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ESTAGIO' CURRICULAR  SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE REPRODUCAO ANIMAL

O presente relatorio visa descrever as atividades acompanhadas e realizadas durante o Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria, realizado de 23 de fevereiro a 5 de junho
de 2015, no Departamento de Reproducdo Animal (VRA) da Universidade de S&o Paulo —
Campus de Pirassununga, sob orientacdo da Prof® Dr? Daniela dos Santos Brum e supervisao
do Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda. O periodo envolveu atividades relacionadas a
reproducdo animal, com enfoque na estacdo de monta dos equinos e avaliacdo de machos
bovinos. Foram realizados procedimentos com equinos como controle ovariano, exame
ginecoldgico, processamento e andlise de sémen, inseminacéo artificial, lavagem e infuséo
uterina, diagnodstico de gestacdo por palpacdo e ultrassonografia transretal, diagndstico e
tratamento de patologias reprodutivas e, adicionalmente, exames androlégicos de touros,
totalizando 560 horas. A realizacdo deste estagio possibilitou a consolidacdo das
competéncias e habilidades adquiridas na graduacdo e em estagios extracurriculares
realizados durante o periodo do curso, acrescentando para o crescimento profissional, pessoal

e desenvolvimento das relagdes interpessoais.
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1 - INTRODUCAO

O efetivo de equideos no Brasil no ano de 2011 foi estimado, segundo o IBGE, em
5.508.546 equinos, 974.532 asininos e 1.269.198 muares. O efetivo bovino, por sua vez, em
212.797.824 animais. A producao de cavalos movimenta bilhdes de reais e envolve diversos
segmentos, assim como a bovinocultura, a qual é responsavel atualmente por colocar o pais
em uma posicdo de destaque nas exportaces de carne. Ligada & produgdo destas espécies e
seu melhoramento genético encontra-se a reproducdo animal, &rea que cresce
exponencialmente e mostra sua importancia nas criacdes. Neste contexto, esta foi a area
escolhida para a realizacdo do estagio curricular, envolvendo também as biotecnologias
associadas.

Pela exceléncia nas atividades e servigos, o local de escolha para a realizagdo foi o
Laboratorio de Biotecnologia do Sémen e Andrologia (LBSA), da Universidade de Sdo Paulo
(USP), Campus de Pirassununga. A USP possui dentro da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ) diversos departamentos, dentre eles o Departamento de Reprodugéo
Animal (VRA) que foi criado no ano de 1988. Este departamento, hoje, é administrado por
trés Professores Titulares, quatro Professores Associados e sete Professores Doutores. Estes,
por sua vez, estdo distribuidos e alocados em S&o Paulo e em Pirassununga. Existe ainda o
Centro de Biotecnologia da Reproducédo Animal (CBRA), que foi criado dois anos mais tarde,
no campus de Pirassununga. O CBRA compde uma area de 210.000m? e possui laboratdrios
de biotecnologia do sémen e andrologia, de fisiologia e endocrinologia molecular, de
endocrinologia e farmacologia da reproducdo e de biotecnologia de ovinos e caprinos. O
LBSA € coordenado pelo Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda e conta com diversos
equipamentos para coleta, avaliacdo e processamento de sémen de diversas espécies e também
presta assessoria externa as criagcdes de bovinos e equinos de outros setores do Campus, de
propriedades publicas e privadas da regido, com a execucdo de outras biotecnologias como
inseminacdo artificial, transferéncia e criopreservacdo de embrides.

A cidade de Pirassununga, onde estd alocado o LBSA, estd localizada na regido
centro-leste, no interior do estado de S&o Paulo e fica a 206 km da capital. Possui 70.138
habitantes (IBGE, 2010) e sua economia é baseada no setor sucroalcooleiro, com usinas de

acucar e alcool, industrias de aguardente, além da producéo de laranjas.



As atividades descritas e discutidas neste relatorio fazem parte do Estagio Curricular
Supervisionado em Medicina Veterinaria, que foi realizado durante 23 de fevereiro a 5 de
junho de 2015, totalizando 560 (quinhentas e sessenta) horas, sob supervisdo do Prof. Dr.
Rubens Paes de Arruda e orientacdo da Prof®. Dra. Daniela dos Santos Brum, na area de
Reproducdo Animal.

Durante o periodo do estagio puderam ser realizadas atividades relacionadas a
reproducdo animal, com enfoque na estacdo de monta dos equinos e avaliacdo de machos
bovinos. Foram desenvolvidos procedimentos com equinos como controle folicular, exame
ginecoldgico, processamento e andlise de sémen, inseminacéo artificial, lavagem e infusdo
uterina, diagnostico de gestacdo por palpacdo e ultrassonografia transretal, diagndstico e

tratamento de patologias reprodutivas e, adicionalmente, exames andrologicos de touros.
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2 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades descritas neste trabalho (Tabela 1) fazem parte do Estagio Curricular
Supervisionado em Medicina Veterinaria, o qual teve inicio em 23 de fevereiro de 2015 e
término em 5 de junho de 2015, totalizando 560 (quinhentas e sessenta) horas na area de
Reproducdo Animal. Foi supervisionado pelo Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda, sob

orientacdo da Prof?. Dr2, Daniela dos Santos Brum.

TABELA 1 - Atividades acompanhadas/realizadas no LBSA durante o Estadgio Curricular

Supervisionado em Medicina Veterindria, de 23 de fevereiro a 5 de junho de 2015.

Atividades N° de atividades  N° de atividades Total Distribuicdo
realizadas acompanhadas (%)
Palpacdo transretal 52 96 148 43,6
Exame ginecoldgico completo 1 1 2 0,6
Ultrassonografia transretal 20 88 108 31,8
Lavagem uterina 0 4 4 1,2
Infuséo uterina 1 2 3 0,9
Exame androlégico 39 5* 44 13,0
Coleta de sémen para IA 2 8 10 2,9
Anédlise de sémen para IA 8 2 10 2,9
Inseminacdo artificial 2 8 10 2,9
Total 125 214 339 100%

*1 (um) exame androl6gico de garanhdo

2.1 Estacéo de monta dos equinos
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As fémeas (Figura 1) que compunham o plantel eram de responsabilidade da
Prefeitura do Campus de Pirassununga, totalizando 27 animais e as atividades ligadas a
reproducdo foram realizadas sob coordenacdo do Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda. Trés
fémeas pertencentes a UNESP — Botucatu e quatro pertencentes a alguns funcionarios da USP
foram inclusas nos procedimentos para que as mesmas concebessem.

O principio da estacdo de monta foi no més de outubro, quando os animais iniciaram a
paricdo das crias. Cinco dias ap0s o parto, as fémeas foram examinadas para detecgdo e
controle do cio do potro e, além disso, examinaram-se 0s indicios de involucéo uterina ou
possivel afeccdo através de palpacdo transretal, ultrassonografia e vaginoscopia. As fémeas
que foram utilizadas na estacdo de monta acompanhada (2014/2015) pertenciam a diferentes
racas, havendo éguas Brasileiro de Hipismo, 1/2 sangue Apaloosa, 1/2 sangue Bretdo, 1/2
sangue Lusitano, com idades variando entre 3 e 18 anos. Os potros, mulas e burros foram
desmamados com cerca de seis meses de forma gradual e alguns destes animais foram
leiloados em evento promovido pela USP anualmente.

O manejo sanitario relatado por funcionarios incluiu vacinacdo contra Tétano,
Influenza, Raiva e Leptospirose, além de vermifugacéo trimestral. A dieta fornecida consistia
de sal mineral ad libitum, 2 kg de concentrado ofertados pela manh& e consumo de volumoso
ao decorrer do dia, sendo capim “Coast-cross”, Urochloa spp. e Tifton spp. as principais

pastagens dos piquetes.

FIGURA 1 - Local de fornecimento de ragdo para as éguas. Fonte: Arquivo pessoal
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Cinco garanhdes e um jumento (Figura 2) foram disponibilizados para a coleta de
sémen, sendo dois da raca Puro Sangue Arabe, um Mangalarga Marchador, um Brasileiro de
Hipismo, um Puro Sangue Inglés e um jumento da raca Péga. O exame andrologico foi
realizado na pre-estacdo de monta a fim de verificar as condi¢des reprodutivas dos machos e
detectar possiveis alteragdes que viessem a afetar o sucesso final. No entanto, a realizago

deste ndo foi acompanhada.

e
T e
s Lo

[

FIGURA 2 - Baias dos garanhdes e jumento. Fonte: Arquivo pessoal

Uma carta de monta, formulada pelo professor de Equideocultura, continha quais
éguas deveriam ser inseminadas com sémen de cada garanhdo ou jumento, de acordo com a
finalidade das crias.

As atividades descritas a seguir, ligadas a estacdo de monta, foram acompanhadas do

final do més de fevereiro até, aproximadamente, metade do més de abril.

2.1.1 Exame ginecoldgico

Todas as éguas externas ao Campus (de funcionarios da USP) que chegaram ao VRA
foram submetidas a um exame ginecol6gico para conhecimento do status reprodutivo e, a
partir disto, determinacdo dos procedimentos a serem feitos. As éguas foram avaliadas quanto

ao escore corporal e, entdo, contidas em tronco. Através da palpacdo e ultrassonografia
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transretal examinou-se a condicao dos ovarios, Utero e cérvix. Apos, o perineo foi higienizado
para realizacdo da vaginoscopia. Um espéculo (modelo Polanski, Figura 3) foi utilizado para
avaliacdo da abertura e secrecBes no éstio cervical, coloracdo da parede vaginal, procurando,

ainda, por leses ou anormalidades.

FIGURA 3 - Exame ginecoldgico. Fonte: Arquivo pessoal

2.1.2 Controle reprodutivo

Cinco dias apd6s os partos, as éguas foram acompanhadas para verificacdo das
condicBes reprodutivas e também para constatacdo do cio do potro. Realizaram-se
mensuracgdes (Figura 4) de estruturas ovarianas (tamanho de foliculos e flutuacéo variando de
1-sem flutuacdo até 4-méaximo), tdnus uterino (1-maximo de tdénus a 4-minimo) e
morfoecogenicidade uterina através de ultrassonografia com aparelho da marca SIUI® (1-sem
dobras endometriais a 4-muitas dobras endometriais) e abertura cervical (1-fechada a 4-

maximo de abertura).



14

FIGURA 4 - Realizacéo de controle reprodutivo ultrassonografico. Fonte: Arquivo pessoal

2.1.3 Inducéo da ovulacéo

O crescimento dos foliculos ovarianos foi acompanhado até que o maior atingisse
cerca de 35mm de didmetro. Além disso, caso 0 edema uterino (avaliado no aparelho de
ultrassom pela morfoecogenicidade) fosse classificado como 3 ou 4, palpacdo do ténus
uterino fosse 3 ou 4, abertura cervical de 2 ou mais e houvesse flutuacdo folicular, procedia-
se, entdo, a aplicacdo de indutor da ovulagdo. Na estacdo em questdo, utilizaram-se 250ug IM
de acetato de deslorelina (Sincrorrelin®), um analogo sintético do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) ou 2.500U1 IV de hCG (Vetecor®-gonadotrofina coribnica humana),
que age na liberacdo de hormonio luteinizante (LH). As inducdes foram realizadas pela

manha e a inseminacdo artificial a tarde, visto que apenas sémen fresco foi utilizado.

2.1.4 Coleta de sémen

As coletas de sémen foram realizadas com o auxilio de vagina artificial modelo
Botucatu e, dependendo do animal, foi utilizado manequim ou égua estrogenizada contida por
peias, e, ainda, urina de égua em estro para estimulo sexual. Ap6s a exposi¢do do pénis,

higienizacdo com agua morna a 37°C com o auxilio de algoddo foi realizada (Figura 5).
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Procedeu-se a montagem da vagina artificial com mucosa pléstica, colocacdo do copo
coletor aquecido, lubrificacdo do orificio de entrada e introducdo de 4gua a 50°C pela véalvula,
para que no momento da coleta a temperatura interior fosse de aproximadamente 45°C. A
pessoa responsavel pela contencdo do macho conduziu, entdo, até o manequim ou égua-
manequim apds a exposic¢do peniana. O responsavel pela coleta propriamente dita posicionou-
se ao lado direito do animal. Apds a monta deste no manequim, o pénis foi desviado para o
interior da vagina artificial e uma pressdo constante contra a base do pénis foi realizada até
que a ejaculacdo ocorresse. A vélvula da vagina foi, entdo, aberta para retirada da agua e

diminuicdo da presséo interna e verificou-se no copo coletor se havia sémen.

FIGURA 5 - Higienizacgdo do pénis do garanhdo, prévia a coleta de sémen. Fonte: Arquivo pessoal

2.1.5 Processamento do sémen

Depois de realizadas as coletas, o copo coletor foi levado até o laboratério para
processamento. Inicialmente, a fracdo de gel foi retirada através de filtragem e o volume
ejaculado livre de gel estimado. Um diluidor a base de leite (BotuSémen®) aquecido a 37°C
foi adicionado ao sémen na proporcdo de 1:1 e a partir desta diluicdo colocou-se uma gota
entre l&mina e laminula aquecidas para verificacdo de parametros como motilidade total,
motilidade progressiva e vigor. Uma amostra do sémen também foi coletada para analise de
morfologia e concentragdo espermatica (diluigdo de 1:100). Como os machos foram coletados
durante toda a estacdo, a concentracdo espermatica do sémen ja era conhecida, sendo de 100 a
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300x10° espermatozoides/mL para os garanhdes e de 400 x10° espermatozoides/mL para o
jumento. Quando mais de uma égua foi inseminada, procedeu-se a avaliagcdo da concentracao
para determinacdo da quantidade de diluidor necessario. J4, quando apenas uma égua foi
inseminada, ndo se realizaram célculos pelo conhecimento prévio da quantidade de

espermatozoides no ejaculado.

2.1.6 Inseminacdao artificial

A utilizacdo de sémen fresco foi 0 método de eleicdo para a inseminacdo artificial. Os
garanhGes ou jumento foram coletados com auxilio de vagina artificial, o sémen foi
processado no laboratério e, entdo, procedeu-se a inseminacdo que podia ser no corpo uterino
ou na extremidade do corno uterino, proximo a papila Utero-tubarica. Enfaixou-se a cauda da
fémea e uma higienizacdo da area perineal foi realizada com agua, sabdo e desinfetante. O
técnico responsavel pela inseminacdo vestiu luva de palpacdo retal de forma asséptica,
lubrificada com gel ndo espermicida, e introduziu a mao segurando a pipeta através dos labios
vulvares via canal vaginal até que o éstio cervical fosse encontrado. A pipeta entdo foi
introduzida no 6stio com o auxilio do dedo indicador até que toda a cérvix fosse transpassada
e o local de deposicdo fosse alcangcado (Figura 6). No caso de inseminacdo na papila utero-
tubéarica, apds passar o corpo uterino, o inseminador introduziu a mao no reto e desviou a
pipeta para o corno uterino desejado e, entdo, depositou o sémen. Dois dias apds a
inseminacado, as éguas foram novamente avaliadas por ultrassonografia para confirmacédo da

ovulacdo e verificacdo de possivel endometrite pds-cobertura.

FIGURA 6 - Inseminacdo artificial. Fonte: Arquivo pessoal
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2.1.7 Diagnostico de gestacao

Os diagnosticos de gestacdo procederam-se aos quatorze, trinta e cinco e sessenta dias
pos-ovulacdo, através de palpacdo retal e confirmagcdo com ultrassonografia. No décimo
quarto dia palpava-se apenas o Utero com tdnus acentuado e na ultrassonografia visualizava-se

a vesicula embrionaria compativel com o estagio (Figura 7).

FIGURA 7 - Vesicula embrionéria compativel com 14 dias de gestagdo. Fonte: Arquivo pessoal

Aos trinta e cinco dias ja se palpava aumento de volume na porgéo ventral do corno
esquerdo ou direito, ainda com ténus, mas menos acentuado e na ultrassonografia visualizava-
se 0 embrido e batimento cardiaco (Figura 8). No sexagésimo dia, a gestacdo era novamente
avaliada, onde nesse estagio o Utero estava bastante aumentado de tamanho, mais flacido e a

imagem de ultrassom ja revelava o feto. A taxa de prenhez final foi de 88,4%.

FIGURA 8 - Imagem ultrassonografica de embrido compativel com 35 dias. Fonte: Arquivo pessoal
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2.1.8 Lavagem e infuséo uterina

Algumas das fémeas expulsaram secrecdo pela vagina estimuladas pela palpacgéo
realizada (Figura 9) ou, ainda apresentaram acUmulo de secrecdo\liquido intrauterino

detectado pela ultrassonografia.

\mﬁi aa

FIGURA 9 - Secrecdo expelida através da vagina. Fonte: Arquivo pessoal

Dependendo do caso, o tratamento escolhido foi lavagem e\ou infuséo intrauterina. No
caso da lavagem, apOs a cauda ser enfaixada, o perineo foi higienizado. O operador
responsavel pelo procedimento vestiu luva de forma estéril e com o auxilio de um lubrificante
introduziu uma sonda (modelo Bivona®) pelo canal vaginal até o fundo deste, alcancando o
ostio cervical. Junto ao dedo indicador, transpassou a sonda pela cérvix até o corpo do Utero.
Um auxiliar inflava o cuff da sonda para que esta permanecesse fixa no local. A solucéo de
Ringer Lactato aquecida foi acoplada a sonda e o liquido transfundido para cornos e corpo
uterino. O operador retirou a médo enluvada do canal vaginal e a introduziu pelo reto para
realizar uma massagem dos cornos e corpo, de forma que a solugdo atingisse toda a extensao.
Apos, o liquido foi retirado do Utero por gravidade e por massagem. A quantidade recuperada
era apontada, assim como anormalidade de coloracdo e celularidade. Ao final, 20 Ul 1V de
ocitocina (Ocitocina Forte UCB®) foram aplicadas para auxiliar na expulsdo do liquido
restante.

Alguns animais foram submetidos a infusdo uterina de antibidticos a base de
gentamicina ou de solucdo iodada a 1% a fim de auxiliar na terapia da endometrite. Os

mesmos principios e procedimentos de inseminacdo\lavagem uterina foram utilizados. Uma



19

bainha descartavel de inseminacdo foi utilizada para infundir a solugdo contida em uma
seringa. Apos, via retal, uma massagem dos cornos e corpo foi realizada para garantir que a
solucdo atingisse toda a extensdo uterina. A escolha do tratamento dependeu de cada caso,
onde algumas éguas necessitaram de apenas lavagem ou apenas infusdo e, em casos mais

severos, as duas terapias foram associadas.

2.2 Exame androldgico de touros

Alguns animais que foram utilizados em projetos de pesquisa e alguns leiloados pela
USP foram submetidos ao exame andrologico prévio a comercializacdo. Os exames
dividiram-se em duas partes, sendo a primeira a identificacéo, avaliagdo do animal e coleta do
sémen e a segunda, o espermograma realizado no laboratério. Um certificado foi destinado a
cada animal com as informacfes acerca do exame. Apés a identificacdo, conduziu-se uma
anamnese e obtiveram-se dados referentes ao histérico, manejo, sanidade, nutricdo e objetivo
do exame androlégico. Posteriormente, os aprumos foram avaliados em estacdo e em
movimento, a0 mesmo tempo em que se estimou o escore de condicdo corporal. Quanto ao
exame especifico do sistema reprodutor, este foi conduzido com o animal contido em tronco
para a seguranca do técnico. Inicialmente, palpou-se e inspecionou-se o escroto procurando
indicios de alteracGes, como lesBGes e parasitas. Os testiculos foram palpados verificando
consisténcia (1-flacida a 5-firme), sensibilidade e mobilidade dentro do escroto. Cabeca e
cauda de cada epididimo também foram avaliadas, assim como o corddo espermatico e o anel
inguinal. O perimetro escrotal foi mensurado com uma fita métrica propria para este fim. A
préstata, glandulas vesiculares e ampolas dos ductos deferentes foram examinadas por
palpacdo transretal. Finalizado o exame clinico, procedeu-se a coleta seminal com
eletroejaculador. Estimulos elétricos graduais foram emitidos pelo comando do técnico até
que a protrusdo peniana e a ejaculacdo ocorressem. O sémen foi coletado em tubo graduado e
levado ao laboratorio proximo para realizagdo do espermograma. No laboratorio, estimou-se o
volume e uma amostra de sémen foi depositada sobre 1d&mina aquecida a 37°C para estimativa
do turbilhonamento (movimento em massa graduado de 0 a 5). Outra amostra foi avaliada sob

laminula aquecida para os parametros de motilidade total, progressiva e vigor (Figura 10).
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FIGURA 10 - Avaliacéo laboratorial. Fonte: Arquivo pessoal

Em uma diluicdo de 1:100, foram contados os espermatozoides em 5 quadrados de
cada lado da Céamera de Neubauer e realizou-se a média e calculo para mensurar a
concentracdo do ejaculado em milhdes por mL. Quanto a analise da morfologia espermatica,
foi realizada em microscdpio de contraste de interferéncia diferencial, sob aumento de 1000,
utilizando dleo de imersdo. Os parametros foram classificados de acordo com as normas do
CBRA (2013), sendo aceita motilidade >60%, vigor >3, turbilhonamento >3, defeitos maiores
<10% e defeitos menores <20%. A conclusdo do certificado de exame andrologico variou de
acordo com os dados obtidos durante o exame, sendo os animais classificados pelo potencial
de fertilidade.
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3 - DISCUSSAO

3.1 Reproducéo da fémea

A estacdo de monta iniciou efetivamente em outubro, porém o acompanhamento das
atividades se deu apenas a partir do final do més de fevereiro e se estendeu até a metade do
més de abril. Devido a isso e ao fato de que o Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda, supervisor
deste estagio, era o responsavel pela reproducdo das éguas do Campus de Pirassununga, foram

acompanhadas atividades relacionadas a reproducéo de fémeas equinas.

3.1.1 Fisiologia reprodutiva de fémeas equinas

Apesar de algumas éguas ciclarem o ano todo, a fémea equina € considerada
poliéstrica sazonal. Esta ciclicidade em periodos determinados se da principalmente pelo
efeito da duracdo dos dias e da producdo de melatonina no eixo hipotalamico-hipdfise-
gonadal (Figura 11), alem da condicdo corporal (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Durante o inicio
da primavera os dias tornam-se mais longos e, com isso, a producdo de melatonina pela
glandula pineal diminui. A melatonina é conhecida pelo seu efeito antigonadotrépico nas
éguas, ou seja, suprime a liberacdo de GnRH pelas células neurosecretoras do hipotalamo.
Desta forma, quando aumenta o periodo de luminosidade (primavera e verdao), 0s menores
niveis de melatonina desblogueiam a inibicdo da secrecdo do GnRH, fazendo com que este
estimule a producdo de FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH pela hipofise, dando inicio

a estacdo reprodutiva.
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FIGURA 11 - Eventos que ocorrem na regulacdo hormonal. Traduzido de BRINSKO et al. (2011)

O FSH e o LH sdo horménios glicoproteicos que tém funcgdes distintas. O primeiro
possui receptores nas células da granulosa e € responsavel pelo crescimento folicular. O
segundo possui receptores tanto nas células da granulosa quanto nas células da teca e permite
a maturacdo final, ovulacdo e luteinizacdo. Além destes horménios, existem outros que
possuem importante funcdo no ciclo estral. Um deles é a inibina, que é uma proteina
produzida principalmente pelas células da granulosa e que age como um sinalizador para a
hipofise sobre a quantidade de foliculos em desenvolvimento, gerando um feedback negativo
na secrecdo de FSH. Também, a ativina que modula os niveis de FSH e estimula a
proliferacdo e esteroidogénese de células da granulosa. (BRINSKO et al., 2011; HAFEZ e
HAFEZ, 2004; MCKINNON et al., 2011).

No inicio da estacdo reprodutiva, antes da égua ovular pela primeira vez, uma série de
alteracbes ocorre no padrdo hormonal e ovariano até que o ciclo estral normal se estabeleca.
No periodo de transi¢do da primavera, a fémea pode apresentar sinais comportamentais de
estro e 0 ovario pode apresentar grandes foliculos anovulatérios. Cerca de 45 dias sdo
necessarios para que a ovulagdo ocorra de fato. A tentativa de induzir uma ovulacdo e cobrir
ou inseminar o animal pode leva-lo a desenvolver endometrite, posterior aborto devido a
insuficiéncia na manutencdo do corpo Iuteo, além do uso desnecessario do garanhdo

(MCKINNON et al., 2011). Para diminuir o periodo de transicdo e tentar adiantar a primeira



23

ovulagdo alguns tratamentos tém sido realizados. GnRH, progesterona, combinagdo de
estradiol, progesterona, prostaglandina e hCG ou deslorelina foram pesquisados
demonstrando diferentes niveis de eficacia. Com 0 mesmo objetivo, sdo instituidos programas
de luz artificial. O mais comum € a exposicdo totalizando de 14 a 16 horas diarias de luz, na
intensidade de 100lux, por 8 a 10 semanas, associado a hormonioterapia (ALEXANDER e
IRVINE, 1991; MCCUE et al., 1992; MCCUE et al.,, 2001; MOREHEAD; COLON;
BLANCHARD, 2001; PALMER; DRAINCOURT; ORTAVANT, 1982; SQUIRES, 2003).

Ap0s o inicio da estacdo, o ciclo estral possui um padrao de eventos. Na égua existem
uma ou duas ondas foliculares. Nos que desenvolvem apenas uma onda, o foliculo dominante
é selecionado cerca de sete dias antes da ovulacdo Nos que desenvolvem duas ondas, 0
foliculo dominante é selecionado na primeira onda que inicia no final do estro ou no inicio do
diestro e pode ovular, gerando assim a chamada ovulacdo de diestro. Este processo pode
aumentar o intervalo de um ciclo em relacdo aos animais que apenas tém uma onda. Prévio ao
inicio da emergéncia folicular ha um aumento nas concentragcbes de FSH. Os foliculos
crescem até 0 momento em que a divergéncia se inicia. O maior foliculo continua a crescer e
os demais diminuem ou cessam seu desenvolvimento. (BRINSKO et al., 2011; GASTAL,
1999). Esta fase folicular dura de 4 a 7 dias e este crescimento aumenta as concentragdes de
estradiol pelas células da granulosa, o que leva a um feedback negativo na secrecdo de FSH.
Os foliculos subordinados apresentam receptores para FSH e, com essa diminui¢do nos niveis,
iniciam a regressdo. Ja o processo de aquisi¢do de dominancia envolve muitos mecanismos
ainda nao totalmente esclarecidos, porém, segundo revisao feita por GURGEL et al. (2008),
ha indicios de que o foliculo dominante apresenta maiores concentracfes de ativina, inibina
A, IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1), VEGF (fator de crescimento do
endotélio vascular) e menores de IGFBP (proteina ligadora de IGF).

Com cerca de 24 a 48 horas antes do fim do estro, ocorre a ovulacdo do foliculo
dominante em resposta a um aumento de LH na circulagdo. Para isso, os niveis de
progesterona devem estar baixos, caso contrario o foliculo regride (SAMPER; PYCOCK;
MCKINNON, 2007). Na égua, diferentemente de outras espécies, o pico de LH se da ap0s a
ovulacéo e isso ainda ndo é totalmente esclarecido. Na sequéncia da ovulagéo e liberacdo do
odcito se da a formacao do corpo hemorragico e, posteriormente, do corpo luteo. As células
da granulosa tornam-se as ceélulas luteinicas grandes e as da teca tornam-se as celulas
luteinicas pequenas. Segundo SALLES e ARAUJO (2010), a conversdo para a producio,
agora, de progesterona nestas celulas se da por uma diminuicéo na expressao da enzima P450

aromatase, responsavel pela transformacdo da androstenediona em estroégeno. Estas células
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luteinicas, além dos fibroblastos, células do sistema imunolégico e vasos sanguineos
compdem o corpo lateo, que se mantém por aproximadamente 14 a 17 dias. Caso ndo haja
fecundacéo, os foliculos, com sua secre¢do de estradiol, estimulam a sintese de receptores de
ocitocina no endométrio. O corpo lateo libera ocitocina, que se liga aos receptores
endometriais estimulando a secrecdo e liberagdo de PGF2a (prostaglandina dois-alfa), que,
diferentemente da vaca, sofre metabolizacdo pulmonar. O efeito final é luteolitico, causando
diversos eventos que culminam na regressdo do corpo luteo, incluindo diminuicao da perfusédo
sanguinea (PATE, 1994).

Fechando a estacdo, ha o periodo de transi¢do de outono, caracterizado por diminuicao
nas concentracbes de GnRH e LH devido a diminuicdo da duragcdo dos dias. No inicio do
outono as éguas ciclam normalmente, posteriormente comecam a demonstrar ciclos
irregulares com grande numero de pequenos foliculos nos ovarios, estruturas estas que nao
ovulam e tornam-se foliculos hemorrégicos anovulatérios culminando, por fim, em
inatividade ovariana (MCKINNON et al., 2011; NEQUIN et al., 2000).

3.1.2 Cio do potro

Logo ap6s o parto, em duas semanas, a maioria das éguas pode ovular apds o cio do
potro e ciclar normalmente a partir disto. Em alguns casos, elas ndo apresentam ou tém pouco
crescimento folicular, ou, ainda, podem ndo ovular ou ovular e passar por um periodo de
anestro até que o ciclo seja novamente reestabelecido. Ha controvérsias quanto ao sucesso de
cobrir ou inseminar o animal nesta época, pois taxas de fertilizacdo menores (cerca de 10 a
20% menores) sdo atribuidas a este periodo. BRINSKO et al. (2011) explica que isso pode ser
devido a uma falha no endométrio em se reestabelecer para sustentar um embrido. Um estudo
realizado por BELL e BRISTOL em 1987 demonstrou que animais que ovularam 10 dias pos-
parto tiveram maiores taxas de prenhez comparados aos animais que ovularam antes desta
data, o que reforca a ideia de que € necessario este intervalo para que 0s constituintes
histologicos do endométrio se reestabelecam, para que o fluido uterino presente seja expulso e
as condicdes para a implantagdo embrionaria sejam adequadas. O VRA optava pela utilizacdo
deste estro, com o intuito de emprenhar as éguas mais rapidamente e as taxas de prenhez eram

satisfatérias.
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Segundo CAMILLO et al. (1997), as razGes para ndo utilizar o cio do potro sdo
quando se optar pela utilizacdo de um sémen congelado ou de baixa fertilidade, além da
possibilidade da égua ter apresentado algum problema no parto ou ter alguma patologia
uterina. Animais com complicacdes no parto parecem ter a fertilidade reduzida no cio do
potro. ISHII et al., 2001 demonstrou que periodos prolongados de retencdo de placenta
parecem afetar a taxa de prenhez quando comparada ao cio posterior. MALSCHITZKY et al.
(2003) estudaram o efeito do acimulo de liquido intrauterino durante o cio do potro, o que
aumentou as taxas de perda embrionaria.

Com base nisso cabe ao técnico responsavel optar ou ndo pelo uso deste cio, de acordo
com as necessidades e condicGes da criacdo. Alguns locais, onde ndo se pretende estender o
intervalo entre partos, fazem uso deste periodo. Contudo, caso ndo haja o interesse nesta
possibilidade outras opc¢des existem para emprenhar o animal no pos-parto. A administracao
de PGF2a (prostaglandina dois alfa) para induzir a lute6lise apos o cio do potro é uma das
alternativas (KREIDER et al., 1978). Ainda, alguns tratamentos (Progesterona, Estradiol e
PGF2a; Altrenogest), iniciados no dia do parto, visam prolongar o inicio do estro, sem afetar

o intervalo para a concepcao.

3.1.3 Patologias reprodutivas e o impacto na fertilidade

Boas taxas de gestacdo dependem de muitas variaveis como nutricdo, manejo e
sanidade reprodutiva. Algumas alteracGes no trato reprodutivo da fémea podem afetar estas
taxas e devem ser consideradas dentro da estacdo de monta. Durante a estacdo 2014/2015,

algumas fémeas foram diagnosticadas com alteracdes reprodutivas, descritas na figura 12.

m Cisto endometrial

M Foliculo
Anovulatdrio

Endometrite
infecciosa

B Endometrite pos-
cobertura

FIGURA 12 - Distribuicdo de afeccBes diagnosticadas nas fémeas equinas.
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3.1.3.1 Cisto endometrial

Os cistos endometriais podem ser divididos em glandulares e linfaticos (mais comuns).
Os glandulares ocorrem em éguas multiparas e subférteis com histérico de fibrose
periglandular, o que faz com que o epitélio glandular se separe e forme um cisto. J& os
linfaticos sdo resultado de uma obstrucdo de canais linfaticos e Uteros mais pendulosos,
protruem no limen uterino e sua ocorréncia aumenta de acordo com a idade e nimero de
partos (STANTON; STEINER; PUGH, 2004).

O real efeito destas estruturas na reproducdo ainda ndo foi completamente
estabelecido. O embrido equino movimenta-se apos a descida ao Utero para fixar-se em torno
de 16 dias. A presenca de grande quantidade e tamanho de cistos pode influenciar nesta
fixacdo, diminuindo o aporte sanguineo no local, além de afetar a movimentacdo por si s0.
Além disso, os cistos, quando superficiais, podem resultar no ndo desenvolvimento dos
microcotilédones placentarios. BRACHER; MATHIAS; ALLEN (1992) mostraram
correlacdo negativa entre taxa de concepc¢do e cistos quando estes eram mais de cinco. Na
realizacdo de diagnosticos de gestacdo por ultrassonografia os cistos podem confundir o
examinador, inicialmente. Por isso, repetidos exames devem ser realizados para diferenciagéo,
uma vez que a vesicula embrionéria aumenta de tamanho e o cisto permanece estatico. O
diagnostico dos cistos glandulares usualmente é um achado incidental de exames histoldgicos
e histeroscopia. J& os linfaticos podem ser detectados pela palpacdo intrauterina,
histeroscopia, bidpsia e pela ultrassonografia, que é o método mais utilizado.

BRINSKO et al. (2011) sugerem que se a vesicula embrionéria fixa-se préximo ao
cisto, ela pode ter reducdo do contato com a superficie que possui epitélio glandular normal,
visto que o local onde o cisto se encontra ndo possui glandulas endometriais, 0 que pode
ocasionar perda embrionaria. Desta forma, 0s mesmos autores indicam que ndo é necessario
tratamento quando as estruturas sdo menos de 5 no total, pequenas (menores de 2 a 3cm) e
guando ndo estdo agrupadas na transicdo do corpo para os cornos uterinos (local usual de
fixacdo embrionaria). Além disso, outras causas de infertilidade devem ser descartadas
prévias a decisdo de tratamento. As opcdes terapéuticas relatadas por STANTON; STEINER,;
PUGH (2004) incluem ablacdo manual por via uterina em éguas em estro, puncédo e aspiracao
com agulha guiada por endoscépio, eletrocoagulacdo por histeroscopia e aplicagdo de laser.
Quatro éguas do VRA apresentavam cistos endometriais e nao receberam tratamento. Eram

estruturas de pequena dimensdo (o maior sendo de 17x18mm), o que possivelmente nédo
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influenciou na concepc¢do. Ao final da estacdo de monta, apenas uma égua que possuia cisto
ndo concebeu, possivelmente pelo acimulo de fluido intrauterino diagnosticado
concomitantemente. Este acumulo foi tratado por lavagem uterina, porém ndo houve sucesso

terapéutico.

3.1.3.2 Foliculo anovulatério (FA)

Proximo ao final da estacdo reprodutiva das fémeas equinas € comum a ocorréncia de
“foliculos de outono”, que ndo ovulam. Ja 0s chamados foliculos hemorragicos anovulatorios
e foliculos anovulatorios persistentes sdo estruturas pré-ovulatorias que falham em owvular
durante a estacdo reprodutiva. A incidéncia relatada neste periodo é de 3,1% a 8,2%
(SAMPER; PYCOCK; MCKINNON, 2007). Nestes foliculos pode ocorrer hemorragia,
reorganizacdo do contetdo e luteinizacdo ou ndo da parede folicular. Na maioria dos casos
(85%) ocorre luteinizacdo das células da granulosa com secrecdo de progesterona. A
diferenciacdo entre foliculos hemorragicos com ou sem a parede luteinizada se faz pela
ultrassonografia, onde o luteinizado apresenta parede com maior espessura e ecogenicidade.

A cetiologia ainda ndo é bem estabelecida. O que se sugere € a insuficiéncia na
producdo de estrégeno pelo foliculo e deficiéncia na producdo de gonadotrofinas pela
hipdfise. Pelo fato de ndo ocorrer ovulacdo deste foliculo, o ciclo estral é inutilizado, caso
outro foliculo ndo ovule e GINTHER et al. (2006) relata que animais que apresentam esta
condicdo tendem a apresenta-la novamente em ciclos subsequentes. No caso do luteinizado, a
aplicacdo de PGF2a 7 a 10 dias apds a formagdo pode causar lutedlise e retorno ao estro.
Quanto aos ndo luteinizados, a regressdo espontanea pode ocorrer dentro de 1 a 4 semanas.
Alguns estudos relatam que a aplicagdo de hCG ou GnRH ndo demonstra efeito sobre a
estrutura, no entanto KAMADA et al. (2013) obtiveram éxito utilizando hCG. Uma égua do
Campus de Pirassununga apresentou FA, possivelmente luteinizado. Doze dias apo6s a
deteccdo, o animal foi novamente examinado e um corpo luteo foi constatado, sendo,
portanto, realizada uma aplicagdo de 300ug IM de PGF2a (Sincrocio®) e posteriores
procedimentos para inseminacdo. Apds quatorze dias, a fémea foi diagnosticada como vazia,

por apresentar acimulo de liquido intrauterino recorrente.
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3.1.3.3 Endometrite

Segundo TROEDSSON (1999), a endometrite é caracterizada como uma inflamacao
do endométrio uterino e pode ser classificada em endometrite persistente pds-cobertura,
endometrite infecciosa crénica, endometrite cronica degenerativa (também denominada
endometriose) e endometrite causada por microorganismos sexualmente transmissiveis.

Cerca de cinco dias apos a fecundacéo, para que 0 embrido consiga entrar em um
ambiente uterino adequado, a égua tem uma resposta inflamatdria fisiolégica a deposicdo de
sémen e eventual entrada de contaminantes. Metabdlitos do &cido araquidbnico e migracao
neutrofilica sdo gerados a fim de expulsar plasma seminal, espermatozoides excedentes e
microorganismos. Para isso, a cérvix se abre e em 48 horas o contedo uterino € liberado por
contragbes miometriais, em éguas férteis. Ao final, a cérvix se fecha e o edema e o0s
constituintes inflamatérios sdo debelados pela drenagem linfatica. (LEBLANC e CAUSEUY,
2009). No caso de éguas que desenvolvem endometrite poOs-cobertura este mecanismo
fisiolégico se prolonga e faz com que liquido fique acumulado no limen uterino.

Muitas causas sdo atribuidas a falha em expulsar o conteido. Sugere-se que uma delas
seja a diminuicdo do clearance uterino e isso pode estar relacionado, primariamente, a uma
disfuncdo miometrial, fazendo com que o liquido se acumule persistentemente no limen.
Animais mais velhos e que tiveram muitos partos tendem a ter alteracdes no clearance.
Alguns estudos demonstraram que alteracGes na acdo e constituicdo mucociliar juntamente a
contracdo uterina também podem estar relacionadas a doenga, uma vez que lesdes crbnicas
levam a perda destas estruturas e consequente maior chance de adesdo bacteriana. Ao mesmo
tempo, inflamacdes agudas ou subagudas levam ao aumento na producdo de muco, sem a
expulsdo do mesmo e, ainda, falha nas tentativas de tratamento com antibiéticos. Falha na
abertura cervical e alteracdes na drenagem linfatica podem fazer com que fluido se acumule e
uma endometrite ocorra (LEBLANC e CAUSEY, 2009).

Durante o estro é comum que uma pequena quantidade de edema seja detectada na
ultrassonografia, porém em um estudo realizado por PYCOCK e NEWCOMBE (1996)
sugeriu-se que, quando esta quantidade chega a aproximadamente 2 cm de distensdo luminal,
pode ser que a drenagem seja deficiente e estas éguas sejam mais susceptiveis a desenvolver
endometrite. Esta deficiéncia pode ser devido a uma fibroelastose vascular, que diminui o
retorno sanguineo e causa uma linfangiectasia persistente (SAMPER, 2009). Estas alteracoes

sd0 mais comuns de ocorrer em animais multiparos com mais de 15 anos e acabam por
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reduzir a fertilidade. Por fim, a conformacdo perineal e vulvar, além do relaxamento de
ligamentos, favorecem o acimulo de liquido, entrada de ar e irritacdo da mucosa. Dentre 0s
animais acompanhados, 03 éguas tinham méa conformacdo e apresentaram acumulo de fluido
intrauterino.

O diagndstico torna-se, portanto, passo essencial para tratar adequadamente e
conseguir reproduzir estes animais susceptiveis. O diagndstico é definido pelo exame clinico
do veterinario, que €, idealmente, acompanhado e complementado pela ultrassonografia,
citologia, cultura e biopsia uterina. Algumas vezes o animal pode apresentar descarga na
comissura ventral da vulva e esta se estende & cauda. Além disso, pode apresentar menor
intervalo entre estros, devido a geracdo prematura de prostaglandina pela inflamacéo. No
exame ginecologico, ao utilizar espéculo, sinais como descarga cervical, acimulo de urina e
aumento exacerbado da vascularizacdo podem ser indicios da patologia. Quando se utiliza a
ultrassonografia, pode-se detectar acimulo de fluidos intrauterinos, que podem ter ou nao
caracteristica mais ecogénica. Em alguns casos, devido a manipulacdo uterina pela palpacéo
retal, o operador faz com que algum conteudo seja liberado através da vagina, caso haja
dilatacdo cervical.

A cultura pode ser realizada atraves de swab que é exposto apenas no interior do Utero
ou, ainda, lavagem uterina com pequenas quantidades de PBS (Phosphate Buffered Saline). A
presenca de microorganismos por si s na cultura ndo é diagndstico para endometrite, visto
qgue pode haver contaminacdo na coleta da amostra. Por isso, os resultados devem ser
comparados com os da citologia. Os principais microorganismos envolvidos na endometrite
sdo as bactérias Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae, além dos fungos Candida spp., Apergillus spp. e Mucor spp. Eguas
com endometrite possuem sinais de inflamacgdo, por isso a importancia de realizar exame
citoldgico. Células epiteliais e neutrofilos degenerados com bactérias ou fungos fagocitados
podem ser encontrados nas amostras. Uma citologia normal, em pelo menos 5 campos
avaliados sob aumento de 400x, apresenta menos de 1 célula polimorfonuclear por campo
analisado; de 1 a 2 polimorfonucleares indica inflamacdo leve, de 3 a 4 indica inflamacéo
moderada e 5 ou mais, inflamacdo severa. (RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG (2007). Em
casos de infec¢des fungicas, é mais facil detecta-las em uma citologia do que em uma biopsia,
porgque normalmente os fungos atingem superficialmente o Gtero. Contudo, a biopsia é outro
método diagnéstico muito atil para determinar casos de endometrite aguda e crobnica.

AlteracGes histolégicas como fibrose periglandular, distensdo glandular cistica e inflamacao
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cronica podem ser vistas e utilizadas para estimar as chances futuras de uma fémea conceber
(BRINSKO et al., 2011).

No estagio realizado, o diagndstico foi definido através do exame clinico,
ultrassonografia e citologia. Porém, durante o periodo acompanhado, a técnica de coloracao
da citologia estava sendo adaptada, ndo sendo, portanto, realizada. Os exames de cultura e
biopsia ndo foram feitos porque os laboratérios da USP Campus de Pirassununga que
processavam as amostras, naquele momento, apresentavam problemas técnicos. Talvez, por
esta razdo, algumas das infec¢des tratadas nao foram bem sucedidas, ja que o diagnostico era
sugestivo e ndo era confirmado por exames complementares importantes (bidpsia, cultura e
citologia). Isso fazia com que, ocasionalmente, um tratamento ineficaz fosse instituido.

Durante a realizacdo deste estagio cinco animais foram diagnosticados com fluido
intrauterino prévio a cobertura (endometrite infecciosa) e dois deles permaneceram vazios ao
final da estacdo, pois ap6s o tratamento ndo realizou-se a inseminagdo novamente. O ideal é
que o tratamento de infecges uterinas seja realizado durante o estro, visto que neste periodo
as células inflamatdrias estdo em maior quantidade na superficie uterina e geram uma maior
defesa. No caso de a infec¢do ser detectada no diestro, uma dose de PGF2a pode ser aplicada
para fazer com que a fémea retorne ao estro e possa ser tratada. Para isso, 0s animais
diagnosticados que estavam no diestro receberam terapia que condiz com o indicado acima.
Apos a lutedlise, realizava-se lavagem uterina e aplicacdo de ocitocina e, em alguns casos,
infusdo de antibioticos a base de gentamicina. De acordo com MALSCHITZKY et al., (2007),
nos animais diagnosticados com ma conformacdo perineal a vulvoplastia é indicada para o
tratamento. No VRA, alguns animais tinham indicacdo para a realizacdo de cirurgia de
Caslick, no entanto esta ndo foi realizada durante o periodo acompanhado.

Na rotina acompanhada, 48h ap0s a inseminacdo realizava-se ultrassonografia do trato
reprodutivo para avaliar se a ovulacdo havia ocorrido e, também, para verificar possivel
acumulo de liquido intrauterino. Sete fémeas apresentaram endometrite-p6s cobertura e,
devido a isso, institui-se uma lavagem intrauterina com solugé@o de Ringer Lactato aquecida e
apos, administrava-se ocitocina para auxiliar na expulsdo do contetdo. Ao final da estacéo,
duas fémeas com a condigdo permaneceram vazias apos diversas tentativas de tratamentos. A
unido da lavagem e aplicacdo de ocitocina € indicada por diversos autores e visa auxiliar na
diminuicdo de exsudato, debris e sémen excedente naqueles animais com incapacidade de
expulsdo de contetdo. A ocitocina, segundo SAMPER; PYCOCK; MCKINNON (2007) pode
ser aplicada ja nas primeiras 4 horas e repetida de 24 a 48 horas ap0s a inseminacao\cobertura.

Ao contrario da prostaglandina, ela ndo interfere na funcédo posterior do corpo ldteo, podendo,
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portanto, ser usada neste periodo descrito. No 14° dia pds-ovulacdo, quando as éguas
retornavam para o primeiro diagnéstico de gestacdo, aquelas que ainda apresentavam edema
em torno da vesicula eram suplementadas com progesterona injetavel de longa acéo
(manipulada pela empresa Botupharma, indisponivel comercialmente). No préximo exame
ultrassonografico (35 dias), caso ainda apresentassem a condigdo, continuava-se a
suplementagéo.

A lavagem intrauterina antes da inseminacdo também pode ser realizada, no entanto
esta ndo era instituida. A infusdo uterina era realizada de acordo com o historico e quando o
liguido apresentava-se mais ecogénico a ultrassonografia. A indicacdo de SAMPER,;
PYCOCK; MCKINNON (2007) é que a infusdo seja feita apenas em animais que possuem
infeccbes com microorganismo conhecido pela realizacdo de cultura e antibiograma, mais
crbnicas e que ndo respondem a lavagem uterina e ocitocina. Do contrario, seu uso pode criar

um ambiente uterino favoravel a proliferagdo fungica.

3.2 Reproducéao do macho

3.2.1 Fisiologia reprodutiva

A reproducdo do macho é controlada pelos sistemas enddcrino e nervoso, com
influéncias ambientais. Através do sistema portal, 0 GnRH age na hipofise estimulando a
secrecdo dos horménios LH e FSH. O FSH mantém a funcdo espermatogénica e quando age
nas células de Sertoli estimula a producéo de proteinas ligadoras de andrégenos (ABP), além
de inibina e ativina. O LH age sobre as células de Leydig, estimulando a producdo de
estradiol e de testosterona, a qual circula ligada a ABP e determina as caracteristicas sexuais
secundarias aos machos (YOUNGQUIST e THRELFAL, 2007).

Embora 0 macho ndo sofra alteracfes tdo marcadas em relacdo a época do ano,
algumas diferencas sdo encontradas entre ragcas mais adaptadas ao verdo e inverno,

principalmente no que diz respeito a conforto térmico (CHACUR et al., 2012).



32

3.2.3 Importéncia do exame andrologico

O macho ¢ parte importante e merece atencdo dentro de um programa reprodutivo,
pois tem a capacidade de acasalar com grande numero de fémeas, seja via monta natural ou
inseminagdo artificial e corresponde a 50% do material genético dos seus descendentes. A
presenca de touros subférteis e inférteis em um rebanho pode diminuir os indices de
fertilidade e ocasionar grandes perdas econémicas e, devido a isso, torna-se indispensavel o
diagndstico destas condi¢cbes (BARBOSA; MACHADO; BERGAMASCHI, 2005).

E através do exame androldgico que se pode estimar e selecionar touros com
capacidades produtivas e reprodutivas desejadas no plantel. As indicacfes para a realizacdo
do exame androlégico sdo para comercializacdo de reprodutores, diagndstico de falhas
reprodutivas no rebanho e de problemas de fertilidade, entrada nas centrais de inseminacao,
determinacdo de puberdade e maturidade sexual, além de avaliagdo pré-estacdo de monta
(BARBOSA; MACHADO; BERGAMASCHI, 2005), onde 45 a 60 dias antes do inicio 0s
animais devem ser examinados. A puberdade pode ser determinada quando o touro apresentar
10 % de motilidade espermatica e concentracdo espermatica de no minimo de 50 milhGes de
espermatozoides e a maturidade sexual quando o animal apresentar 70% dos espermatozoides
morfologicamente normais, sendo que os zebuinos sdo considerados mais tardios do que 0s
taurinos (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O diagndstico de alteragbes reprodutivas € um dos objetivos principais e com a
deteccdo precoce destes disturbios o animal pode ser afastado da reproducdo sem interferir
nos resultados ou transmitir sua condicdo. Muitas alteracbes adquiridas, congénitas e
hereditarias que interferem na fertilidade podem ser detectadas, dentre elas as orquites,
espermatoceles, alteracdes em glandulas anexas, desvio de pénis e persisténcia de frénulo
peniano (BICUDO; SIQUEIRA; MEIRA, 2007). No entanto, a degeneracéo testicular ainda é
a mais importante e recorrente e pode levar a danos irreversiveis no tecido. Ela pode ser
ocasionada por alteragdes de temperatura, nutricdo, traumas, infeccdes, obstrucdo de
condutos, lesdo de vasos, inflamacdo, toxinas e horménios. Inicialmente o testiculo se
apresenta com alteracGes na consisténcia tornando-se flacido, o tamanho pode estar normal ou
diminuido e conforme ha progressao ocorre fibrose do 6rgdo, diminuicdo da concentragédo
espermatica e aumento do numero de células com alteraces morfologicas. Algumas
linhagens celulares como espermatogdnias, células de Leydig e de Sertoli sdo mais resistentes

aos danos e dependendo do grau da lesdo podem dar reinicio a atividade reprodutiva normal,
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variando em meses (NASCIMENTO e SANTQOS, 2003). Na hipoplasia testicular, apenas um
ou os dois testiculos podem estar diminuidos, parcial ou totalmente. A contagem de células
espermaticas com defeitos morfolégicos € alta e ocorre diminuicdo do numero de
espermatozoides no ejaculado. O grande problema é que a maioria dos animais que possuem
esta condigdo apresenta alteracdo de forma unilateral, o que faz com que o macho consiga
ainda se reproduzir, contudo ser subfértil. Desta maneira, pode transmitir o gene autossémico
recessivo responsavel pela hipoplasia a sua prole e perpetua-la, assim como as baixas taxas de
fertilidade. Sendo esta uma condicgéo bastante grave, a retirada destes animais da reproducéo e
descarte sdo altamente recomendados (BICUDO; SIQUEIRA; MEIRA, 2007).

Outra avaliacdo importante do exame androldgico e que esta relacionado com selecdo
e melhoramento genético é a mensuracdo do perimetro escrotal. E facil de ser realizada e
repetida e apresenta vantagens como alta herdabilidade e correlacdo genética, conforme
revisado por SIQUEIRA; GUIMARAES; PINHO (2013). A mensuracdo ¢ favoravel em
relacdo a caracteristicas reprodutivas de fémeas e machos, como por exemplo, medidas de
peso, idade ao primeiro parto, nimero de dias para o parto e duracdo da gestacdo (PEREIRA,
ELER; FERRAZ, 2000 E 2002) e correlaciona-se maior peso testicular a producdo e
qualidade espermatica (YOUNGQUIST e THRELFAL, 2007). Portanto, esta € mais uma
ferramenta que pode ser utilizada para selegéo de animais melhoradores no rebanho. A USP
Campus de Pirassununga realiza anualmente avaliagdo dos animais destinados a
comercializacdo em leildes e daqueles que serdo utilizados nas estagdes de monta.
Atualmente, os touros sdo utilizados para repasse apos realizacdo de programas de IATF
(Inseminag&o Artificial em Tempo Fixo) e ressincronizagdo. Por motivos de inadequagéo de
local, testes de libido e de capacidade de servi¢co ndo eram executados, porém ressalta-se a
grande importancia dos mesmos.

Os beneficios trazidos com a realizacdo do exame androlégico sdo muito maiores
quando comparados com o custo, que € baixo. Mesmo sabendo das vantagens
comprovadamente eficientes, ainda poucos produtores utilizam desta ferramenta
(MENEGASSI et al., 2011). No entanto, ela possibilita a selecdo de animais com bom
desempenho e deve ser componente fundamental do manejo reprodutivo a fim de melhorar as
taxas de fertilidade (PENA ALFARO, 2011).

3.2.4 Técnicas de avaliagdo de sémen e impacto na fertilidade
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Muitas técnicas vém sendo desenvolvidas para a avaliacdo de espermatozoides. Elas
visam estimar o potencial fértil do sémen, no entanto nenhum teste isolado € capaz de
predizer este potencial e, por isso, diversas pesquisas sdo focadas neste tema. A associacéo de
varias técnicas é a melhor forma para esta avaliagdo complexa, visto que o espermatozoide é

uma celula que necessita de muitos atributos para realizar sua fungdo com eficiéncia.

3.2.4.1 Cinética espermatica

As avaliacBes das células espermaticas usualmente feitas incluem parametros como
motilidade (nimero de células moveis), motilidade progressiva (nimero de células maéveis
com movimento progressivo) e vigor (forca de movimentacdo da célula). No entanto,
ARRUDA et al. (2007) relatam que estas analises por serem subjetivas sdo imprecisas e
resultam em alta variacdo, mesmo sendo realizadas por técnicos treinados. Devido a isso, nos
ultimos anos desenvolveram-se programas computadorizados a fim de realizar uma avaliacdo
mais precisa e com maior repetibilidade. Algumas pesquisas desenvolvidas no VRA da USP
de Pirassununga utilizavam sistemas computadorizados para avaliar 0 movimento
espermatico. Os sistemas disponiveis eram SCA® (Sperm Class Analyzer, Espanha) e
Hamilton Thorne® (Estados Unidos).

O grande desafio ainda é determinar quais parametros gerados contribuem para
estimar o potencial do sémen (ARRUDA et al., 2007). Conforme revisado por VERSTEGEN;
IGUER-OUADA; ONCLIN (2002), alguns dados fornecidos pelos programas
computadorizados de andlise espermatica sugerem correlacdo com a fertilidade, assim como
outros ndo apresentam efeito. Por exemplo, espermatozoides com maiores valores para
linearidade e batimento flagelar cruzado apresentam melhor migracdo e penetragdo no muco
cervical; espermatozoides com maior Velocidade curvilinear e Amplitude lateral da cabeca
resultaram em melhor taxa de prenhez e aqueles com maior Velocidade curvilinear,
Velocidade linear progressiva e Velocidade média da trajetdria produziram mais de 50% de
oocitos fecundados.

Mesmo sendo uma ferramenta util, MATOS et al. (2008) destacam que alguns fatores
influenciam os dados da andlise, como por exemplo a experiéncia do observador, camara

utilizada, temperatura, concentragéo, diluidores, método de processamento, dentre outros. Por
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isso é importante que seja realizada uma padronizacdo no processamento e analise para que 0s

resultados obtidos sejam o mais proximo da realidade e ndo sofram interferéncia externa.

3.2.4.2 Morfologia espermatica

FRENEAU et al. (2010) compararam diferentes técnicas de avaliagdo da morfologia
espermatica e concluiram que a cAmara Umida avaliada em microscépio de contraste de fase
ou de contraste de interferéncia diferencial (DIC) apresentou diferenca no diagnostico de
defeitos maiores e menores em relacéo ao esfregaco corado avaliado em microscéopio dptico
de campo claro. As analises de morfologia realizadas pelo LBSA séo feitas no microscépio de
DIC e possibilitam melhor detec¢do das alteracbes nas células, o que é essencial visto que este
tipo de avaliagdo espermética mostra correlacdo com a fertilidade.

FRENEAU (2011) destaca que a analise da morfologia é o ponto mais relevante pela
sua relacdo com a fertilidade, pela necessidade da interacdo de células viaveis com o odcito.
Através dela podem-se relacionar os quadros seminais com a puberdade, maturidade e
alteracbes. Outras pesquisas revisadas por ARRUDA et al. (2015) também demonstram
correlacdo entre a porcentagem de células lesionadas com a fertilidade. Por exemplo, grande
namero de células apresentando gota citoplasmatica proximal sugere distarbio epididimario, o
que reduz taxas de fertilidade; Defeitos de cabeca que séo relacionados com a condensagéo da
cromatina e a isso sdo atribuidas baixas taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario,
bem como alteracGes na peca intermediaria interligadas com producédo de energia, batimento

flagelar e consequentemente motilidade espermatica.

3.2.4.3 Integridade da célula espermatica

Os compartimentos dos quais sd0 constituidos 0s espermatozoides e suas
funcionalidades podem ser monitorados pelo uso de sondas fluorescentes e mostram
correlacdo com a fertilidade. Estas sondas podem ser lidas e interpretadas por microscopios de
epifluorescéncia ou por citometria de fluxo, o que torna esta analise mais voltada pra pesquisa

e para locais que dominem a técnica e possuam estes equipamentos (ARRUDA et al., 2011).
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No intuito de determinar a integridade dos compartimentos espermaticos, muitas
sondas foram testadas para marcacdo de determinadas areas do gameta masculino. A
integridade da membrana plasmatica (MP), por exemplo, pode ser avaliada por diversos tipos
de sonda. O lodeto de Propideo (IP) é bastante utilizado e cora o ndcleo de células com MP
lesada em vermelho. O Hoescht 33258 néo atravessa MP intacta, enquanto o Hoescht 33342
marca MP intacta. O SYBR-14 cora em verde o nucleo de células com MP intacta, assim
como o diacetato de carboxifluoresceina. A integridade do acrossomo pode ser analisada por
aglutininas que tém especificidade por glicoproteinas de membrana acrossomal. Dentre estas
aglutininas se destacam a Pisum sativum (PSA), Arachis hypogea (PNA) e Concanavalia
ensiformis (ConA). Estas substancias sdo associadas ao isotiocionato de fluoresceina (FITC)
para visualizacdo em microscopio e emitem fluorescéncia verde amarelado. A funcéo
mitocondrial pode ser mensurada pela Rodamina 123, no entanto este fluorocromo néo
diferencia o potencial de membrana. O JC-1 (iodeto de 5,5,6,6 -tetraclorol,1",3,3 -
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) faz esta diferenciacdo por cédigos de cor que mudam de
verde (baixo potencial) para laranja ou vermelho (alto potencial). O corante MITO Tracker
Green FM se acumula na mitocondria e é usado para estimar a massa mitocondrial. Todas
estas sondas podem ser avaliadas pelo microscépio de fluorescéncia, no entanto cerca de 100
a 200 células sdo rotineiramente contabilizadas nesta técnica. Quando se utiliza a citometria
de fluxo, um grande nimero de espermatozoides pode ser qualiquantificado em pouco tempo,
sendo uma técnica com maiores vantagens (CELEGHINI, 2005; GARCIA, 2005).

ARRUDA et al. (2007) ressalta que as associacfes de sondas fluorescentes sdo uma
ferramenta importante porque permitem avaliar concomitantemente mais do que um
compartimento da célula esperméatica. CELEGHINI (2005) estudou a avaliagdo simultanea de
parametros morfofuncionais de espermatozoides e demonstrou que o uso de IP, FITC-PSA,
JC-1 (com Hoescht 33342 para contraste) foi a que obteve maior eficicia. Tanto o LBSA
quanto outros laboratérios do VRA utilizavam as sondas fluorescentes com sucesso. Em um
experimento de doutorado acompanhado utilizava-se a chamada “tripla coloragdo”, a qual era
constituida das sondas citadas acima. A leitura era realizada em microscopio de
epifluorescéncia e as células eram classificadas de acordo com lesdo ou integridade de

membrana plasmatica e acrossomo e o potencial de membrana mitocondrial.
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FIGURA 13: Espermatozoide corado por sondas fluorescentes. Fonte: CELEGHINI (2005)

3.2.4.4 Outras analises

Segundo PAPA et al. (2008), nenhuma técnica isolada apresenta sensibilidade para
determinar a fertilidade, sendo portanto necessaria a unido de diversos métodos. Muitas
técnicas foram e sdo desenvolvidas para estimar a fertilidade. Além das discutidas
anteriormente, pode-se, ainda, destacar a avaliacdo de estresse oxidativo, testes de ligacédo
espermatica, choque hiposmotico, testes de separacdo espermatica e integridade de cromatina.

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e protecdo antioxidante. E responsavel por causar danos & membrana, DNA e pode
ser avaliado através de produtos antioxidantes como SOD (enzima superdxido dismutase),
GSH (glutationa), GPx (glutationa peroxidase), formacdo de EROs e de produtos da
peroxidacdo lipidica pela mensuracdo de TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico) e com a sonda lipofilica C11-BODIPY (CELEGHINI, 2005; GUIMARAES et
al., 2014). Algumas pesquisas do VRA envolviam a avaliagdo do estresse oxidativo.

Os testes de ligacdo espermética sdo importantes para predizer a capacidade
fecundante. A membrana perivitelina da gema do ovo de galinha possui glicoproteinas
semelhantes as da zona pelucida, podendo ser, portanto, utilizada para avaliar a capacidade de
ligacdo de espermatozoides. Existe, ainda, a possibilidade desta mesma avaliacdo a ligagédo a
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zona pelucida de odcitos, penetracdo oocitaria e producdo de embrides in vitro (SANTOS,
2010).

Os testes envolvendo separacdo espermatica, com enfoque para o Swim up e gradiente
descontinuo de Percoll, também sdo utilizados. O Percoll por envolver centrifugacdo pode
causar danos aos espermatozoides, devido a isso 0 Swim up é mais comumente utilizado. Esta
ultima técnica baseia-se na capacidade de migracdo da célula espermética e de transpor
diferentes barreiras, semelhante ao que ocorre no trato reprodutivo feminino (PAPA et al.,
2008).

O choque hiposmético avalia a integridade da membrana plasmatica, onde a célula é
exposta a uma solugdo com baixa osmolaridade. Aqueles espermatozoides que possuem uma
membrana funcional enrolam a cauda, indicando transporte de agua normal. E um teste
pratico e facil de ser incorporado na rotina laboratorial (ARRUDA et al., 2011).

Por fim, a integridade da cromatina que pode ser avaliada por técnicas que demandam
mais tempo e equipamentos especificos como o método TUNEL, que usa fluorescéncia,
método Cometa que usa eletroforese e, ainda, o uso do fluorocromo Acridina laranja, que se
intercala a dupla fita de DNA e permite a quantificacio da desnaturacdo do DNA
(CELEGHINI, 2005).
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4 - CONCLUSAO

O sucesso de qualquer empreendimento seja ele haras, fazenda ou uma central de
reproducdo depende de um conjunto de fatores que devem estar em equilibrio. Além de boas
praticas de manejo, sanidade, nutricéo, a eficiéncia esta intimamente ligada a reproducéo.

A reproducdo animal apesar de area especifica do conhecimento mostra-se bastante
ampla e com uma importancia fundamental para o0 melhoramento do rebanho. Portanto, poder
acompanhar e realizar atividades relacionadas a espécie equina e bovina e participar tanto da
parte de pesquisa quanto da parte aplicada ao campo confirma o interesse pela area. Aliado a
isso, a possibilidade de estagiar em uma universidade como a USP, de renome nao sé no
cenario nacional como internacional, e trocar experiéncias com profissionais de referéncia foi
essencial para o sucesso do estagio, o que motiva a continuacgdo pela busca e aperfeicoamento
de conhecimento constantes.

A realizacdo deste estagio também foi fundamental para consolidar as competéncias e
saberes adquiridos durante os anos da graduacdo e dos estagios extracurriculares realizados
durante minha formacédo, além de desenvolver as relagces interpessoais e, principalmente,

pensamento critico.
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APENDICE A — Modelo de certificado andrologico emitido pelo
LBSA.

UNIVERSIDADE DE SA0 PAavLrLoO
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Departamento de Reprodugdo Animal - Centro de Biotecnologia em Reprodugio Anims!

Laboratdrio de Biotecnologias do Sémen e Andrologiz
Av. Duque de Caxias Norte, 225 - CEP: 13630-000 - Caixs Fostal- 25 - Pirassumumgs / S8
(0xx19) 3565.4262 / 3565-4221 - Fax: (Oxx19) 3565.4060 - e-mail-sreiiire oo

CERTIFICADO ANDROLOGICO

A - IDENTIFICACAO DO REPRODUTOR

Nome:

I Raga:

l Data Nasc: !Rxx:

Proprietirio:

Localizagao:

B - EXAME CLINICO

1. Historico ¢ Anamnese:

2. Geral: Condigdo corporal (1-9):
3. Genitais: Perimetro Escrotal (cm):
4. Comportamento Sexual:

5. Aprumos:

Consisténcia testicular (1-5):

C - ESPERMOGRAMA

I - METODO DE COLHEITA:

11 - CARACTERISTICAS FiSICAS
1. Volume do Ejaculado (mL)
2. Turbilhonamento (0-5)
3. Motilidade (%)
4. Vigor (1-5)
5. Concentragdo (x105/mL)

PATOLOGIA DA PECA INTERMEDIARIA:*fibrilagdo, fratura

total e parcial, edema, pseudogOLas, OUTOS «..eeeecsenen e
PATOLOGIA DA CAUDA:

Fortemente dobrada ou enrolada........ooicinnnns e -
Dobrada com gota protoplasmatica distal (anexa)

TOTAL (Defeitos Maiores) . :
Z2i~DEFEITOS MENORES.. ..o it iiiianan
PATOLOGIA DA CABECA:

Delgada

6. Outros Gigante, curta, larga, pequena normal ...
111- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Isolada normal
1 - DEFEITOS MAIORES. (%) ABAXIAL, RETROAXIAL, OBLIQUA 1. eceeeeeeeressasmsnsommsasasemsassesssmmsanasans
ACROSSOMA CAUDA DOBRADA OU ENROLADA ....oaoscannncsemsassomanssssanmasosssmmasasssise
| GOTA PROTOPLASMATICA PROXIMAL wocovvvvvvenncerassensissssssenses GOTA PROTOPLASMATICA DISTAL 1o eevee oo eeseseessessssssssnssssssnssnmsnosss
| PATOLOGIA DA CABEGA: TOTAL (Defeitos Menores)
Subdesenvolvida TOPABREANOMALIAS i
Cauda enrolada na cabega Observagoes:
Cabega isolada patologica IV - OUTROS ELEMENTOS
Estreita na base Medusas
Piriforme Células pnimordiais
Pequena anormal N T e aainiesstn .
Coloragao anormal Leucocitos
Contorno anormal PEIST T e s S N ee -
"Pouch formation” Epiteliais
FORMAS TERATOLOGICAS.
D - CONCLUSAQ

Pirassununga, de de 2015.

Prof. Dr. Rubens Pacs de Arruda
Medico Veteninano Responsavel



ANEXO A — Relacao de medicamentos utilizados.
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Nome comercial

Principio ativo

Laboratério

Sincrorrelin®

Vetecor®

BotuSémen®

Ocitocina Forte UCB®

Sincrocio®

Indisponivel

comercialmente

Acetato de deslorelina

Gonadotrofina coridnica humana

Diluidor a base de leite desnatado

Ocitocina sintética

Cloprostenol sodico

Progesterona

Ouro Fino

Hertape Calier

Botupharma

uCB

Ouro Fino

Manipulado pela

Botupharma
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