ou matrizes de produtos
gue conquistaram titulos em provas de conformacdo, tiro de laco ou corridas de grande

importancia econémica.

2.6.1 Selegéo e controle de receptoras

A selecdo de eguas receptoras € um dos pontos cruciais para o sucesso da transferéncia

de embriGes, pois estas sdo as responsaveis por manter um longo periodo de gestacao e parir 0
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produto tdo desejado. Foram utilizadas éguas das ragas Crioula e Quarto de Milha (FIGURA
4).

FIGURA 4 - Visualizagdo do lote de éguas selecionadas a serem receptoras de embrido durante o Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria. Fonte: arquivo pessoal.

ApoOs avaliacdo através de exame fisico geral (garupa ampla, boa estatura,
conformacdo de membros, coluna, Ubere, tetos, inclinacdo de vulva), buscou-se preparar pelo
menos trés éguas receptoras jovens (4 a 5 anos de idade) para cada doadora. Optou-se
primeiramente por éguas cujo o histdrico reprodutivo era conhecido, embora também tenham
sido utilizadas éguas virgens.

Uma vez selecionadas pelo exame fisico, as éguas foram examinadas por via retal para
identificacdo de tbnus muscular uterino, e exame ultrassonografico de Utero e ovarios. No
exame ultrassonografico uterino, optou-se por selecionar éguas sem presenca de fluido
uterino, reduzindo-se assim a possibilidade de escolher éguas com contaminacao uterina que
comprometesse a sua fertilidade e eficiéncia da técnica. A prioridade da selecdo foi de
animais que tivessem apresentado pelo menos um a dois ciclos estrais na estagédo, pois no més
de setembro (inicio da estacdo de monta), os primeiros ciclos apresentaram-se irregulares. Por
essa razdo utilizou-se Chorulon® como indutor de ovulacdo em éguas no periodo de
transicdo, excluindo-se do programa éguas com ciclos estrais anormais.

O dia da ovulagdo das receptoras foi listado para que fossem utilizadas éguas que
tivessem ovulado no mesmo dia ou até trés dias depois da doadora. Assim as receptoras
receberam os embrides entre o quarto e setimo dia apds a sua ovulacdo, ou seja, D4 a D7.

No dia da inovulacdo, foram selecionadas éguas com maior tonicidade uterina, cérvix
firme e fechada avaliadas através de palpacdo retal; miométrio e endométrio homogéneos,
sem edema ou fluido uterino, e identificacio de corpo Iuteo através de exame
ultrassonografico. Eguas que ndo apresentavam boas condicdes uterinas por mais de um ciclo
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através do exame de ultrassonografia foram tratadas com P4 (progesterona) trés dias antes da
inovulacdo, mantendo o tratamento até os 120 dias de gestacao.

O diagndstico de prenhez foi realizado cerca de cinco a sete dias ap0s a inovulacao,
sendo as receptoras que apresentaram diagnostico negativo por dois ciclos consecutivos

evitadas nos proximos ciclos do programa.

2.6.2 Controle do estro e da ovulagao de receptoras e doadoras de embrido

A utilizacdo de terapia hormonal para sincronizacdo de doadoras e receptoras foi
amplamente utilizada, principalmente no inicio da estacdo de monta, onde & comum a
irregularidade do estro das receptoras. No més de setembro, o ciclo das éguas se caracterizou-
por longos periodos de estro, ciclos irregulares e ciclos anovulatorios devido as baixas
concentragdes de LH (Horménio luteinizante), e por esta razdo utilizou-se o hCG como
primeira opgdo de agente indutor de ovulagdo.

A sincronizacdo do ciclo estral entre doadoras e receptoras foi realizada através da
administragdo de PGF2a (Prostaglandina) para indugdo da lutedlise e encurtamento da fase de
diestro. A administracdo de 1 mL de Placentex® (PGF2a) foi realizada em receptoras que
tivessem ovulado a pelo menos quatro dias ou ainda no dia de cada tentativa de recuperagéo
embrionaria, além de receptoras escolhidas no meio do diestro (sexto ao décimo dia apds
ovulacdo), de acordo com a necessidade. Para doadoras inseminadas com sémen congelado, a
aplicacdo de PGF2a nas receptoras foi realizada no mesmo dia, visto que os lavados uterinos
foram feitos em D9. A indugdo da ovulagéo foi realizada com Chorulon®, Sincrorrelin® ou
extrato de pituitaria equina, onde o fenébmeno ocorreu entre 36 a 48 horas apds a
administracdo. Com o intuito de se duplicar a chance de recuperacdo de um embrido, e por
vezes recuperar dois, foi utilizado o protocolo de inducéo de dupla ovulagdo com baixa dose
de deslorelina. O protocolo proposto por Nagao e colaboradores (2012) consistiu na aplicagdo
de 100 pg de acetato de deslorelina a cada 12 horas quando se encontrou um foliculo de no
maximo 25 mm e outro com no minimo 20 mm até que ambos atingissem 33 mm ou 0 maior
deles 38 mm, nesta condicéo a ovulacao foi induzida com hCG e ap0s 24 horas da inducéo as

éguas foram inseminadas.
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2.6.3 Recuperacdo embrionaria

Considerando a passagem do embrido do oviduto até o Utero entre os dias cinco e seis
apos a ovulacdo, os lavados uterinos para tentativa de coleta de embrido foram realizados no
dia sete. Nos casos de éguas inseminadas com sémen congelado ou éguas idosas, o lavado foi
realizado no dia nove. Todo o material utilizado no procedimento que entrava em contato com
embrides foi previamente esterilizado em autoclave.

Foram acompanhados 21 procedimentos de lavados uterinos para coleta de embrides.
Em todos os casos, a doadora foi contida em tronco de contencdo adequado, as fezes foram
removidas da ampola retal, a cauda foi enfaixada e amarrada e o perineo lavado com agua
corrente e detergente. As coletas foram realizadas pelo método ndo cirdrgico por via
transvaginal, em sistema fechado de Unica via.

Ap0s calcar a mdo com luva de palpacdo estéril, o veterinario segurou a sonda na
extremidade do balonete e com a outra méo a extremidade externa. Primeiramente a sonda foi
preenchida com solucdo de ringer com lactato para que ndo fosse introduzido ar no Utero da
doadora. Apds a passagem da sonda pela cérvix e enchimento do balonete com 40 mL de ar
com seringa descartavel, cerca de 1 a 1,5 L de solucdo foi infundido sob pressdo para o
interior do Utero (FIGURA 5A). Neste momento, a sonda foi fechada com uma pinca
hemostatica o copo coletor com filtro foi acoplado na sua extremidade externa. O copo coletor
com filtro foi acoplado com o suspiro ainda aberto, o fluxo da sonda liberado atraves da
abertura da pinca hemostética, e assim que o nivel de solugdo de lavado atingiu cerca de 60%
da capacidade do copo coletor, o suspiro foi fechado para manter um sistema de vacuo que
estabilizou a coluna de ringer lactato no filtro durante o lavado. Enquanto a solucdo passava
pelo filtro, o Utero foi massageado para que ela entrasse em contato com todas as por¢des da
parede uterina (FIGURA 5B). O processo de infuséo e retirada de solucéo foi repetido quatro
vezes para cada procedimento, e ap0s isso, o balonete foi desinflado para que a sonda fosse
retirada do Gtero e a solugdo remanescente na sonda transferida para o filtro. A seguir, 0 copo
foi encaminhado rapidamente para o laboratorio, onde o filtro foi lavado com solucédo de
ringer com lactato para clarear a solucéo e facilitar o rastreamento do embrido. Havendo ou
ndo recuperagdo embriondria, foi realizada administracdo de PGF2a na doadora ap6s o lavado

uterino.
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FIGURA 5 — Procedimento de lavagem intrauterina em égua doadora para recuperacdo de embrido durante o
ECSMV. A) Infusdo de Ringer com Lactato sob pressdo para o limen uterino; B) Massagem do Utero via
palpacdo retal e refluxo do liquido passando em filtro contido no copo coletor de embrido. Fonte: arquivo
pessoal.

2.6.4 Rastreamento e avaliacdo embrionaria

O conteudo presente no filtro foi transferido para uma placa de petri (100x200)
previamente riscada na porcéo inferior para facilitar sua leitura em microscopio esterioscopio
em aumento de 10 a 20 e 40x. Com auxilio de uma seringa de 20 mL contendo solucdo de
ringer com lactado, o filtro foi lavado mais uma vez e o contetudo escoado para a placa. Apés
a identificacdo do embrido, este foi aspirado com uma palheta de 0,25 mL acoplada a seringa
de insulina e depositado em uma placa de petri menor (35x10) contendo meio de manutencéo
TQC Holding Plus®. Foram recuperados 13 embrides, o que corresponde a uma eficiéncia de
61% em relacdo aos 21 lavados uterinos acompanhados durante 0 ECSMV.

Ap0s realizada a varredura completa da placa maior, classificou-se o (s) embrido (des)
contido (s) na placa menor de acordo com estagio de desenvolvimento (FIGURA 6) e
qualidade (FIGURA 7).
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Oocito Morula

Blastocisto Blastocisto Blastocisto expandido

FIGURA 6 - Desenho esquematico da morfologia de odcito e estidgio de desenvolvimento embrionério. A)
odcito; B) Mérula compacta; C) Blastocisto inicial; D) Blastocisto; E) Blastocisto; F) Blastocisto com cépsula
formada e zona pelicida delgada; G) Blastocisto com céapsula e extrusdo da zona peldcida; H) Blastocisto
expandido. Fonte: arquivo pessoal.

FIGURA 7 - A) Blastocisto expandido grau 1; B) Blastocistos expandidos grau 1 originados do protocolo de
indugdo de dupla ovulagdo com baixa dose de deslorelina. Fonte: arquivo pessoal.

Apos a classificacdo do embrido, os mesmos foram lavados em 11 gotas de meio de
manutencdo (previamente aquecido a 37°C) em placa de Petri para a eliminacéo de impurezas
antes da sua inovulacdo. A cada gota, o embrido foi aspirado e espirado trés vezes, e a cada
trés gotas, a palheta foi trocada. Apos a lavagem do embrido, pronto para inovulagdo, o
mesmo foi transferido para outra placa ainda menor (28x08) preenchida com meio de

manipulagéo aquecido.

2.6.5 Inovulagédo
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Para inovulacdo, o embrido foi envasado em palheta de 0,25mL pelo método de
aspiracdo utilizando uma seringa de insulina. Primeiramente aspirou-se uma coluna de liquido
para evitar que o embrido ficasse retido no algodédo da palheta, depois aspirou-se uma bolha
de ar, em seguida uma nova coluna de liquido contendo o embrido, uma segunda bolha de ar e
uma terceira coluna de liquido (FIGURA 8). Apo6s o envase, a palheta foi acoplada ao

aplicador que foi introduzido na receptora.

|

FIGURA 8 - Desenho esquematico da disposi¢do das colunas de liquido e de ar com embrido pronto para
inovulagcdo em palheta de 0,25 mL. Fonte: arquivo pessoal.

Apbs a selecdo da receptora, conforme relatado no item 2.8.1, esta foi devidamente
contida no tronco com sua cauda enfaixada, e perineo e vulva devidamente higienizados pelo
auxiliar. A méo do veterinario foi enluvada de forma estéril, a palheta contendo o embrido foi
introduzida na bainha e ajustada ao aplicador, que foi envolto por uma camisa sanitéria para
evitar carreamento de contaminagdo vaginal para o Utero. O dorso da mdo enluvada foi
lubrificado com gel lubrificante intimo (KY®) para que fosse introduzida por via vaginal. O
dedo indicador serviu como guia para que a extremidade do aplicador ultrapassasse a cérvix,
neste momento a camisinha sanitaria foi rompida a bainha introduzida até o fundo do corpo
uterino e o embrido inovulado.

Apbs a inovulacdo, todas as receptoras foram tratadas com 20 mL de sulfametoxazol
trimetoprima (Borgal®) e 10 mL de flunixin meglumine por via endovenosa; e 4 a 6mL de P4
- 300 mg intramuscular.

2.6.6 Preservacao e transporte de embrides por curto periodo de tempo

No estado de S&o Paulo, tem se tornado comum a venda de embrides em leilGes. Dessa
forma, éguas doadoras hospedadas em centrais de reprodugdo produzem embrides que podem
ser enviados para diversas regides do estado. Em outras ocasides, dentro da rotina de
transferéncia de embrides, ndo se tém éguas em condigdes satisfatorias para assumir a fungéo
de receptora de um embrido de grande valor, e para ndo se perder o valioso tempo de um ciclo

estral na estacdo de monta, este embrido pode ser enviado para uma central de receptoras.
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Para estes casos, é necessario que se possibilite o transporte e preservacdo de embrides para
que estes cheguem viaveis até a receptora.

Durante o0 ECSMV, dois embribes foram recuperados e enviados para uma central de
receptoras localizada em Botucatu. Desde a lavagem e recuperacdo até o rastreamento e
avaliacdo do embrido, o procedimento foi realizado conforme ja descrito neste relatorio.

Para preservagédo e transporte do embrido, este foi colocado submerso em meio de
manutensdo TQC Holding Plus® previamente aquecido a 37°C em um tubo falcon de 15 mL.
O tubo foi acondicionado em uma caixa térmica com gelo reciclavel adaptada (FIGURA 9). O
espaco remanescente em torno do tubo foi preenchido com papel toalha para minimizar os
riscos de traumas mecanicos durante o transporte. A temperatura interna da caixa se manteve
entre 5 e 15 °C, e os embribes foram preservados por cerca de 2 horas até a sua chegada na

central de receptoras para a inovulacdo, que foi realizada por outro profissional.

FIGURA 9 - Caixa térmica adaptada para preservacdo e transporte de embrido equino por curto periodo de
tempo. Fonte: arquivo pessoal.
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3- DISCUSSAO

3.1 Fisiologia reprodutiva do garanhao

A producdo e ejaculacdo de espermatozoides vidveis € imprescindivel para a
reproducdo e perpetuacdo natural da espécie, e para isso € necessario que 0 sistema
reprodutivo do macho funcione adequadamente. Os testiculos sdo 6rgdos pares que possuem
basicamente duas funcGes reprodutivas: espermatogénese e secrecdo de hormonios para o
funcionamento correto do epididimo, das glandulas sexuais acessorias e do comportamento do
garanhdo (AMANN, 2011). A espermatogénese depende do funcionamento correto do eixo
hipotaldamico-hipofisario-testicular, e os principais hormoénios envolvidos na fisiologia
reprodutiva do macho sdo: horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) produzido pelo
hipotdlamo; hormonio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH) produzidos
pela hipofise; andrdgenos e estrogenos produzidos por células de leydig; e estrogenos e
inibina produzidos por células de sertoli (ROSER, 2000). A fertilidade e funcdo reprodutiva,
tanto do garanh@o quanto da égua, apresentam maior eficiéncia durante o periodo de maior
incidéncia solar (verdo) pois a captacdo de luz pela retina inibe a producdo de melatonina pela
glandula pineal, um horménio que possui forte relacdo com o fotoperiodo e queda da
eficiéncia reprodutiva pela inibicdo da sintese de GnRH no hipotalamo (MINNEMAN;
WURTMANN, 1975).

O hipotalamo estd conectado diretamente a hipofise através de um sistema porta
hipofisario, onde o sangue segue o fluxo no sentido hipotalamo-hipéfise. Sob estimulacao
neural adequada, o hipotalamo secreta GnRH de forma pulsatil, um hormonio peptideo que
resulta na estimulacdo das células secretoras de gonadotrofinas da adenohipofise: LH e FSH.
Dois horménios gonadotroficos que estimulam os testiculos a produzirem esteroides e
espermatozoides, havendo grandes diferencas nas suas concentracGes conforme a estacdo do
ano. As células de leydig, localizadas nos tabulos seminiferos dos testiculos, secretam os
hormdnios esteroidais e as células de sertoli secretam inibina e ativina. A inibina é um
horménio glicoproteico produzido pelas células de sertoli e tubulos seminiferos que atua
conjuntamente com a testosterona na modulacdo da secrecdo de FSH. A prolactina é
produzida pela glandula pituitaria, consiste em um hormonio supressor da producdo de

melatonina e ainda controla a expressdo de receptores de LH nos testiculos, por isso é
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encontrada em maiores concentracGes durante a estagéo reprodutiva (GERLACH; AURICH,
2000).

As células de leydig ainda secretam ocitocina no fluido intersticial, o que
aparentemente facilita a contracdo ritmica dos tubulos seminiferos e ducto deferente para
evacuacdo do esperma (ROSER, 2000), pensando nisso, durante o ECSMV, 2 mL de
ocitocina foram administrados por via endovenosa em garanhdes com dificuldades
ejaculatorias 10 minutos antes de uma nova tentativa de coleta.

As secrecdes pulsateis de LH estimulam a producdo de testosterona e estrégeno pelas
células de leydig, e de inibina, ativina e proteina ligadora de androgenos (ABP) pelas células
de sertoli (PAPA et al., 2015). A testosterona é drenada pelo sangue venoso testicular
atingindo o eixo hipotalamico-hipofisario e ativando o sistema de retroalimentacdo negativo.
Altas concentracdes de testosterona modulam a producdo de GnRH e LH. Em contrapartida,
quando baixos niveis de testosterona atingem o hipotdlamo ocorre aumento da secrecao
pulsétil de GnRH, consequentemente aumento de LH e estimulacdo répida de células de
leydig para secretar testosterona. Por esta razdo, o uso de anabolizantes esteroidais em cavalos
atletas altera o equilibrio e perturba profundamente a funcdo reprodutiva. Além disso, a
testosterona ainda pode ser convertida em estradiol no hipotdlamo ou adenohipéfise (Roser,
2000), que atua na maturacdo de espermatozoides, desenvolvimento das células de leydig e
modulacgéo da esteroidogénese (PAPA et al., 2015).

Embora a secrecdo de FSH também seja estimulada por GnRH, os mecanismos de
controle sdo distintos, onde a sintese de FSH é muito menos dependente de GnRH do que o
LH. FSH parece atuar exclusivamente nas células de sertoli dentro dos tubulos seminiferos,
produzindo inibina e ativina, que atuam na adenohipd6fise suprimindo e estimulando a
secre¢do do proprio FSH (ROSER, 2000).

Os espermatozoides sdo produzidos nos tabulos seminiferos, em seguida sao
depositados no mediastino testicular, preenchido pela rede testicular, que os conduz até a
cabeca do epididimo, onde sdo levados pelo ducto eferente até a regido do corpo e cauda do
epididimo pelos ductos epididimarios, sdo maturados na cauda do epididimo e conduzidos
pelo ducto deferente até a uretra para receber os fluidos das glandulas sexuais acessérias no
momento da ejaculagdo. O epitélio seminifero é sensivel a diversos fatores externos, bem
como elevacdo de temperatura, uso de anabolizantes esteroidais, exposicdo a metais como
cadmio, exposicdo a raios X, alcool e doencas infectocontagiosas, podendo causar uma
resposta degenerativa no epitélio seminifero acarretando na reducdo da fertilidade

(JOHNSON, et al., 1997) em variados niveis, sendo reversiveis ou nao.
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O sucesso de uma coleta de sémen ¢é fundamental em um programa de inseminagao
artificial, e depende basicamente de trés mecanismos: erecdo, emisséo e ejaculacdo. A erecao
do pénis ocorre quando o garanh&o se excita por via de mecanismos neuroendocrinos através
de estimulos sensoriais proporcionando a rigidez necessaria para que seu Orgdo copulador
penetre na vagina da égua, essa rigidez é alcancada pela contracdo dos musculos extrinsicos
(isquiocavernoso, bulboesponjoso e uretral) comprimindo as veias profundas e dorsais do
pénis contra o arco isquiatico, impedindo que o sangue venoso retorne dos corpos cavernosos
do pénis (ROSER, 2000). A emissdo € causada por estimulos simpaticos que transportam os
espermatozoides presentes no epididimo e vaso deferente, juntamente com secrecdes das
vesiculas seminais e prdstata, por contracdo ativa da musculatura que circunda o epididimo, o
ducto deferente e vesiculas seminais (HAFEZ E.; HAFEZ B., 2004) até a uretra. A ejaculacdo
é efetuada por estimulacao parassimpatica, consistindo em uma série de contracGes fortes de
forma pulsatil dos musculos extrinsecos de modo que jatos sucessivos de sémen sdo lancados
ao longo da uretra. A prostata excreta um liquido aquoso na uretra pélvica, depois € expelida a
fracdo rica em espermatozoides provinda do epididimo e fluidos prostaticos e bulbouretrais, e
por ultimo, mas nem sempre presente, a fracdo pds espermdtica conhecida como ‘“gel”
derivada das glandulas vesiculares. O pénis retorna ao seu estado flacido apos a ejaculagéo,
quando se contraem as artérias devido a impulsos simpéticos e a pressdo sobre as veias é
aliviada pelo relaxamento dos musculos extrinsecos do pénis (ROSER, 2000).

Dentre os fatores que alteram a fungdo reprodutiva, ainda pode-se citar o fator
sazonalidade. Em 1974, Berndtson e colaboradores comprovaram a reducdo da concentracdo
plasmaética de testosterona na estacdo nao reprodutiva, e aparentemente as glandulas sexuais
acessoOrias também reduziram sua atividade neste periodo, pois o volume do ejaculado foi
menor quando comparado com a estacdo reprodutiva. Apesar de ser possivel coletar sémen
durante todo o ano, os efeitos da variagdo sazonal incluem ainda a reducdo na motilidade e no
namero total de espermatozoides por ejaculado, necessidade de maior tempo para reacdo de
interesse sexual, maior nimero de montas por ejaculado e maior aglutinacdo espermatica
(HAFEZ E.; HAFEZ B., 2004). Com isso, o controle do fotoperiodo artificial pode ser
considerado uma ferramenta a ser utilizada para otimizar o ciclo reprodutivo do garanhdo, o
aumento do periodo de luminosidade altera o comportamento sexual e aumenta a
circunferéncia testicular (CLAY et al., 1987), que estd diretamente relacionada com a
capacidade produtiva de células espermaticas.

A puberdade pode variar entre ragas, mas geralmente inicia por volta dos 2 anos de
idade (HAFEZ E.; HAFEZ B., 2004), e a fungdo reprodutiva maxima do garanhdo é
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alcancada por volta de 2 a 4 anos, sendo que dos 4 aos 20 anos de idade ndo se observa
alteracOes significativas na espermatogénese (ROSER, 2000). O inicio da puberdade pode ser
indicado através da avaliacdo do sémen do garanhdo, principalmente pela presen¢a ou nao de
células redondas durante a avaliagdo de morfologia espermatica. Em geral, nos equinos da
raca miniature horse avaliados durante 0 ECSMV algumas células redondas ainda estavam
presentes no ejaculadoo de animais com cerca de 3 a 4 anos de idade, corroborando com os
conceitos supracitados.

Com tudo, pode-se dizer que a fertilidade do garanhdo é um conceito multifatorial,
pois varia de acordo com a raca, idade, sazonalidade, temperatura e manejo; e o entendimento
da fisiologia reprodutiva é imprescindivel para o sucesso da eficiéncia reprodutiva do macho

em uma estacdo de monta.

3.2 Coleta de sémen

A coleta de sémen é uma préatica amplamente utilizada na reproducdo equina, pois esta
biotécnica otimiza o uso do garanhdo com a possibilidade de inseminacdo de um maior
nimero de éguas por ejaculado, minimiza os riscos de transmissdo de doencas sexualmente
transmissiveis, viabiliza o uso de diluentes e incremento das taxas de prenhez, possibilita
preservacdo e transporte de sémen para longas distancias sem a necessidade de deslocar o
animal e ainda permite a avaliacdo do sémen de garanhdes com suspeita de infertilidade.
Geralmente, a coleta é realizada com o auxilio de uma VA que esta disponivel no mercado em
varios modelos. Durante 0 ECSM, foram utilizados principalmente o0 modelo Botucatu, mas
também o modelo Hannover.

O comportamento sexual do garanhdo é provocado por estimulos visuais, auditivos,
olfativos e tateis na presenca de uma égua em cio. Eguas em estro, chamadas de manequins,
podem ser devidamente contidas para excitacdo e coleta de sémen de garanhdes, porém ainda
existem riscos de acidentes com os animais ou profissionais durante este procedimento.
Visando minimizar estes riscos, Richardson e Wenkoff (1976) relataram a utilizacdo de
manequim artificial, bem como o treinamento do garanhdo para este fim. Desde entdo, a
pratica vem se tornando cada vez mais comum comercialmente, inclusive estimulando
estudos que relatam a influéncia da presenca da égua em estro nas caracteristicas fisicas do

ejaculado durante a coleta em manequim artificial (SILVA FILHO, 1999). Biotécnicas de
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reproducdo vém sendo aplicadas na raga crioula mais recentemente em relacdo a outras ragas
no Brasil, por esta razéo, estudos do comportamento sexual do garanh&o desta raca durante a
coleta em manequim visam tornar o manejo 0 mais proximo possivel do natural, lembrando
gue um manejo inadequado pode ocasionar acidentes que prejudiquem o comportamento
sexual dos animais ou levar a lesdes que comprometam a fertilidade (SOUZA et al., 2010).

A é&rea para coleta deve ser ampla, limpa, sem distracdes, o piso deve ser plano de
superficie antiderrapante e de preferéncia proxima ao laboratorio de analise de sémen, fatores
como a temperatura ambiente e do interior da vagina sdo fundamentais para o sucesso do
procedimento (HURTGEN, 2000). A coleta pode ser feita com o auxilio de camisinha,
indugdo farmacoldgica, manipulacdo manual, coleta em estagdo com auxilio de VA, coleta da
cauda do epididimo ou pelo método mais convencional que é a utilizacdo de VA e manequim.

Indiferente do modelo de VA empregado, a sua temperatura interna deve se manter
entre 44° a 48°C (HURTGEN, 2000; BRINSKO; CROCKETT; SQUIRES, 2011), embora
tenha sido preconizado a temperatura de 42° a 45°C nas coletas durante o ECSMV. O
diametro interno da VA deve ser ajustado com a adi¢do de agua entre 50° e 55°C e ar de
acordo com o garanhdo. Para garanhdes com dificuldades ejaculatdras, pode ser necessario a
elevacdo da temperatura interna até 50°C (HURTGEN, 2000), ou ainda até 60°C, além da
administracdo endovenosa de ocitocina, alcool na ampola retal e utilizacdo de compressa
morna na base do pénis, conforme observado em Botucatu. O uso de lubrificante minimiza o
atrito do pénis com a mucosa pléastica interna da VA durante os movimentos de friccdo, mas
ainda é uma pratica que apresenta divergéncia de opinido entre técnicos, inclusive entre 0s
profissionais acompanhados. Durante 0 ECSMV, foi utilizado vaselina sélida para lubrificar a
entrada da VA apenas nas coletas realizadas em Uruguaiana-RS. A utilizacdo de vaselina
solida também ¢é relatada por Silva Filho e colaboradores (1999), pois tem efeito negativos
minimos a motilidade espermatica in vitro sendo indicada, juntamente com a glicerina, como
um dos lubrificantes de escolha para coleta de sémen (GOLDENBERG; WHITE, 1975).
Samper e Garcia (2008) avaliaram 4 lubrificantes comerciais declarados ndo espermicidas e
seu efeito na motilidade espermética em comparagdo com um grupo controle. Dentre os 4
produtos, apenas o uso de Pre-Seed® Equine (Ing-Fertility, Valleyford, WA) ndo apresentou
perdas significativas de motilidade avaliada em temperatura ambiente aos 15 minutos, 3 horas
e 6 horas apos a coleta, bem como apds refrigeracdo por 24 e 48 horas em Equitainer® em
relacdo ao grupo controle. Mais recentemente, um estudo em humanos foi realizado e também
indica a utilizagdo de lubrificante Pre-Seed® (Valleyford, WA) para a coleta de sémen sem o

comprometimento da avaliagdo espermatica (motilidade, motilidade progressiva, morfologia),
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além de que todos os pacientes relataram preferéncia no uso do lubrificante durante o
procedimento de coleta (ABADIE; LAMBERT, 2014). Possivelmente o efeito deletério de
lubrificantes no ejaculado seja ocasionado pela hiperosmolaridade do meio e alteracdo de pH
(SAMPER; GARCIA, 2008). Imediatamente ap6s a coleta, 0 sémen deve ser transportado
para o laboratério de andlise de sémen, todo o material que entra em contato com o sémen
deve estar entre 37° a 38°C (BRIKSON et al., 2011) ou 35° a 37° (HURTGEN, 2000).

A coleta de sémen é o ponto de partida para um programa de inseminacao artificial,
transferéncia de embribes, ou criopreservacdo de espermatozoides, por isso é de suma
importancia que o médico veterinario conhega seus principios basicos e alternativas de
suporte frente a eventuais transtornos ou particularidades de garanhfes em uma estacdo de

monta.

3.3 Congelamento de sémen

E notdrio o aumento do interesse pela utilizagdo de sémen congelado por parte de
criadores de equinos, o que impulsiona cada vez mais o desenvolvimento da técnica atraves
de pesquisas voltadas a superar seus fatores limitantes. A criopreservacdo do sémen, além de
facil aplicacdo a campo, permite indmeras vantagens como a diminuicdo do custo de
producdo de animais geneticamente superiores; utilizacdo de garanhdes que tenham perdido
sua capacidade reprodutiva por injurias ou morte; otimizacdo do uso do reprodutor com um
maior numero de fémeas; prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis; transporte de
material genético viavel em longas distancias; e principalmente armazenamento e preservacao
de sémen por tempo indeterminado. No entanto, existem algumas desvantagens que incluem a
necessidade de controle mais intensivo do momento da ovulagdo e baixa fertilidade em
relacdo a utilizacdo de sémen fresco e resfriado; alto custo com equipamentos e materiais
adequados; e grande variacdo individual na resisténcia a criopreservacao entre garanhdes.

O relato do primeiro protro nascido de sémen congelado ¢ oriundo de égua inseminada
com espermatozoides coletados da cauda do epididimo (BARKER; GANDIER, 1957). Desde
entdo, a maioria dos estudos de congelamento foram conduzidos com sémen ejaculado. O
congelamento de sémen equino varia individualmente e é um dos fatores mais importantes
para a determinacdo da taxa de prenhez, por esta razdo acredita-se que o segredo para o
sucesso da técnica ainda seja o proprio individuo (SIEME; HARRISON; PETRUNKINA,
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2008). O primeiro passo para o desenvolvimento da técnica € a coleta do sémen, processo ja
descrito no item 3.2 deste relatorio.

Um dos fatores que podem interferir na qualidade espermatica pos refrigeracao é a
presenca de plasma seminal. Altas propor¢des de plasma ja foram descritas como nocivas a
motilidade espermatica pos refrigeracdo (BRINSKO; CROCKETT; SQUIRES, 2000), assim
como também ja se constatou ndo haver diferencas significativas entre motilidade de sémen
resfriado contendo 5% de plasma ou sémen ndo centrifugado (JASKO, 1992), talvez as
variacdes individuais na congelabilidade do sémen equino estejam relacionadas a composi¢do
do plasma seminal de cada garanhdo. Essas diferencas podem ter origem genética, e a selecdo
de animais aptos ao congelamento poderia ser uma possibilidade (SIEME; HARRISON;
PETRUNKINA, 2008). Em todos os processos de congelamento acompanhados durante o
ECSMV, o ejaculado foi diluido na relagdo minima de 1:1 e centrifugado a 600 G por 10
minutos para remocao total ou reducéo das proporc¢des de plasma. Alguns autores consideram
uma perda aproximada de 20% de espermatozoides durante o processo de centrifugacdo e
rediluicilo (WRENCH et al., 2010). Outras técnicas de concentracdo de espermatozoides
também poderiam ter sido utilizadas (ALVARENGA; MAGALHAES; PAPA, 2010;
ALVARENGA et al., 2012).

Ap0s a centrifugacdo, o sobrenadante deve ser desprezado e o pellet ressuspendido em
diluente de congelamento previamente aquecido e calculado. Durante 0 ECSMV, foi realizada
a avaliacdo de concentracao espermatica inicial do sémen para estimativa de espermatozoides
moveis totais do ejaculado, em seguida o nimero encontrado foi dividido pelo nimero de
células projetadas por palheta de 0,5 mL, geralmente 100 x 10%palheta, e o resultado final
representou o volume de diluente (Botucrio®) que deve ser acrescido ao sémen. Um método
diferente de determinacdo do volume do diluente de congelamento foi descrito por Osorio e
colaboradores (2008), onde o pellet obtido pela centrifugacédo é diluido na propor¢do 1:1 para
analise de concentracao e posterior ajuste da diluicdo para a concentracdo de células desejadas
por palheta. GaranhGes também apresentam variacGes individuais referentes a criotolerancia
com diferentes diluentes, mas um recente estudo obteve resultados que sugerem minimizar o0s
efeitos desta variagdo (RODRIGUES et al., 2011). Realizar um teste de congelamento com
diferentes diluentes antes de iniciar a temporada de congelamento de um garanhdo pode ser
uma boa alternativa para se aumentar as chances de sucesso e fertilidade do sémen a ser
preservado.

O envase foi realizado em palhetas com volume de 0,5 mL nos procedimentos

acompanhados, pois além de serem necessarias muitas palhetas de 0,25 mL para se atingir



37

uma dose inseminante em éguas, pardmetros de cinética espermatica foram inferiores quando
estas foram utilizadas. Mais recentemente, com a vantagem de minimizar os riscos de dano
pela manipulacdo e reduzir uma dose inseminante a um Unico compartimento, Lorenzoni e
colaboradores (2013) relataram que criotubos de 4 mL podem ser uma alternativa para o uso
de utilizagdo de sémen congelado em equinos, ja& que ndo foram constatadas diferengas
estatisticas significativas nos parametros espermaticos pos descongelamento comparados com
palhetas de 0,5 mL (MAZIERO, 2013).

Ap0s o envase, as palhetas de sémen foram levadas a compartimentos de resfriamento
a 5°C (geladeira Minitube®, caixa térmica Botuflex®, Botutainer® ou Equitainer®) por um
periodo de 20 minutos. Comparando sémen congelado com resfriamento prévio a 5°C e sem
resfriamento, alguns estudos comprovam a importancia desta etapa na longevidade
espermatica pds descongelamento (FURST et al., 2005, LORENZONI; ARRUDA;
RODRIGUES, 2013). A vantagem de um tempo de resfriamento curto é 6bvia, mas nem
sempre é possivel coletar e congelar o sémen no mesmo local. Nestas circunstancias, 0 sémen
pode ser refrigerado e transportado a 5°C por um periodo de até 18 horas sem perdas
significativas na sua fertilidade, apesar da queda nos parametros de motilidade total e
progressiva (BACKMAN et al., 2004). Em experimento realizado comparando o efeito dos
diferentes compartimentos de refrigeracio na mesma partida de sémen, observou-se
diferengas nos parametros de cinética espermatica pds descongelamento de 4 garanhGes
(dados ndo publicados), provavelmente as taxas de resfriamento sejam distintas e a
composicdo individual do sémen seja mais adequada a alguns compartimentos em relacdo a
outros.

Apos o resfriamento, as palhetas repousaram em uma bandeja de a¢o inox a uma
distdncia de 3 a 6 cm da superficie de uma coluna de 6 cm de N, em uma caixa térmica de
isopor por 20 minutos a -30°C. Em seguida as palhetas foram submersas N, (-186°C),
acondicionadas em raques e estocadas em botijdo de N, com a mesma metodologia relatada
por Oliveira, Rubin e Mondino (2014). O descongelamento de uma palheta a 37°C por 30
segundos foi procedido para avaliacdo do sémen e certificacdo da eficiéncia da técnica
realizada. Descongelamento a temperaturas superiores € menor tempo também podem ser
utilizadas, porém 46°C por 20 segundos sdo mais rotineiramente adotadas na metodologia de
outros trabalhos (ALVARENGA et al., 2010; MONTEIRO, et al., 2013; MAZIERO et al.,
2013).

Mesmo com novos estudos que tendem a diminuir o efeito da variacdo individual na
congelabilidade do sémen equino (ALVARENGA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2011;
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OLIVEIRA; RUBIN; MONDINO, 2014), nota-se ainda que este é um dos fatores que
dificulta a padronizagdo de um protocolo para comparacdo de resultados entre diferentes
trabalhos e grupos de pesquisa. Por esta razdo, testes de congelamento com fragdes de uma
mesma partida de sémen utilizando diferentes diluentes, crioprotetores, concentracdes, curvas
de resfriamento e temperaturas de descongelamento antes do inicio da temporada de
congelamento de um garanhdo podem colaborar com os resultados de fertilidade do sémen

congelado no periodo de sua utilizacao.
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4- CONCLUSOES

Com base na experiéncia do Estadgio Curricular Supervisionado em Medicina
Veterinéria, foi possivel observar a importancia da utilizagdo de biotécnicas no manejo
reprodutivo equino para viabilizar e intensificar a producdo de animais com interesse
comercial, dessa forma a reproducdo equina se mostra uma area com grande potencial de
empregabilidada para médicos veterinarios. Além disso, 0 estagio superou as expectativas em
relagdo as oportunidades de acompanhar a rotina de profissionais renomados, grandes
pesquisadores e pés-graduandos da area de reproducdo equina. Propiciou uma satisfatoria
experiéncia pratica e visao critica tanto no ambito cientifico quanto no mercado de trabalho
auténomo. O conhecimento adquirido durante a graduacdo, tanto na universidade quanto em
estagios extracurriculares, foi de grande valia durante o desenvolvimento das atividades do
estagio curricular, principalmente como embasamento para busca de novos conceitos e
atualizac@es para aprofundar ainda mais o conteudo, proporcionando confiancga para entrar no
mercado de trabalho ou carreira académica ap6s a conclusdo do curso. O convivio com
diferentes pessoas e culturas contribui ndo s6 com o desenvolvimento profissional, mas
também desenvolve a formacdo do carater pessoal através das novas experiéncias. Assim, 0
estagio proporcionou um crescimento académico, profissional e pessoal como futuro médico
veterinario, além da certeza do interesse pela area escolhida e motivacéo para seguir buscando
novas oportunidades de aperfeicoamento.
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ANEXO B - Atestado de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina

Veterinaria.

M UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA ‘(E-IQTECH

—_— CAMPUS URUGUAIANA
B CURSO DE MEDICINA VETRINARIA
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAD

ATESTADO

Atesto que Matan da Cruz de Carvalho, académico do curso de Medicina
Vatarindria UNIPAMPA - Uruguaiana realizou seu estagio curricular junto ao Laboratdrio
de Biotecnologia da Reprodugdo (BIOTECH), na area de Reproducgdo Animal, no
periodo de 2 de novembro a 05 de dezembro de 2015, com duragiio de 200 horas da
atividades.

Atividades desenvolvidas: Manejo reprodutivo em bovinos e equinos, avaliacio
espermatica, técnicas de fertilizacdo in witro, produzir relatdro final de atividades
desanvolvidas.

Uruguaiana, 05 de dazembro de 2015,

(Rwerr_

Dra. Danlela Brum
Professor Assoclado

Urhearsidasts Fosanl do Pasps— LINIPAMPA — Cangud Usaguitas
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