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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA — AREA DE REPRODUCAO EQUINA

Este relatorio visa descrever as atividades acompanhadas e desenvolvidas
durante o estagio curricular obrigatorio do curso de Medicina Veterinaria, no
periodo de 13 de janeiro a 16 de abril de 2016, no Haras Bandeirantes e
Fazenda S&o José, espaco fisico onde era localizada a Central de
Reproducao Equina Embrio Equi, sob supervisdo do Médico veterinario Carlos
Guilherme de Castro Schutzer e orientagdo do Prof Dr. Fabricio Mozzaquatro.
O periodo envolveu atividades praticas na reprodugdo, assim como
participacdo em cursos profissionalizantes que ocorriam na Embrio equi, como
cursos de inseminacédo e palpacao transretal, transferéncia de embrides (TE) e
andrologia equina. O periodo teve atividades relacionadas a reproducdo
animal, com enfoque em reproducdo de equinos, alcancando as expectativas
esperadas. Os procedimentos realizados foram controle folicular, inseminacgéo
artificial, diagnéstico de gestacdo por palpacdo e ultrassonografia transretal,
coleta e inovulagdo de embrides, infusdo e lavagem uterina e,
simultaneamente, processamento e analise de sémen equino, perfazendo um
total de 544 horas. A realizacdo desse estagio foi de grande valia, pois
consolidou os aprendizados adquiridos durante a graduacéo, bem como os as
habilidades adquiridas em estagios extracurriculares realizados durante o
periodo de formacao académica, acrescentando assim crescimento pessoal e
profissional frente ao cotidiano de uma potente fonte geradora de empregos

gue € a industria do cavalo.
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1- INTRODUCAO

A producdo de equinos no Brasil envolve inimeros segmentos o que
movimenta milhdes de reais todos os anos. O rebanho brasileiro € constituido
por 5.450.601 equinos, segundo o IBGE 2014 ocupando posicdo de destaque
internacionalmente. A reproducdo de equinos € uma das areas da
equideocultura que mais avancam, sendo uma excelente oportunidade para os
médicos veterinarios se inserirem no mercado. Com notdérios avancos
tecnoldgicos, o setor de reproducdo animal vem ganhando ascenséo rapida, e
mostrando cada vez mais sua importancia nas criacbes. Baseado nessas
circunstancias, na admiracdo pela espécie e no intuito de aprofundar os
conhecimentos referentes a reproducao equina, esta foi a area escolhida para
a realizacdo do estagio curricular supervisionado em medicina veterinaria.

O local escolhido foi o Centro de Reprodugédo Embrio Equi, pois apresenta
um esquema de manejo de qualidade, se destacando pela exceléncia nos
servicos prestados. Além disso, aplicam na sua rotina de trabalho, as principais
biotecnologias ligadas a reproducdo de equinos. O centro de Reproducéo
Embrio Equi, é coordenado pelos Médicos Veterinarios Carlos Guilherme
Schutzer e Eliana D auria. Com uma localizagéo privilegiada a Central situava-
se a margem da Rodovia Anhanguera no municipio de Sao Simé&o- SP no
Haras Bandeirantes, oferecendo uma infra-estrutura de 106 baias bem
distribuidas. A Central Embrio Equi € uma empresa bastante conceituada que
trabalha com reproducdo de equinos ha mais de dez anos. Sua rotina se
caracteriza por receber animais de diversas racas oriundos de diferentes
estados brasileiros, onde séo realizados servicos diversos na area de
reproducdo. A central possui um laboratdério que contava com diversos
equipamentos para processamento e analise do sémen e coleta de embrido e
prestava servico de assisténcia fixa em outras propriedades da regido, com a
execucao de biotecnologias como inseminacao artificial, sexagem fetal e

transferéncia de embrido.
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As atividades apresentadas nesse relatorio estdo relacionadas ao estagio
curricular supervisionado em medicina veterindria, realizado no periodo de 13
de janeiro a 16 de abril de 2016, sob a supervisao do Médico veterinario Carlos
Guilherme Schutzer e orientacdo do Prof. Fabricio Mozzaquatro, perfazendo
um total de 544 (quinhentas e quarenta e quatro) horas, no ramo de
reproducdo equina. Durante o periodo de estagio, puderam ser realizadas
atividades como controle folicular, inseminacdo artificial, diagnostico de
gestacdo por palpacdo e ultrassonografica transretal, transferéncia de
embrides, infusdo e lavagem uterina, sexagem fetal e processamento e analise

de sémen.
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2-  ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Descricao do local de estagio

A Central Embrio Equi, esta localizada na cidade de S&o Simédo- SP.
Apresenta trinta piquetes de pastagem tifton spp e uma area construida onde
comportava trés pavilhdes de cocheiras. Um dos pavilhdes, com 62 baias, era
destinado ao alojamento dos garanhdes sendo esses das ragcas Quarto de
Milha, Puro Sangue Inglés e Paint Horse. Na rotina da central, durante o
estagio, eram manipulados trés garanhdes, realizando coletas de sémen quatro
vezes ha semana.

Em outro setor do Haras Bandeirantes encontravam-se os pavilhdes de
cocheiras das doadoras (Figura 1) onde havia uma baia com um brete para
contencdo dos animais, destinada a palpacdo retal (Figura 2), exame
ultrassonografico das éguas no periodo de estacdo de monta, exames

ginecoldgicos e cirurgias ginecologicas. Ao lado havia uma farmacia de facil
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acesso onde ficavam armazenadas algumas medicacdes utilizadas na rotina de
trabalho, como lavagens e infusdes uterinas para o tratamento de endometrite

entre outras atividades.

FIGURA 1 - Pavilhdo de baias das

FIGURA 2 - Baia com tronco de contencéo para a palpacéo das doadoras.

Os piquetes das éguas receptoras encontravam-se afastados dos
pavilhdes das doadoras, no local havia um brete associado a um tronco de
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contencdo, destinado a palpacdo, controle folicular, ultrassonografia,

inovulacdo de embrido e controle medicamentoso das receptoras (Figura 3).

» . "
= =

2 T < .\ B
FIGURA 3 - Tronco de contencéo destinado aos procedimentos das receptoras.

2.1.1 Laborat6rio para coleta de embrido e coleta de sémen

Na central de reproducéo foi construido um laboratério especifico para
coleta de embrido e coleta de sémen. Este local estava dividido em area limpa
e area suja e continha todos os materiais necessarios para realizar as rotinas
de trabalhos diarias. O laborat6rio era composto por uma grande sala rodeada
por armarios e bancadas, onde armazenava-se os itens de trabalhos, como
microscoépios, lupa, centrifuga, banho maria, placa aquecedora, geladeira para
armazenamento de medicamentos e congelamento de gelos para caixas
isotérmicas, e para o contato com o lado de fora do laboratério (parte suja) foi
montado um Oculo para passagem de materiais que necessitam de
esterilizacao.

Ao lado do laboratério havia uma sala de esterilizagdo onde estava
armazenada a estufa, autoclave e os botijdes de sémen. Nesse local havia um
oculo fazendo contato com a sala de preparo da vagina artificial.

Na area externa encontrava-se um tronco de contencao de éguas e um
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manequim para coleta de sémen (Figura 4).

FIGURA 4 - Parte interna do laboratério para manipulacdo do embrido e processamento de sémen
(A) parte externa do laboratério com manequim para coleta de s€men e tronco de contengdo das
doadoras, destinado a coleta de embrido (B).

2.2Estacao de monta

As atividades desenvolvidas na central eram na area de reproducdo
equina realizando desempenhos referentes a fémea e simultaneamente, ao
macho.

Dessa forma, diversos exames ultrassonogréaficos foram realizados
onde se acompanhou a dinamica folicular, grau de edema uterino e avaliagao
da presenca de liquido intrauterino, também foram acompanhados
procedimentos de inseminacdo artificial com sémen fresco, resfriado ou

congelado, coleta de sémen e transferéncia de embrido (Tabela 1).



TABELA 1 - Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas durante o Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria na Central Embrio Equi,
abrangendo os procedimentos da reproducdo equina no periodo de 13 de
janeiro a 16 de abril de 2016.

Procedimentos N° atividades (%)
Crescimento folicular de doadoras e 1690 81,80
receptoras
_ _ 110 5,32
Inseminagdo com sémen resfriado
e 70 3,36
Coleta de embrigo
. . ~ 60 2,90
Diagnostico de gestacao
Inseminacdo com sémen congelado 35 1,69
Lavagem uterina pés-cobertura 30 1.45
Sexagem fetal 20 0,95
Vulvoplastia 17 0,82
Infuséo uterina 15 0,72
Monta natural 15 0,72
Foliculo hemorragico anovulatério 3 0,14
Orquiectomia 1 0,04

Total 2066 100%
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2.2.1 Controle Folicular

O controle folicular era feito através de palpacdo retal e
ultrassonografia, sendo esse realizado diariamente, nas matrizes doadoras e
receptoras. A avaliacdo dos ovarios era realizada de acordo com o tamanho,
sendo G classificado como ovo de galinha e N de noz. A observacdo do
crescimento folicular também era avaliada no mesmo parametro de tamanho,
porem classificados de 1 a 5, observando sua tensdo T(tenso), TF
(tensofflutuante) e F(flutuante) e o diametro folicular com o auxilio do
ultrassom (Figura 5) onde, 0 mesmo também tinha importancia na analise da
presenca de corpo luteo (CL) ou patologias como foliculos hemorragicos
anovulatérios. As caracteristicas uterinas avaliadas eram a presenca de
edema uterino e tonus uterino. Dessa forma, o edema era classificado em
grau 0 a Ill onde zero ndo havia presenca de edema (S/E), grau |
representava edema leve, Il edema moderado, Il edema marcante em todo o
Utero. Por fim, o tdnus uterino era avaliado em flacido ou turgido (tenso).

As éguas eram controladas até atingirem foliculos = 35 mm nos ovarios
com edema uterino grau lll. Neste momento, era realizada a inducdo da
ovulagcdo utilizando deslorrelina (Sincrorrelin®) na dose de 0,75mg,
intramuscular. No caso de inseminagdo com sémen congelado as éguas eram
acompanhadas até apresentarem queda no grau de edema uterino,
sensibilidade a palpacdo retal pelo ovario e deformacdo da ecotextura
folicular. Com esse acompanhamento ultrassonogréfico diario e inducdo da
ovulacao, era possivel programar as inseminagcfes e também as coberturas
por monta natural. Estes procedimentos eram necessarios para otimizar a
utilizacdo dos garanhdes e obter taxas de prenhez mais satisfatorias. Apos
essas consideragcfes, 0 acompanhamento ultrassonografico era realizado com

0 intuito de observar a formagéao de um corpo lateo (CL) funcional.
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Além disso, verificavam-se as condi¢des uterinas, pois muitas éguas
tinham histérico de endometrite persistente pds-cobertura, sendo incompativel

com a sobrevivéncia do embrido, necessitando assim de uma intervengao.

FIGURA 5 - Imagem fotografica da avaliagdo transretal ultrassonografica em receptoras,
avaliando a dindmica folicular e grau de edema uterino.

2.2.2 Lavagem uterina pos- cobertura

Dentre os casos acompanhados, a lavagem uterina teve grande
ocorréncia durante o periodo de estagio. Este procedimento era utilizado em
égua com endometrite pds-cobertura (ndo infecciosa) evidenciando acumulo
de liquido.

As lavagens uterinas (Figura 6) visavam a limpeza e desinfeccédo do
Gtero das éguas que apresentavam um processo inflamatorio identificado
através de imagens ultrassonogréficas. O objetivo era gerar um ambiente
uterino compativel com o embrido, ja que esta condicdo ndo é admitida no
diestro
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fisiologico das matrizes. Na rotina da central eram usados protocolos diversos
para lavagem uterina, tais como:

- Ringer lactato de sodio

- 1 L Ringer lactato + 5 ml de PVPI

-1 L Ringer lactato + 100 ml de Agua oxigenada

O protocolo de eleicdo era escolhido pelo historico reprodutivo do
animal, ja@ que as éguas com maior predisposicdo estavam sendo
acompanhadas ha bastante tempo na logistica da central.

Para executar o procedimento, o médico veterinario enfaixava a cauda e
higienizava o perineo da égua com detergente liquido e agua. O técnico
responsavel, com a mao enluvada, introduzia uma sonda descartavel modelo
nasogastrica humana pelo canal vaginal, e com o dedo indicador, direcionava a
sonda através da cérvix, chegando ao corpo do Utero. O veterinario posicionava
a sonda com os dedos na entrada do 6stio cervical e logo apoés, era infundido
uma das solucBes de escolha. O lavado era realizado sendo avaliada a cor,
odor, presenca de secrecdo ou debris celulares. O procedimento era repetido
varias vezes até a obtencao de liquido com coloragéo translucida.

Entdo eram realizadas duas aplicag6es de 10-20 UI/Kg de ocitocina, EV,
a cada 12 horas. No dia seguinte com auxilio do ultrassom, a égua era
novamente avaliada e caso houvesse acumulo de liquido era realizada nova

lavagem, porém nunca ultrapassando trés dias apés a ovulagao.
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FIGURA 6 - Procedimento de lavagem uterina, com uso de sonda nasogastrica e ringer lactato.

2.2.3 Infusdo Uterina

A infusdo uterina tem como objetivo inserir dentro do Utero da égua uma
dose de antibidticos, com a funcéo de combater infeccbes do trato reprodutivo do
animal (Figura 7).

Durante o ECSMV, este procedimento foi utilizado quando os animais
apresentavam acumulo de liquido ou ar intrauterino. Ou ainda quando o médico
veterinario, através do histérico clinico do animal, julgava necessario. As
combinacdes de medicamentos para infusdes uterina consistiam da aplicacdo de
30 ml de botukiller + 5 ampolas de amicacina (2,5 g); ou 30 ml de botukiller
+ 3 frascos de cloranfenicol (3g); ou 30 ml de botukiller + 2 frascos de ceftriaxona
(29).

Este procedimento era utilizado de acordo com a necessidade, assim como,
protocolos parenterais que consistiam da aplicacdo intramuscular de 20 ml de
enrofloxacina (Zelotril®) ou em casos mais severos 20 ml de ceftiofour
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(Exceler®). Apods a higienizagcdo do perineo (ja mencionada anteriormente), uma
pipeta descartavel de inseminacao era utilizada para infundir a solugédo escolhida,

cuidando para néo refluir para a vagina.

FIGURA 7 - Processo de infusdo uterina, com pipeta descartavel de inseminagdo artificial (A);
Combinag¢des medicamentosas para infusdo uterina (B) (C) (D).

2.2.4Inseminacdo artificial

A inseminacao artificial consiste em depositar o sémen no interior do
trato genital (Utero) da fémea. Para realizar este procedimento, as éguas eram
controladas por palpagao retal até atingirem foliculos =2 35 mm e edema lll e,
entdo induzidas a ovulacdo com a aplicagdo intramuscular de Deslorrelina
(Sincrorrelin®) na dose de 0,75 mg. As ovulagbes ocorreriam entre 36 e 48
horas.

Levando em conta esses dados e considerando uma viabilidade dos
espermatozoides de 48 horas no trato reprodutivo da fémea as éguas eram
inseminadas com sémen refrigerado 24 horas apés a indugédo da ovulagdo. O
processo iniciava com a contencdo da égua ao tronco para limpeza da ampola
retal, higienizacdo do perineo com agua e detergente, e secagem total da area
com papel toalha.
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Apbs a realizacdo do processo de limpeza, o responséavel, utilizando uma luva
estéril lubrificada com gel ndo espermicida introduzia a méo pelo canal vaginal.
Com o dedo indicador a pipeta era guiada até ultrapassar a cérvix e dessa
forma, o sémen era depdsito no corpo do utero (Figura 8). Passado 6 horas da
inseminacao era aplicado 10 Ul de ocitocina EV, para auxiliar na eliminagéao do

refluxo de sémen.

FIGURA 8 - Processo de inseminacgdo artificial com deposi¢cao do sémen no corpo do Utero.

2.2.5 Inseminacéo artificial com sémen congelado

Na IA com sémen congelado o procedimento de higienizacdo do
perineo era semelhante aquela realizada com sémen resfriado. Porém a
deposicdo do sémen era realizada na ponta do corno uterino, 0 mais
préximo possivel da papila uterina (Figura 9).

Devido as caracteristicas do sémen congelado como baixa
viabilidade (8-12 horas) no trato reprodutivo da fémea e também o tempo
de sobrevida do odcito ser relativamente pequeno (6-8 horas), as éguas
gue eram selecionadas para este procedimento necessitavam de um
controle folicular mais rigoroso. Este controle folicular era realizado a cada

6 horas, com o intuito de aproximar ao maximo a IA com a ovulagéo.
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O descongelamento das palhetas utilizadas era realizado com auxilio
de um descongelador de sémen WTA, a uma temperatura de 37C° por 30

segundos.

FIGURA 9 - Processo de inseminacao artificial com sémen congelado, utilizando a técnica de
deposicao na ponta do corno uterino.

O numero de palhetas utilizadas variou de acordo com a concentracao de
espermatozoides por palheta, variando em média de 3 a 5 palhetas. As
inseminacdes com sémen congelado foram realizadas com pipeta flexivel,

guiada por via transretal, no 4pice do corno uterino.

2.2.6 Coleta de sémen

Na central de reproducdo equina Embrio Equi estavam alojados trés
garanhfes da raca Quarto de Milha. Esses garanhfes eram coletados quatro
vezes na semana (segunda, quarta, sexta e sabado). O sémen era enviado por
meio de motoboy em uma caixa isotérmica BotuFLEX® ou utilizado nas matrizes
da central.
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As coletas eram realizadas no manequim com o auxilio de uma vagina
artificial coberta com mucosa plastica. A lubrificacdo da mesma era com gel
nao espermicida (K-Y®). Para atingir a temperatura ideal, a agua era aquecida
até 48°C, buscando uma temperatura interna ao redor de 42 a 44°C. Com o
garanhao previamente excitado era realizada a limpeza do pénis com algodé&o
embebido em &gua morna.

O garanhéo era estimulado com uma égua presa ao tronco de contencao
sendo na sequéncia direcionado pelo condutor ao manequim de coleta, onde
apO6s a monta, o pénis era manipulado e desviado para o interior da vagina

artificial, onde ocorria a ejaculagéo (Figura 10).

s,
:

FIGURA 10 - Higienizac;é da glane com algoddo embebido em 4gua morna (A); Coleta de
sémen do garanh&o com vagina artificial modelo Botucatu (B).

Apés a coleta, o sémen era levado para o laboratério no copo coletor,
sendo medido o seu volume e posteriormente diluido 1:1 com BotuSémen®,
previamente aquecido em banho maria (37°C). Apés a diluicdo era analisado
no microscopio Optico os parametros de motilidade e vigor, para sabermos qual
a quantidade de espermatozoides moveis presente no ejaculado. Na sequéncia
realizava-se a concentracdo espermatica e posteriormente ajustava-se 0
volume do ejaculado nas doses inseminantes que seriam utilizadas (Figura 11).
Depois de avaliado e envazado o sémen era despachado em embalagem

especifica que mantém a temperatura adequada.
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FIGURA 11 - Materiais utilizados para manipulacdo do sémen e copo coletor com camisa e filtro para
coleta.

2.2.7 Tranferéncia de embriao (TE)

Outra atividade que foi acompanhada durante o estagio curricular
supervisionado em medicina veterinaria foi o procedimento de coleta e
transferéncia de embriGes nos equinos. Oito dias pdés-ovulacdo, as éguas
doadoras eram encaminhadas para o procedimento de TE, onde era realizado
exame ultrassonografico para observagédo do corpo Iuteo, cérvix e palpacéo do
tbnus uterino. No caso de éguas velhas ou inseminagdo com sémen
congelado a coleta era realizada no dia nove, devido & maturacdo do odcito
ser mais tardia.

A doadora era contida no tronco, as fezes removidas da ampola retal, a
cauda enfaixada e o perineo higienizado com agua, detergente e clorexidine,
visando um ambiente asséptico para a realizacdo do processo. O operador
utilizando Iluvas de palpacdo, segurou a sonda na sua extremidade,
preenchendo a mesma com liquido para evitar a entrada de ar no Gtero da
égua.

Utilizando o método nao cirargico, por via transvaginal, o veterinario
introduziu a sonda até a passagem da cérvix e encheu o balonete com 30 ou
40 ml de ar, parametro esse que era estimado de acordo com cada animal.
Apbs certificar-se que a sonda estava firme, era infundido 1,5 a 2 litros de
ringer lactato para dentro do Utero, sendo avaliado por via transretal o
preenchimento do mesmo. Ainda com a mao no reto o procedimento de
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massagem era realizado, para que o liquido ocupasse todo o limen uterino.

Apos era retirado pela sonda, passando pelo filtro com sistema de vacuo
(Figura 12). No final de cada infuséo o filtro coletor era avaliado a olho nu no
intuito de avistar o embrido, caso ndo o encontrasse 0 processo era repetido
até 3 vezes. Apoés era desinflado o balonete e retirada a sonda do Utero,
encaminhando o filtro para o laboratorio. Depois da realizacdo da coleta do
embrido, era aplicado 0,15 mg de PGF2q (Veteglan® ou Sincrocio®) para
induzir e sincronizar o cio da doadora novamente, para outra inseminacao e
posteriormente coleta de outro embrido. Caso ndo houvesse recuperacao
embrionéria a prostaglandina agia garantindo que nao tivesse riscos de
ocorrer uma gestacao.

Durante o ECSMV foram coletadas 80 éguas, sendo que 50 embribes
foram recuperados, obtendo uma porcentagem de 62,5% de sucesso na taxa
de recuperagdo embrionaria.

No laboratério o contetdo do filtro era depositado em uma placa de petri,
devidamente riscada para ajudar no rastreamento do embrido e entdo, feito
uma andlise em lupa para a visualizacdo e avaliagdo do embrido que depois
de sua classificacao, era isolado e lavado. Na rotina costumavamos lavar com
10 a 15 gotas em meio especifico holding Botuembrio®, aspirando e
expirando o embrido trés vezes em cada gota, para eliminar as impurezas
presentes na zona pellucida antes de colocar na palheta para inovulacéo,
estas gotas eram feitas em placa de petri, com o meio de manipulacdo do
embrido previamente aquecido (32 a 37° C). Desde entdo, o0 mesmo era
envasado em palheta estéril e colocado em um inovulador de embrido, entdo

preparado para a inovulagéo na receptora.
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FIGURA 12 - Massagem do Gtero, com recuperagdo do liquido. Utilizando filtro para coleta de
embrido.

2.2.8. Manejo da receptora e inovulacao

Durante o ECSMV foram utilizadas receptoras da raca Quarto de milha
e Bretéo, apresentando ciclos estrais regulares. Devido a grande quantidade
de éguas, era disponibilizada uma ficha reprodutiva para cada animal, onde se
analisava o0 seu histérico, previamente ao controle folicular. Com isso as
receptoras eram acompanhadas até atingirem foliculos em média de 35mm.
Sendo utilizadas receptoras no D-1 ou D3 pds-ovulacdo da doadora. A
inducdo da ovulagdo, era realizada com aplicacdo de Deslorrelina
(Sincrorrelin®) na dose de 0,75 mg.

Durante a transicdo de outono (final de margo a maio) apresentando
ciclos irregulares, trés receptoras foram hormonizadas artificialmente com
protocolo de estrogeno e dispositivo intravaginal de progesterona,
maximizando o aproveitamento das éguas. Dois dias consecutivos antes da

ovulagéo da doadora (dia 0), era aplicado nas receptoras 2,5 ml de Benzoato
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de estradiol, e no terceiro dia, com auxilio do ultrassom avaliado o edema
uterino e entdo, colocado o implante de P4 intravaginal que permanecia por
dez dias, a administracdo consistia em cobrir o implante com Terra-cortril
spray para diminuir a chance de reacao, fazendo assim a colocacédo no fundo
da vagina.

Uma vez sincronizadas, as éguas eram novamente avaliadas antes da
inovulacdo observando tdnus uterino, edema e conformacdo do corpo Iuteo,
classificando em grau I, 1l ou lll, sendo que grau | a égua tinha alcancado
condigdes 6timas e grau lll representava condigfes improprias.

A inovulacdo ocorria ap6s o embrido ser envasado em uma palheta,
geralmente de 0,25 cm ou embrido maior em palheta de 0,5 cm, e acoplada
ao inovulador de embrido. Entdo ap0s a selecdo da receptora como descrito
anteriormente, a mesma era contida ao tronco, e feita a retirada das fezes da
ampola retal. A seguir era enfaixada a cauda e realizada a higienizagdo do
perineo com agua e detergente. Com a mao enluvada o veterinario segurava
o0 inovulador devidamente coberto por uma camisa sanitaria, evitando
contaminacdes da vagina para dentro do Utero, e introduzia a mao pelo canal
vaginal fazendo com que o inovulador ultrapassasse a cérvix. Nesse momento
a camisa sanitaria era rompida e o inovulador introduzido até o fundo do corpo
uterino, completando o ato de inovulacdo do embrido (Figura 13). Com base

nisso, 05 dias depois era realizado o diagndstico da gestacéo.

FIGURA 13 - Processo de procura, lavagem em meio especifico e inovulagado do embrido.
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2.2.9 Vulvoplastia

A vulvoplastia foi muito utilizada durante o estagio, pois algumas éguas
mais velhas apresentavam problemas reprodutivos como pneumovagina e
urovagina e outras, que devido a problemas no parto, tiveram laceracéo
vaginal. Estas alteracbes comprometem a reproducéo e deve ser solucionado
0 mais rapido possivel para diminuir as perdas embrionarias e os custos de
producao (Figura 14).

A técnica utilizada foi a de Caslick onde se realizou a retirada das fezes,
uso de protetor de cauda nas éguas, higienizacéo, lavagem e antissepsia do
perineo. O protocolo anestésico local era com o infitracdo de 10ml de
lidocaina 2%, aplicados sobre os labios vulvares. O uso de acepromazina era
discutido na hora do procedimento, levando em conta o temperamento do
animal. A técnica cirdrgica iniciou com a ressecc¢ao bilateral da borda superior
dos labios vulvares criando uma ferida cirdrgica. Apés foi efetuada uma sutura
com pontos isolados simples com fio Catgut 2-0 para a juncéo de pele (Figura
15), reduzindo a abertura vulvar e assim evitando a entrada de ar e impurezas

para o interior do Utero do animal.

FIGURA 14 - Analise de conformacdo da vagina antes do procedimento cirargico.
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3. DISCUSSAO

3.1 Controle folicular

Na espécie equina, as fémeas sdo consideradas poliéstrica sazonais. A
regularidade do ciclo ocasiona um padrdo de eventos fisiologicos e
comportamentais. O hipotalamo, produz o horménio glicoproteico GnRH, que é
liberado no sistema porta hipotalamico-hipofisario que estimula a sintese e
liberacdo de gonadotrofinas como o horménio foliculo estimulante (FSH) e

horménio luteinizante (LH). Estes hormbnios sdo responsaveis pela dinamica
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folicular ovariana, produgcdo de estrogeno, ovulagdo e luteinizacdo do corpo
lateo (HAFEZ & HAFEZ, 2004; SOUZA, 2007).

Ley, (2006) relata que o ciclo estral dura, em média 22 dias dividindo-se
em estro com duracdo normalmente de sete a nove dias e diestro de
aproximadamente 15 dias. A fase folicular ou estro caracteriza-se pela
aceitacdo do macho, crescimento folicular com producéo de estrégeno, edema
endometrial e auséncia de um corpo luteo funcional. No estagio sinais
fisiologicos como estes foram observados nas éguas, bem como a eversao do
clitoris, da vulva e miccao frequente.

Morel, (2003) cita que caracteristicas ultrassonograficas como foliculo
pré-ovulatério sdo evidenciados nessa fase, obtendo um crescimento médio de
3 a 5 mm/dia, alcancando diametro acima de 35mm. Nesse momento a uma
grande quantidade de estrégeno circulante que propicia que ocorra a formacao
de edema endometrial. Este edema atinge o grau considerado maximo(Grau Il1)
devido a secrecdo circulante de estrogeno, sendo um parametro para o
momento da inducéo da ovulagéo, que € seguida pela formacao do corpo luteo.
Essas caracteristicas fisiologicas foram confirmadas durante o
acompanhamento diario das éguas no ECSMV.

A ovulagdo pode ser induzida em éguas com foliculos maduros pré-
ovulatério (> 33 mm de diametro) através da administracdo de gonadotrofina
coribnica humana (hCG) 1500 Ul ou por administracdo de deslorrelina, 1-2 mg,
IM. A ovulacao é vista em 85% de éguas dentro de 36- 48 horas (ROMANO,
1998). Durante o estdgio era debatido o uso de deslorrelina isolada, sem
associacdo de hCG devido a resisténcia que as éguas adquirem ao longo das
aplicacoes. Dessa forma Romano (1998) explica que uso repetido de hCG
durante um longo periodo esta associado com a formacdo de anticorpos e
podem diminuir a resposta ao tratamento. Este fato ndo é observado om a
aplicacao de deslorrelina.

A fase luteal ou diestro compreende a maior fase e inicia 24 a 48 horas
apos a ovulacao. Caracteriza-se pela ndo aceitacdo do macho, presenca de no
minimo um corpo luteo funcional decorrente da ovulacdo e pela prevaléncia da
progesterona (SAMPER, 1997).

A palpacao retal e a ultrassonografia sdo os métodos mais praticos e

eficazes para o acompanhamento do controle folicular. A observagédo das
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modificacdes de ecotextura uterina associado ao crescimento folicular
fornecem informacgdes importantes para detectar o inicio do estro e também da
ovulacdo (Ginther, 1995). Durante o periodo de estagio, as éguas eram
examinadas com o auxilio do ultrassom onde se observava as mudancas no
formato do foliculo e também as alteragcbes no edema uterino. Estes aspectos
eram levados em conta para se estabelecer o momento ideal da IA.

O ECSMV ocorreu nos meses de janeiro a abril compreendo as
estacbes verdo e outono. Este fato é importante pois ocorre significativa
diminuicdo do fotoperiodo. No periodo de transicdo de outono, ha diminuicédo
dos niveis de GnRH e LH que levam as éguas a demostrar ciclos irregulares
com presenca de foliculos grande e pequenos. Este aspecto leva ao anestro
estacional Ginther et al, (2004). A presenca de foliculos hemorragicos nao
ovulatorios podem ser observados nos ovarios destas éguas em transicdo. As
éguas da Embrio Equi no periodo de transicdo de outono geralmente
apresentavam ciclos irregulares e eventualmente apresentavam foliculos
hemorragicos anovulatérios. Esta condicdo ndo é patoldgica, sendo que na
préxima primavera (inicio da estacdo de monta) a fémea voltara a ciclar
normalmente (McKINNON et al, 2011; PACCAMONTI, 2012).

3.2 Transferéncia de embrido

O Brasil tornou-se um dos lideres em transferéncia de embrido no
mundo, no ano de 2008 a 2009 totalizando aproximadamente 10.000
transferéncias de embrido durante a estacdo de monta (PESSOA et al, 2009).
Este fato coloca a técnica como uma das mais utilizadas para melhoramento
genético em equinos. (BRINSKO et al, 2011). Durante o estagio, na central
embrio equi alojaram-se doadoras de diferentes idades, como éguas mais
velhas, acima de 20 anos e, éguas de competicao atlética. Mccue et al, (2015)
citam que a técnica de transferéncia é aceita como uma ferramenta valiosa na

pratica equina, pois possibilitou com que éguas chamadas doadoras idosas,



36

jovens, de alto valor econdmico, ou que tenham problemas reprodutivos

adquiridos pudessem se reproduzir.

3.2.1 Manejo e selecédo das éguas Doadoras e receptoras de embriéo.

As éguas doadoras devem ser monitoradas de acordo com as boas
técnicas de manejo reprodutivo (LEY, 2006). Devendo monitorar diariamente a
atividade folicular e ovulacdo por palpacdo transretal e ultrassonografia,
permitindo o momento ideal para inseminagdo com sémen fresco, refrigerado
ou congelado (Vanderwall & Woods, 2007). O grande entrave da TE esta na
selecdo das receptoras, que devem ser examinadas diariamente para controle
do crescimento folicular e ovulacdo. Para cada embrido a ser transferido, o
ideal é sincronizar trés receptoras para cada doadora, realizando uma
avaliagdo antes da transferéncia do embrido. A sincronia entre doadora e
receptora afeta as taxas de prenhes. Durante o ECSMV eram utilizadas
receptoras entre D-1 e D3 pés-ovulacao da doadora (DO).

As receptoras que iriam participar do programa de TE eram examinadas
para identificar possiveis alteracbes reprodutivas. Elas deviam estar em
perfeitas condi¢des, responsivas aos estimulos da progesterona, apresentando
corpo lateo, tbnus uterino e cervical elevado e auséncia de edema uterino
(FLEURY et al, 2007; VANDERWALL & WOODS 2007).

No final da estacdo de monta, na transicdo de outono, trés receptoras
aciclicas foram sincronizadas com implante intravaginal de progesterona
(Sincrogest®), durante o ECSMV. O protocolo comecava 1 dia apds a ovulagéo
da doadora, com aplicacéo de 2,5 mg de estradiol nos dois primeiros dias. No
terceiro dia avaliava-se a presenca de edema, e entdo apds introduzia o
implante de P4. Assim a receptora poderia ser usada 3 a 4 dias apos a
colocagéo do dispositivo. No dia da TE era trocado o implante por um novo
permanecendo até o diagnostico de gestacdo. Das éguas sincronizadas
somente uma foi utilizada na transferéncia de embrido, resultado em prenhes.

Samper et al, (2007) citam que através do uso do dispositivo de
progesterona, o foliculo dominante presente no momento da insercao regride,

mas em resposta a queda do nivel de progesterona, um novo foliculo
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desenvolve apos 10 dias de tratamento atingindo 35mm. Além disso, suspeita-
se que na fase transicional, a progesterona seja foliculogénica, ou seja, ajuda
no processo de crescimento e maturacgao folicular.

Handler et al, (2006) relatam que no periodo de anestro sazonal a
aplicacdo de dispositivos intravaginais falharam em restabelecer a atividade
ovariana e a ovulacdo. No ECSMYV a utilizacdo de P4 exdgena injetavel nao era
frequente, pois as concentracdes de P4 enddgena permanecem elevadas por
longo periodo, o que resulta na supressao da atividade folicular. Este fato
prejudica o andamento das TE's pois, as receptoras demoram a voltar a ciclar
(+- 40 dias).

3.2.2 Coleta de embriao

O embrido entra no corno uterino no quinto dia pés-fecundacgéo, quando
se encontram no estagio de morula compacta para blastocisto inicial. O
tamanho do embrido aumenta consideravelmente apd6s a entrada no lumen
uterino, onde se desenvolve até o estagio de blastocisto expandido. Embora os
embrides possam ser recuperados no periodo de 6 a 9 dias pds-fecundacéo, o
momento ideal de coleta é ao redor de 7° ou 8° dias, pois embrides menores
(D6) sdo geralmente recuperados para criopreservacao e pelo fato do embrido
nao entrar no oviduto até o dia 5 ou 6 apds a ovulacdo(LEY, 2006).

Squires & Seidel (1995) explicam que embrides ndo séo rotineiramente
colhidos no dia 9, porque o sucesso destes nas taxas de transferéncia é,
geralmente, inferior ao alcancado quando da recuperacéo entre os dias 7 ou 8.
No periodo do ECSMV, a recuperacdo embrionaria em éguas velhas era
realizada no dia 9, devido a problemas na maturacéo do odcito.

Com base nisso, Squires, Mccue e Vanderwall (1999) explicam que o
desenvolvimento embrionario e seu transporte no oviduto de uma égua idosa,
pode ser atrasado. Desta forma, é mais favoravel para éguas de maior idade a
recuperagdo embrionaria nos dias 8 e 9 pés-ovulagéo.

Os procedimentos de coleta de embrides tém permanecido quase

inalterados durante as Ultimas décadas, sendo esta realizada através de um
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procedimento transcervical ndo cirdrgico (Squires et al, 2003). Um cateter de
silicone com cerca de 80 cm de comprimento, com diametro de 8mm e um
baldo proximo da extremidade, € introduzido na vagina, passando a cérvix e
adentrando aproximadamente 5cm no corpo do Utero. Apos o baldo ser
insuflado a solucdo lavagem (ringer lactato) era infundida, a recuperagéo da
solucao pode ser auxiliada por massagem do utero pelo reto. O processo de
lavagem era repetido de acordo com a recuperacdo embrionaria no filtro
coletor. Ao término era esvaziado o balonete da sonda e retirada a sonda do
tero, finalizando o processo (Fleury & Alvarenga, 1999; Fleury et al, 2001; Ley,
2006; McKinnon & Squires, 2007; Lira et al, 2009). Processos como este foram
acompanhados durante a realizacdo do estagio, em reproducdo assistida, bem
como a utilizacdo de infusédo de ringer lactato aquecido para a lavagem uterina.

Durante o periodo de ECSMV foram visualizados embrides no proprio
meio de lavagem do filtro, logo apds o procedimento, descartando a realizacdo
de uma proxima lavagem. De acordo, com Ley (2006) embribes no 8° dia sao
frequentemente visualizados a olho nu, jA& embribes mais jovens sao
examinados usando microscopio estereoscopico.

No periodo de ECSMV a aplicacdo de PGF2a ao final do procedimento
era de suma importancia, pois em casos da ndo recuperacdo embrionaria, 0
farmaco agia garantindo a lise do CL e uma possivel gestacdo indesejada.
Mckinnon et al, (1988) relata ter diagnosticado prenhez positiva em 9 de 27
éguas, apos a falha na tentativa de recuperacdo de embrides 6,5 dias apos a
ovulacdo. Recomendando a administracdo de prostaglandinas apés a
conclusdo do procedimento de recuperacdo embriondria, para provocar a
regressdo do corpo luteo, permitindo retorno ao cio e garantindo que ela nédo

mantenha a prenhez caso o embrido nédo tenha sido recuperado.
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3.2.3 Manipulacao e inovulagcao nareceptora

No laboratério, transferem-se os 20 a 30 ml de meio de lavagem que
ficaram residuais no filtro para placas de Petri estéreis. O filtro deve ser lavado
para garantir que o embrido nao fique aderido nas paredes, tampa ou fundo do
mesmo (Mckinnon, 1988; Riera, 2009). Quando o embrido era identificado, ele
era “lavado” passando por no minimo seis gotas de DPBS com soro a 10%.

A manipulacdo do embrido era feita com movimentos de aspiracao e
expiracdo, trocando a palheta a cada trés gotas, podendo ser realizado com
palheta de sémen de 0,25 ou 0,5 ml fixada a uma seringa apropriada. Em
seguida, o embrido era colocado em uma pequena placa de petri (35 por 10
mm) contendo o mesmo meio de manipulacdo (Fleury, 2001). Durante a
realizacdo do estagio a lavagem do embrido era feita em 10 ou 15 gotas de
meio especifico, ou até ndo se observar mais sujidades aderidas a zona
peldcida.

Apés a lavagem do embrido este deve ser envasado, utilizando uma
seringa de insulina acoplada a uma ponteira. O embrido era aspirado para
dentro da palheta e envasado com a sequéncia de meio de manutencéo / bolha
de ar /meio de manutengcdo + embrido / bolha de ar / meio de manutencéo.
Evitava-se que a coluna que continha o embrido ocupasse mais que 60-70% do
didmetro interno da palheta (MCKINNON, 2011). A mesma dinamica foi
realizada durante o estadgio. O maior cuidado era para que o embrido ndo
ficasse aderido a palheta.

Com a palheta pronta, esta era montada no aplicador, transferindo-o
para a respectiva receptora. Independente do sistema a ser utilizado, o
aplicador era sempre revestido por uma camisa sanitaria de plastico estéril.
Este procedimento evitava que contaminacfes da vagina sejam carreadas
através da cérvix e o corpo do utero.

Tem sido relatado que os embrides podem permanecer retidos na ponta
da bainha ap06s a inovulagédo. Por esta razdo, a ponta do aplicador deve ser
sempre verificada apos a transferéncia, e lavada sua extremidade sobre uma
placa de petri com o meio de manipulacdo (MCKINNON, 2011). Durante o

ECSMV utilizava-se meio Holding Botuembrio®, para realizacao da lavagem do
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embrido e para lavagem da ponta do inovulador apés a transferéncia para a
receptora. Com esta pratica durante todo o estagio foi recuperado um embrido
gue ficou retido na ponta do inovulador.

Os procedimentos de TE realizados na Embrio Equi durante o estagio
(n=80 coletas) resultaram em 50 embrides recuperados, levando a uma taxa de
recuperacéo de 62,5%. Estes resultados corroboram os achados de Squires et
al, (2007) onde a taxa de recuperacdo embrionaria citada como ideal fica em
torno de 50%.

3.3 Endometrite persistente pds-cobertura (EPPC)

O utero da égua é mantido livre de contaminantes através de fatores
fisicos (cérvix e vulva), humorais e mecanicos. No entanto no momento em que
0 sémen é depositado no liamen uterino essas barreiras fisicas sao
ultrapassadas, sendo os espermatozoides ou proteinas do plasma seminal os
responsaveis pela inducdo de um processo inflamatério transitério no atero
(LEBLANC et al., 1998).

Evans et al, (1987) relatam que um importante mecanismo para a
eliminacao rapida dos componentes inflamatoérios é a contratilidade miometrial,
onde em resposta a uma agressao, leva a um aumento rapido na intensidade
de contracdes, sendo muito importante para a limpeza fisica da luz uterina. O
desempenho desse mecanismo estimula a dilatagdo cervical favorecendo a
evacuacao do conteudo uterino. ApGs a ovulacédo e o fechamento da cérvix o
sistema linfatico torna-se o responsavel pela manutencéo da saude uterina.

O desempenho desse mecanismo estimula a dilatacdo cervical
favorecendo a evacuacdo do conteudo uterino. Apdés a ovulacdo e o
fechamento da cérvix o sistema linfatico torna-se o responsavel pela

manutencao da saude uterina.
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Eguas susceptiveis a endometrite persistente pés-cobertura geralmente
apresentam falhas nos mecanismos de defesa, como deficiéncia nas
contracOes miometriais, o que resulta em um clearance uterino insuficiente,
levando a uma inflamacao patolégica (TROEDSSON et al, 2001).

Na rotina do ECSMV foram acompanhados diversos casos de EPPC,
onde éguas idosas que apresentavam imagem ultrassonografica sem
alteracbes pos-cobertura ou IA, desenvolviam a patologia horas apos ter
contato com o sémen. A incidéncia era maior em éguas idosas que eram
inseminadas com sémen congelado. Segundo LeBlanc (2008) identificar
éguas susceptiveis a endometrite pos-cobertura pode ser dificil, pois
geralmente, estas éguas ndo mostram sinais de inflamacdo antes do
acasalamento. Watson et al, (2001) citam que o sémen congelado provoca
resposta inflamatoria mais acentuada, por possuir um volume pequeno de
sémen mais concentrado, gerando maior contato dos espermatozoides com o
endométrio, levando a irritacdo do Utero. Fiala et al, (2007) observaram que a
quantidade de neutréfilos no lumen uterino em éguas inseminadas com 1
bilhdo foi maior do que naquelas inseminadas com menor numero de
espermatozoides 4 horas apos a inseminacao.

LeBlanc (2008) cita que éguas com aderéncias ou fibrose cervical
prejudicam a limpeza uterina podendo desenvolver infec¢des bacterianas ou
fungicas.

Pycock et al, (1999) descreveram que éguas que possuem falhas na
limpeza uterina, geram um ambiente que ndo é compativel com o embrido,
resultando em um dos principais obstaculos ao estabelecimento da prenhez.
Sendo assim, a necessidade de terapia adicional deve ser determinada por um
exame ultrassonografico do trato reprodutivo, conduzido 12 - 24 h apos o

acasalamento.
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Nos casos de endometrite persistente pds-cobertura durante o ECSMV,
0 uso de lavagem uterina com ringer lactato associado a PVPI ou &gua
oxigenada, era preconizado. A escolha da melhor associacdo medicamentosa
levava em consideracdo o histérico reprodutivo da égua. Também o0 uso de
ocitocina era de suma importancia, ajudando nas contracdes uterinas. Knutti et
al, (2000) relata que lavagens uterinas realizadas entre 6 e 12 horas apos a
cobertura resultaram em melhores taxas de prenhez em éguas com historico
de endometrite persistente pds-cobertura em varios ciclos consecutivos.

Segundo Troedsson (1997) a ocitocina pode ser administrada 4 horas
apols inseminacao artificial ou monta natural, na dose de 10-20 Ul por via
intravenosa ou intramuscular, podendo ser feita de forma isolada ou apds a
lavagem uterina, garantindo a completa eliminacdo do liquido. Durante o
ECSMV o mesmo protocolo foi realizado, porém 6 horas apds o ato da
inseminacao.

Outras drogas como o cloprosterol associado a ocitocina para auxiliar na
drenagem linfatica e drenagem do liquido intrauterino também podem ser
utilizadas (LEBLANC, 2004). A aplicacdo de cloprostenol é indicada somente
no periodo pré-ovulatério, pois sua utilizacdo apos a ovulacdo induz regressao
luteal precoce e produz contracdes uterinas de alta amplitude. Dessa forma a
ocitocina é considerada o medicamento ideal, pois promove a limpeza uterina e
fornece estimulos curtos para a contracdo do musculo liso (BRITO & BARTH,
2003; LEBLANC, 2004).

Segundo Leblanc (2008) o exercicio é um fator consideravel na
drenagem uterina, pois a pressao intra-abdominal aumentada associado com o
movimento também ajuda a evacuar o contetudo uterino. Sendo assim durante
o ECSMV a realizacdo de lavagens uterinas foi na sua maioria em éguas
susceptiveis que ja tinham historico de falhas reprodutivas, perdas gestacionais
ou idade avancada. Estas éguas eram consideradas “éguas problema” e

apresentavam baixas taxas de prenhes.
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4 CONCLUSAO

Para se obter o éxito na reproducdo animal, independente da espécie é
de fundamental importancia atender o0s requisitos basicos de manejo
nutricional, sanidade e possuir disciplina para a manipulacdo das biotécnicas
disponiveis para reproducdo no Brasil. O estdgio cumpriu com seu objetivo
inicial pois aprimorou 0os conhecimentos sobre controle folicular em equinos e
também oportunizou a observacédo da casuistica patolégica que mais acomete
éguas idosas. Este foi o caso da endometrite persistente pds-cobertura. Além
disso, oportunizou o emprego de transferéncia de embrides, que é uma
valorosa ferramenta para melhoramento genético dentro das propriedades.

A realizacdo do estagio superou as expectativas em relacdo a
diversidade de procedimentos e oportunidades que a area oferece, levando em
conta todo aprendizado adquirido durante os anos de graduacgéo, confirmando
a importancia do conhecimento tedrico na execuc¢ao pratica.

E de extrema relevancia lembrar que para todo este processo ser
desenvolvido perfeitamente, deve haver harmonia e respeito entre o0s
responsaveis técnicos e profissionais envolvidos no trabalho como um todo.
Exemplo este que presenciei durante o estdgio na Embrio Equi, junto com
grandes mestres no ramo desta ilustre profissao.

Ao final o estagio, além de sair com uma experiéncia grande de novos
conhecimentos e um amadurecimento profissional, foi adquirido novas

concepc¢des como futura Médica Veterinaria.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina
Veterinéria realizado no Centro Avancado de Reproducdo Embrio Equi.

EMBRIO - EQUI

Ha R

(“‘ rvty
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Dr. Carlos Guilherme de Castro Schutzer
Médico Veterindrio CRMV/SP-10462

CERTIFICADO

Certifico que, Samantha Montano Pacheco aluna de medicina
veterinaria, concluiu estagio curricular na Embrio-Equi na éarea de
reprodugdo equina no periodo de 13/01/2016 a 16/04/2016,
perfazendo um total de 544 horas, sob minha supervisdo.

Por ser expressdo da verdade, firmo o presente.

Sdo Simio, 16 de Abril de 2016.

W."t‘.m.ﬂu.wm (. Schatrer
> Mydico Vatarinario
CRAMY/SF 19,45~

Dr. Carlos Guilherme de C. Schutzer
CRMV/SP-10462
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