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RESUMO

A disciplina PRG107 é ofertada no altimo periodo do curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras e é caracterizada pelo estagio supervisionado. Possui como
objetivo aprimorar o conhecimento do aluno e tornar possivel a aplicagdo pratica do
aprendizado adquirido durante toda a graduacdo. O estagio supervisionado foi realizado no
setor de Reproducdo do Departamento de Veterinaria, na Universidade Federal de Vigosa sob
supervisdao do MV Prof. Dr. José Domingos Guimardes e orientagdo do MV Prof. Dr. Luis
David Solis Murgas. O estagio foi realizado no periodo de primeiro de fevereiro a 26 de abril
de 2019, totalizando 456 horas. Neste relatorio foram descritas as atividades desenvolvidas
durante esse periodo, além de descrever a técnica de maturacdo in vitro de odcitos suinos e
relatar um caso de orquite traumatica associada a hidrocele em garanhdo da raca mangalarga
marchador. O estagio supervisionado é fundamental para a formacéo profissional dos futuros
Medicos Veterinarios, formados na Universidade Federal de Lavras.

Palavras-chave: Maturagdo in vitro. Orquite. Hidrocele. Exame androlégico. Exame
ginecologico.
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1. INTRODUCAO

A disciplina PRG107 é ofertada no ultimo periodo do curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras e é caracterizada pelo estagio supervisionado. E constituida por
408 horas praticas que devem ser realizadas no local de estagio. Apds realizadas tais atividades,
deve ser elaborado um relatorio de estdgio como trabalho de conclusdo de curso (TCC),
necessario para a obtencao do titulo de bacharel.

O estéagio supervisionado foi realizado na Universidade Federal de Vicosa, na area de
reproducdo animal. No periodo de estagio foram exercidas atividades praticas a campo, que
consistiram no acompanhamento reprodutivo de animais pertencentes a Universidade e a
produtores da regido. Dentre essas atividades, entdo a realizacdo de exames andrologicos,
exames ginecoldgicos, diagndsticos de gestacdo e inseminacao artificial em tempo fixo.

Também foram realizadas atividades em laboratério tais como a anélise da morfologia
espermatica, aspiracdo folicular de ovarios provenientes de abatedouro e maturacdo in vitro
(MIV) de odcitos. A duracdo do periodo de estagio foi do dia primeiro de fevereiro a 26 de abril
de 2019, totalizando 456 horas.

O estagio supervisionado tem como objetivo aprimorar o conhecimento do aluno e
tornar possivel a aplicacdo pratica do aprendizado adquirido durante toda a graduacdo. Dessa
maneira, o0 estagio faz com que o estudante torne-se mais preparado para enfrentar o mercado
de trabalho ou seguir a carreira académica. Esse trabalho foi desenvolvido sob a orientacdo do
MV Prof. Dr. Luis David Solis Murgas e possui como objetivo descrever as atividades

desenvolvidas durante o estagio supervisionado.

2. LOCAL DE ESTAGIO

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) possui sede na cidade de Vigosa (MG), zona
da mata mineira, a 225 km de Belo horizonte. Além disso, possui campus nas cidades de Rio
Paranaiba e Florestal. Sua inauguracdo ocorreu no ano de 1926 como Escola Superior de
Agricultura e Veterinaria (ESAV) e teve sua federalizacdo em 1969. O campus de Vigosa
atualmente conta com 47 cursos de graduacdo, além de pos-graduacdo. Dentre 0s cursos
oferecidos estd o de Medicina Veterinaria, que foi criado no ano de 1976 e dois anos depois
iniciou-se a construcdo do atual Departamento de Veterinaria.

O Setor de Reproducdo Animal possui dois laboratdrios, o Laboratorio de Andrologia

Animal (L.A.A) (Figura 1) que conta com 2 microscopios, onde a principal atividade é a analise



da morfologia espermatica de materiais coletados em atividades a campo. O outro laboratério
é de maturacdo de ovdcitos e fecundagdo in vitro (MOFIV) que possui uma sala contendo
equipamentos como pHmetro, balanca, banho maria e geladeira, outra sala que contém
autoclave, estufa de secagem e estufa de esterilizacdo, uma sala destinada a lavagem dos
materiais utilizados e a sala de cultivo que dispde de uma capela de fluxo laminar, onde ocorre
a selecdo dos odcitos de acordo com a sua qualidade e uma estufa de CO para a maturacao in
vitro (Figura 2).

Ambos laboratérios sdo utilizados por alunos de pés-graduacdo e sdo de
responsabilidade do Professor Dr. José Domingos Guimardes. A equipe é formada por trés
mestrandos, cinco doutorandos e dois p6s doutorandos. Além dos professores responsaveis pela
reproducdo, que também realizam assisténcia ao hospital veterinario de grandes animais.

As linhas de pesquisa atuais sdo com protocolos de IATF (Inseminacdo artificial em
tempo fixo) em bovinos, MIV e FIV (Fertilizagdo in vitro) em suinos, hipoplasia testicular em
touros da raga Gir e biometria testicular em cavalos da ragca Mangalarga Marchador.

José Domingos Guimardes, supervisor do estagio, possui graduacdo em Medicina
Veterinaria pela Universidade Federal Rural da Amazénia (1986), Mestrado em Zootecnia
(1993) e Doutorado em Medicina Veterinaria pela Escola de Veterinéria da Universidade
Federal de Minas Gerais (1997). Suas areas de atuacdo sdo: criopreservacdo de gametas
masculinos e feminino, fisiologia e morfofisiologia, producdo e reproducdo de bovinos,

caprinos, suinos e equinos.

Figura 1- Laboratério de Andrologia Animal do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 2- Sala de cultivo do laboratério de maturacdo de ovocitos e fecundagéo in vitro
do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.
| /

Fonte: Do autor (2019).

3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades de estagio tiveram inicio no dia primeiro de fevereiro de 2019 e término
dia 26 de abril de 2019, totalizando 456 horas. Esse periodo caracterizou-se pelo
acompanhamento dos Médicos Veterinarios tanto em atividades a campo quanto em

laboratdrio. Na Tabela 1 sdo apresentadas as atividades desenvolvidas.

Tabela 1- Atividades desenvolvidas durante o estagio supervisionado

Atividades desenvolvidas Quantidade de atividades realizadas
Anaélise de morfologia espermatica 100
Exames androldgicos 30
Castracoes 2
Exames ginecoldgicos 578
Diagndsticos de gestacdo e sexagem fetal 368
Protocolo de Inseminacao artificial em 65
tempo fixo

Casos atendidos no Hospital Veterinario 4
Acompanhamento de aulas 25
Distocias 1

Aspiracao folicular 222
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3.1 Avaliacdo da morfologia espermética

Para avaliacdo da morfologia espermatica pode ser realizada a técnica de esfregaco
corado ou de preparagdo Umida. Em campo, apds realizar a coleta seminal, sdo depositadas
gotas de sémen em um eppendorf contendo solugdo formol-salina tamponada (1 mL) até que a
solucdo atinja um aspecto turvo. Para a realizacdo da técnica de preparacdo Umida,
primeiramente com uma pipeta, é realizada uma leve mistura do material para que a amostra
coletada ndo fique muito concentrada. Feito isso, € colocada uma gota da solucao sobre a lamina
que em seguida é coberta por uma laminula. Com o auxilio de um papel toalha, essa érea é
pressionada para que elimine o excesso de liquido, durante essa fase deve-se evitar que ocorra
o0 deslizamento da laminula sobre a lamina, que pode causar danos as células espermaticas como
a decapitacdo. Para que a preparacdo se conserve por mais tempo, pode-se fixar a laminula a
lamina com o uso de esmalte para unhas. Em seguida aplica-se 6leo de imersao sobre a lamina,

que ¢ levada até um microscépio de contraste de fase (x1000) (Figura 3).

Figura 3- Lamina contendo sémen bovino apdés realizacdo da técnica de
preparacdo Umida, visualizada em microscopio de contraste de
fase (x1000)

Fonte: Do autor (2019).

J& na técnica de esfregaco corado, apds aplicar uma gota da solucdo sobre a lamina, é

realizado um esfregaco interrompido, em seguida a lamina é corada com pandtico. Para a
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técnica da coloragdo, a lamina é mergulhada durante 10 segundos em cada uma das trés solucdes
e é analisada sob imersdo, em microscopia 6ptica (x1000) (Figura 4). Para a avaliacdo da
morfologia espermatica sdo contadas no minimo 200 células, e os defeitos sdo classificados de
acordo com o local em que se encontram, ou seja, na cabeca ou cauda, e também podem ser

identificados em defeitos menores e maiores, de acordo com BLOM (1973).

Figura 4- Lamina contendo sémen bovino apos realizacdo da técnica de esfregaco
corado, visualizada em microscopia optica (x1000).

2

Fonte: Do autor (2019).
3.2 Exames Androldgicos

Os exames androldgicos foram realizados na Fazenda Brasilia Agropecuéria localizada
na cidade de S&o Pedro dos Ferros, Minas Gerais. Inicialmente realizou-se inspecdo dos animais
observando-se cascos e aprumos. Os animais eram colocados em troncos de contengdo onde
era feita a inspecdo dos 0rgdos externos do sistema genital para verificar se havia alteracGes e
através da palpacdo foi avaliada a consisténcia e mobilidade testicular. Feito isso, realizou-se a
medida do perimetro escrotal em seu maior didmetro utilizando-se fita métrica e com o
paquimetro foi observada a altura (sentido dorso-ventral) excluindo-se a cauda do epididimo e
largura (sentido latero-lateral). O comportamento sexual ndo foi avaliado pois ndo havia fémeas
em cio. A palpacio transretal foi realizada a avaliacdo das vesiculas seminais de acordo com

tamanho, simetria, consisténcia e lobulagdo. A coleta de sémen foi realizada usando eletro
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ejaculador, sendo avaliado seu volume e aspecto, de modo que os ejaculados foram coletados
em tubos falcon (15 ml) acoplados a funis plasticos. O aspecto pode ser denominado aquoso,
opalescente, leitoso (Figura 5) ou cremoso, sendo diretamente relacionado a concentracédo
espermatica (Tabela2). Foi colocada uma gota de sémen em uma lamina pré-aquecida a 37°C e
em microscopio éptico com objetiva de 10x foi avaliado turbilhonamento (0-5). Em seguida,
para a avaliagdo da motilidade (%) e vigor (0-5) depositou-se uma gota de sémen sob uma
lamina pré-aquecida, que foi coberta com laminula e observada em microscépio dptico com
objetiva de 40x. Em um eppendorf contendo solucdo formol-salina tamponada (1 mL)
depositou-se gotas de sémen até atingir aspecto turvo, para realizar a analise da morfologia

espermatica em laboratorio.

Tabela 2- Relacdo entre aspecto seminal e concentracdo espermatica em bovinos

Aspecto seminal Concentracéo espermatica em mm?3
Cremoso > 1000 x 10%/mms3
Leitoso 500 a 1000 x 108/mm3
Opalescente 300 a 500 x 10%/mm3
Aquoso <300 x 105/mm3

Fonte: Pimentel (2008).

Figura 5- Amostra de sémen bovino de aspecto leitoso coletado na fazenda Brasilia.

Fonte: Do autor (2019).
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Brasilia - Grande Campedo Megaleite 201'9" )

Figura 6- Expoente TE d

R m
ey

Fonte: Do autor (2019)

3.3 Castragdes

Foram realizadas duas castracGes cirurgicas durante o periodo de estagio, ambas em
suinos pertencentes a UFV. Os animais eram do sexo masculino e possuiam 200 kg de peso
corporal. Inicialmente foi feita a contencdo dos animais para a realizacdo do procedimento
anestésico. Os farmacos utilizados para a anestesia foram Quetamina (7mL) e Diazepam (7mL),
ambos associados na mesma seringa e aplicados no seio orbital. Imediatamente o animal entrou
em plano anestésico sendo posicionado em decubito lateral. Para a realizagdo da anestesia local
utilizou-se 25 ml de lidocaina, sendo aplicada na regido subcutanea entre os testiculos e também
intratesticular. Utilizou-se iodo para a antissepsia do local. Com um bisturi foi realizada uma
incisdo sobre pele e tecido subcutaneo ao longo da rafe mediana do escroto. Um dos testiculos
foi exteriorizado coberto pela camada parietal da tunica vaginal, feito isso realizou-se uma
incisdo na tanica vaginal expondo o testiculo. Em seguida foi identificado o corddo
espermatico, fixado com pinca hemostatica e feito uma ligadura circundando suas estruturas,
posteriormente realizou-se a incisdo do corddo espermatico com o bisturi, e também a incisao
do ligamento da cauda do epididimo removendo assim o testiculo. O mesmo procedimento foi
feito com o testiculo contralateral. Com o auxilio de uma gaze limpou-se a regido e em seguida
lavou-a com agua e iodo. Como pds-operatorio foi receitado antibiético e anti-inflamatério por

no minimo trés dias.
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3.4 Exames ginecologicos, diagnosticos de gestagdo e sexagem fetal

Os exames ginecologicos possuem como objetivo identificar a fase do ciclo estral,
causas de infertilidade, disturbios puerperais e avaliar se 0 animal esta apto a reproducao
(FRENCH et al., 2018). Primeiramente é importante ter conhecimento do historico do animal,
em seguida realiza-se a inspecdo, na qual é verificada a conformacdo geral do animal, escore
de condicéo corporal (ECC) e se ha presenca de secrecdo vaginal ou alteracGes vulvares.

Posteriormente € realizada a palpacéo transretal, utilizando-se luvas proprias para tal
atividade, na qual € invertida para evitar lesbes na mucosa retal do animal. Durante o exame
sdo avaliadas as estruturas do trato reprodutivo, como cérvix, Utero, tuba uterina e ovérios. Tal
exame € de grande importancia para verificar se ha alteracdes no trato reprodutivo
possibilitando o tratamento ou descarte do animal, antes por exemplo da implementacdo das
biotécnicas da reproducdo no rebanho. Feita a palpacdo transretal, pode-se também utilizar a
ultrassonografia.

A ultrassonografia baseia-se na emissdo de ondas sonoras de alta frequéncia geradas
pelos cristais pizoelétricos presentes no transdutor do aparelho. Ao chegar aos tecidos, essas
ondas voltam para o transdutor em formato de eco. A ultrassonografia em Tempo-Real Modo-
B ¢ a utilizada na reproducéo animal, ela foi desenvolvida na década de 70 na reproducgédo
humana, sendo utilizada na medicina veterinaria pela primeira vez em 1980, na espécie equina
(GINTHER, 2014). Nesse modo, 0s ecos captados pelos cristais pizoelétricos sdo representados
no monitor na forma de pontos em diferentes tonalidades de cinza. Cada tecido possui diferentes
graus de ecogenicidade (geracdo de eco) o que possibilita diferencia-los. Os transdutores
utilizados para a via transretal possuem de 5,0 a 7,5 MHz (HAFEZ 2004).

O Ultrassom Veterinario utilizado durante as praticas a campo é o Mindray P/B - DP
2200 VET e o transdutor € linear, na qual resulta em uma imagem retangular (FRICKE, 2002).

Durante as visitas a campo para a realizacdo dos exames ginecoldgicos foram
encontrados em bovinos casos de alteragcdes cervicais como cérvix tortuosa, uterinas como
endometrites e metrites, tubarias como a salpingite e hidrossalpinge e ovarianas como cisto
foliculares. Os casos recebiam o devido tratamento para que o animal entrasse no manejo
reprodutivo. Em casos que ndo possuem tratamento como a cérvix muito tortuosa que
impossibilita a pratica de inseminacdo artificial os animais eram descartados.

Nas espécies caprina e suina os exames ginecoldgicos eram realizados utilizando apenas

a ultrassonografia.
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Tabela 3- Exames ginecoldgicos realizados por espécie durante o periodo de estagio.

Espécie Quantidade
Bovinos 546
Suinos 20
Equinos 7
Caprinos 5

Outro grande objetivo do exame ginecoldgico é o diagndstico de gestacdo que possuli
como vantagens a diminui¢do do intervalo entre partos, aumento dos indices produtivos do
rebanho, certificacdo de animais para venda além do consideravel valor econdmico para o
produtor (BALHARA et al., 2013; HAFEZ, 2004).

A maior parte dos diagndsticos de gestacdo realizada durante o estagio foi na espécie
bovina. Deve ocorrer o mais cedo possivel apds monta natural ou inseminagao artificial para
que o animal ndo gestante entre novamente no manejo reprodutivo, ou seja descartado,
reduzindo assim o gasto econdmico com animais nao gestantes no rebanho (HAFEZ, 2004).

Antes do advento da ultrassonografia em tempo real modo B, os diagnosticos eram
realizados através da palpacdo transretal. Atualmente pode-se utilizar os dois métodos,
geralmente sendo utilizado primeiro a palpacdo transretal para em seguida empregar a
ultrassonografia (SHELDON; NOAKES, 2002).

Os diagnosticos de gestacao eram realizados ap6s ocorrer a inseminacdo artificial, em
todos os casos eram em rebanhos que utilizam a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF).
O diagnostico precoce era realizado de 28 a 30 dias ap6s a inseminacéo artificial. Entre 55 e 60
dias apds inseminacdo realizava-se a sexagem fetal, sendo também confirmada a gestacéo, e
aos 90 dias ocorria a reconfirmacao da gestacdo (Tabela 4). As confirmacdes eram feitas devido
as maiores perdas gestacionais ocorrerem durante esse periodo. Quando as perdas gestacionais
ocorrem até 45 dias apos fertilizacdo ¢ denominada mortalidade embrionaria, e apos os 45 dias
mortalidade fetal. A maioria das perdas gestacionais ocorrem ainda no periodo embrionario
(VANROOSE et al., 2000).

Ja em caprinos e suinos os diagnodsticos eram realizados utilizando apenas a
ultrassonografia, em caprinos utilizou-se a ultrassonografia transretal, 30 dias apés a cobertura.
Em suinos os diagnésticos eram realizados a partir de 21 dias apds a inseminacao artificial,

através da ultrassonografia transabdominal.
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Tabela 4- Diagnosticos de gestacdo, sexagem e confirmacao na espécie bovina em relacéo a
dias ap0s a inseminacéo artificial.

Dias ap0s a inseminacao artificial Quantidade de diagnosticos
30" 222
60 128
90" 18

*Diagndstico precoce de gestagdo. ** Confirmacao da gestacao e sexagem fetal. *** Reconfirmacao da gestacéo.

No diagndstico precoce de gestacdo, observa-se durante a palpacdo em animais prenhes
a presenca de corpo luteo no ovario, ligeira assimetria de cornos uterinos e presenca de vesicula
amnidtica no corno ipsilateral ao corpo lateo. Ao realizar a ultrassonografia observa-se a
presenca da vesicula embrionaria como uma estrutura anecoéica contendo em seu interior o

embrido (Figura 7).

Figura 7- Embrido bovino apos 32 dias de inseminacao artificial.

Fonte: Reproducdo UFV (2019).

A sexagem fetal € realizada através da ultrassonografia transretal, na qual observa-se a
localizagdo do tuberculo genital. O tubérculo genital € uma estrutura embrionéaria que dara
origem ao pénis em machos e ao clitoris nas fémeas. E uma estrutura hiperecogénica, sendo
apresentado no monitor como uma estrutura bilobulada, branca e brilhante. Quando o tubérculo
é observado proximo ao umbigo, na sua regido caudal, significa que ele é do sexo masculino,

ja quando é observado abaixo da cauda, o feto é do sexo feminino (STROUD, 2005).
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3.5 Protocolos de IATF (Inseminacéo artificial em tempo fixo)

A IATF consiste na sincronizacdo da ovulacdo através da manipulacdo hormonal
exogena. Dentre as vantagens dessa biotécnica, esta a sincronizacdo do estro de um grande
nimero de animais, concentracdo do nascimento de bezerros em uma Unica época do ano
fornecendo assim a padronizacao do rebanho, inducdo da ciclicidade em vacas em anestro e
diminuicdo das falhas em observacdo de cio, que é a principal causa de insucessos na
inseminacdo artificial (BO; BARUSELLI, 2014).

Os protocolos utilizados durante o periodo de estagio tém como objetivo promover a
atresia folicular. Dois foram os protocolos empregados, em ambos se realizou primeiramente o
diagnostico de gestacdo (DG), na qual sdo selecionadas as vacas vazias para gue sejam
protocoladas. No mesmo dia aplicou-se 2 mL de Benzoato de Estradiol (Sincrodiol®, Ouro
Fino, Brasil) intramuscular e dispositivo intrauterino de progesterona (Sincrogest®, Ouro
Fino, Brasil). A associacdo desses dois horménios provoca um feedback negativo no
hipotalamo causando assim atresia folicular e emergéncia de uma nova onda em 3 a 4 dias.
O dispositivo intravaginal de progesterona era mantido por oito dias, para evitar ovula¢des
precoces. No dia oito retirava-se o dispositivo (Figura 8).

Figura 8- Retirada do dispositivo intravaginal de progesterona.

Fonte: Do autor (2019).
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Apos a retirada do dispositivo, era realizada a aplicagcdo intramuscular de 2 ml de
prostaglandina, para ocorrer a regressdo do corpo liteo e consequentemente a ovulagéo.
Em um dos rebanhos, localizado na UFV-Campus Florestal, utilizou-se apenas 1ml de
prostaglandina, com o intuito de observar se 0s animais respondem a essa dose inferior,
diminuindo assim os custos da IATF. Os nomes comerciais mais utilizados durante o
periodo de estagio foram Ciosin® (MSD Satide Animal) e Sincrocio® (Ouro Fino, Brasil).

O Cipionato de estradiol (E.C.P.®, Zoetis, Brasil) ou Benzoato de estradiol
(Sincrodiol®, Ouro Fino, Brasil) sdo utilizados como indutores da ovulagdo. O primeiro é
aplicado no dia oito, diminuindo assim um dia de manejo dos animais. J& o segundo deve
ser aplicado no dia nove. Em ambos a aplicacdo é intramuscular na dose de 1mL. No dia

10 realizava-se a inseminacdo artificial (Figura 9 e Figura 10).

Figura 9-Animais revelando sinais de estro no dia da inseminagcéo artificial em Florestal-MG.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 10-Inseminacédo

&

artifjcial.

' 1 6

Fonte: Do autor (2019).

Os protocolos utilizados durante o periodo de estagio sdo representados nas figuras a seguir
(Figura 11 e Figura 12).

Figura 11- Protocolo de IATF utilizando cipionato de estradiol
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Figura 12- Protocolo de IATF utilizando benzoato de estradiol

BE PGF2a BE IATF

Dispositivo intrauterino de P4

DG D8 D9 D10

3.6 Casos atendidos no hospital veterinario de grandes animais

Os professores responsaveis pela reproducao animal realizam atendimentos no hospital
veterinario em casos relacionados com tal area. Primeiramente os animais sdo atendidos pelos
Médicos Veterinarios Residentes, na qual é realizada a anamnese e o exame fisico, em seguida,
é feita a avaliagdo reprodutiva. Dentre os animais atendidos estdo uma mini vaca e uma pénei,
encaminhadas ao hospital pois os proprietarios desejavam que fosse realizada a avaliacdo do
trato reprodutivo e diagnosticos de gestacdo. Ambas ndo estavam prenhes, mas ndo havia
alteracOes reprodutivas. Outro caso atendido foi de um garanhdo apresentando uma massa na
regido peniana sendo diagnosticado com sarcoide (Figura 13). Foi atendido também um caso
de orquite traumatica, que sera descrito neste trabalho.

Fonte: Do autor (2019).
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3.7 Acompanhamento de aulas

Durante o estagio, foram acompanhadas as aulas ministradas para alunos da graduacéo
de Medicina Veterinaria e Zootecnia. As disciplinas ofertadas sdo Reproducdo animal | e
Fisiologia da Reproducdo, respectivamente. O conteddo fornecido para ambos 0s cursos €é
semelhante. Foram acompanhadas aulas tedricas nas quais eram abordados temas sobre
reproducdo de fémeas. As aulas praticas eram realizadas no setor de Zootecnia, na qual eram
disponibilizadas 20 vacas de corte para as aulas de palpacao transretal, e ultrassonografia. As
aulas ocorreram também no setor de suinocultura onde foi apresentado o manejo reprodutivo
exercido no local e também no setor de caprinos realizando diagndésticos de gestacéo através da
ultrassonografia em Tempo-Real Modo-B.

3.8 Distocias

Um dos Médicos Veterinarios do setor de reproducéo foi chamado até uma propriedade
para o atendimento de uma vaca de leite que havia entrado em trabalho de parto durante a
madrugada. O responsavel pelo manejo dos animais relatou que houve rompimento da bolsa
alantdica e amniética, mas que aparentemente o animal néo realizava a forga necessaria para a
expulsdo fetal. Relatou também que chegou a realizar palpacdo vaginal e observou que o feto
apresentava amolecimento dental e que a previsao de parto era apenas 26 dias depois. Durante
a palpacdo transretal o veterinario avaliou a viabilidade fetal, onde foi verificado que havia
ocorrido um abortamento. Sua apresentacdo e atitude estavam corretas, ou seja, apresentacdo
longitudinal anterior e membros e cabeca estendidos. Porém, a posi¢éo era cérvico pubica. Foi
realizada a rotacdo do feto, para a posi¢ao cérvico sacra e em seguida a tracdo forcada até que
o feto fosse eliminado. O animal era do sexo masculino e possuia aproximadamente 40
quilogramas (kg) (Figura 14). Aplicou-se na vaca Terramicina® (Zoetis, Brasil) na dose de
1 mL para cada 10 kg de peso corporal por dois dias e flunixin meglumine (Banamine®,
MSD Saude Animal) na dose de 2 mL a cada 45 kg de peso corporal durante trés dias. Além

disso foi fornecido Drench Reviva Farm-O-San para reposicao hidroeletrolitica.
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Figura 14- Animal do sexo masculino com aproximadamente 40 Kg.

. |
Fonte: Do autor (2019).

3.9 Aspiracéo folicular

Para a realizacdo da aspiracdo folicular, duas técnicas foram utilizadas. Em bovinos
utilizou-se a aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU-Ovum pick-up) que possibilita a
recuperacdo de oocitos de fémeas vivas, e em suinos foi realizada a aspirag&o in vitro, na qual
utilizou-se ovarios coletados em abatedouro.

Para a realizacdo da OPU, as fémeas bovinas eram colocadas em tronco de contencéo,
e em seguida a regido perineal era lavada com agua em sabdo. Posteriormente, era feita a
anestesia epidural com 4 mL de lidocaina 2%. Foi utilizada uma guia de aspiracéo, na qual era
acoplado o transdutor microconvexo, além de possuir em sua extremidade um local onde era
inserida uma sonda contendo a agulha 18 Gauge (G). A agulha era conectada ao sistema de
aspiracdo que continha um tubo falcon de 50 mL com 7 mL de soro fisioldgico e heparina.
Utilizou-se uma bomba a vacuo com pressdo de 60 a 80 mmHg. Para a realizacéo da aspiracdo
a guia era inserida pelo Médico Veterinario na vagina do animal ao mesmo tempo que com 0
brago oposto realizava-se a palpagdo transretal. O ovario era localizado e posicionado na frente
do transdutor, sendo possivel vé-lo no monitor do ultrassom. Feito isso, a sonda que possuia a
agulha foi acoplada na guia de aspiracao e ao chegar no foliculo a bomba a vacuo era ligada. A
aspiracdo era feita quando a agulha entrava em contato com o foliculo, posteriormente a sonda

era rotacionada (90 graus) para ambos os lados fazendo com que ocorresse a aspiracao.
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Em seguida, o tubo falcon era retirado do sistema, 0s ovacitos eram lavados com solugéo
fisiologica e classificados em Grau | (citoplasma homogéneo, cumulus contendo mais de 3
camadas de células) Grau Il (citoplasma homogéneo e cumulus contendo até 3 camadas de
células), Grau Ill (citoplasma heterogéneo, contendo apenas uma camada ou ndo recobrindo
totalmente o oocito), e Grau IV (desnudo, ou seja, células do cumulus ausentes). Durante a
classificacdo, os odcitos eram mantidos em meio de manutencdo contendo PBS (tampéao
fosfato-salino) e Soro fetal Bovino. Os odcitos grau I, 11 e 111 foram congelados em nitrogénio

liquido.

4. RELATO DE CASO — ESTUDO PILOTO DA MATURACAO IN VITRO (MIV) DE
OOCITOS SUINOS

4.1 Revisao de literatura

4.1.1 Ovogénese

Durante a vida fetal inicial, as ovogbnias se multiplicam através de divisdes mitoticas.
Em seguida, elas iniciam o processo de divisdo meiotica, se transformado em o0citos primarios,
inclusos em foliculos primordiais, que possuem uma camada de células foliculares achatadas
(HARDY et al., 2000)

Ainda durante a vida fetal, os o6citos permanecem na fase de dipléteno da primeira
préfase meidtica até o inicio da puberdade, sendo esse estagio conhecido como vesicula
germinativa. Durante essa fase, 0s odcitos aumentam de didmetro e acumulam proteinas e RNA
mensageiros (MRNASs),que serdo utilizados posteriormente durante a maturagao, fertilizagéo e
desenvolvimento embrionéario (FISSORE et al., 2002; GOSDEN; TELFER, 1987). Um dos
fatores responsaveis por esse blogueio da meiose é o inibidor da meiose do odcito (OMI)
presente no fluido folicular. Além disso o bloqueio meiodtico também é causado pela presenga
de Monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), que assim como o0 OMI é produzido pelas células
da granulosa e chegam ao o6cito através das jun¢Bes gap. A alta concentracdo de AMPc causa
inibicdo do fator promotor da matura¢do (MPF) (KAWAMURA et al., 2004).

Durante o crescimento oocitario, as células que se encontram ao seu redor, denominadas
células do cumulus oophorus entdo intimamente ligadas entre si e ao 006cito atraves de juncoes

gap. Essas células possuem proje¢des que atravessam a zona pellcida até atingirem o oolema
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promovendo assim a transferéncia de moléculas como proteinas, substratos energéticos,
enzimas e aminoacidos (ANDERSON; ALBERTINI, 1976; RICHARDS et al., 2002).

Na puberdade ocorre um pico pré ovulatério de hormonio luteinizante (LH), que
promove expansao das células do cumulus e quebra das juncdes intercelulares, interrompendo
assim a comunicagao com o odcito. Dessa maneira ocorre a diminuicdo das concentracfes de
OMI e AMPc resultando na quebra da vesicula germinativa e retorno da meiose . Ao completar
a primeira meiose acontece a liberacéo do o6cito, sendo agora uma célula haploide chamado de
oocito secundario e do primeiro corpusculo polar que é constituido de cromossomos e organelas
como granulos corticais, ribossomos e mitocéndrias. O odcito permanece em metéfase 11 sendo
liberado nesse estagio, e a divisdo meidtica s6 tem continuagdo se houver fecundacdo. Nesse
periodo que compreende entre o pico pré ovulatério de LH e a ovulacdo ocorre a maturacdo
oocitaria (FISSORE et al., 2002; RICHARDS et al., 2002)

A maturacgdo oocitaria compreende uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares. A
maturacdo citoplasmética constitui-se de alteracfes que tornam possivel a ocorréncia da
fecundacdo e do desenvolvimento embrionéario inicial. Dentre essas alteracbes estdo a
redistribuicdo das organelas celulares, reorganizacdo dos microtibulos e redistribuicdo dos
granulos corticais dentro do citoplasma. Ja a maturacdo nuclear consiste na saida do oocito do
estagio de diploteno da primeira préfase meidtica atingindo o estagio de metéfase Il
(ANGUITA et al., 2007).

4.1.2 Foliculogénese

Durante o desenvolvimento folicular, a camada de células da granulosa inicialmente
encontra-se achatada caracterizando assim os foliculos primordiais, que sdo transformados em
foliculos primarios em que as células ao seu redor tornam-se cuboides (HULSHOF, 1994). Em
seguida, ocorre um aumento da quantidade de camadas de células, e inicio da formacdo da zona
pellcida e da teca sendo denominado foliculo secundario (BASSO; ESPER, 2002). Ambos sao
classificados como foliculos pré antrais, durante essa fase, ndo ha dependéncia das
gonadotrofinas hipofisarias para ocorrer o crescimento folicular. Posteriormente sdo formados
pequenos espacgos contendo liquido que vdo aumentando de tamanho até formar uma Unica
cavidade, sendo entdo denominados foliculos tercidrios ou antrais que sdo essencialmente
dependentes de gonadotrofinas hipofisarias (BARNETT, 2006).

Em seguida, ocorre a emergéncia folicular, na qual um grupo desses foliculos antrais é

recrutado devido ao aumento das concentracfes plasmaticas de hormonio foliculo estimulante
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(FSH). Em espécies monovulatérias, dentre esses foliculos recrutados, apenas um é selecionado
durante a divergéncia folicular, na qual sofrerd a ovulacdo, sendo denominado foliculo
dominante (FORTUNE, 1994; 2001). Ja em suinos ocorre a ovulacdo de 10 a 25 foliculos em
cada ciclo (HAFEZ, 2004). A taxa de fecundacao € alta, porém ha grandes perdas embrionarias

durante a gestagéo.

4.1.3 Maturacdo in vitro

Como visto anteriormente, o desenvolvimento oocitario e folicular sdo eventos
intimamente relacionados entre si. Porém apenas uma pequena parte dos odcitos chega a
completar seu desenvolvimento e ser fecundada enquanto a maioria é perdida durante as fases
de crescimento (AGUILLAR et al., 2001; HIRAO et al, 1994). Desse modo a utilizacdo das
biotecnologias da reprodugdo € uma ferramenta para aumentar o ganho genético em curto
periodo.

Dentre essas biotecnologias esta a Maturacdo in vitro de o6citos que possui a capacidade
de resgatar uma grande parte dos odcitos imaturos presentes no ovario permitindo que atinjam
a metéfase 1, tornando-se viaveis para a fecundagdo (GILCHRIST et al., 2008).

Em 1972, Mukherjee demonstrou ser possivel obter embrides de camundongos em
laboratdrio, através da maturacdo oocitaria, capacitacdo espermatica e fertilizacdo in vitro,
fazendo com que houvesse inimeras tentativas em outros animais. Posteriormente, em 1989,
Matioli et al realizaram a maturacdo e fertilizacdo in vitro de odcitos suinos, obtendo pela
primeira vez o nascimento de leitdes vivos. Em pesquisas anteriores os o6citos obtidos
apresentavam alteracdes de desenvolvimento ap0s a fertilizacéo in vitro.

A utilizacdo de odcitos provenientes de ovarios de frigorificos constitui-se de uma
fonte de baixo custo, e com grande quantidade de material para a realizacdo da MIV (BAGG et
al., 2004). Estudos realizados comparando o6citos de fémeas puberes e pré puberes indicam
gue ovarios de fémeas adultas possuem oocitos com maior competéncia de desenvolvimento
em vaérias espécies domesticas, incluindo os suinos (MARCHAL et al., 2001; O’BRIEN et al.,
2000).

O meio mais utilizado para a maturacdo in vitro ¢ o TCM 199, que é suplementado
com outras substancias necessarias, havendo variagdes de protocolos entre os laboratérios. Uma
das substancias utilizadas para suplementar o meio é o FSH, visto que foi observado que nédo

ocorre a formacdo do antro folicular sem a sua presencga. Outra caracteristica que influencia a
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maturacdo oocitéria é a presenca das células do cumulus bem aderidas ao oocito, sendo
indispensaveis para a sua maturacdo (HIRAO et al., 1994).

Geralmente durante a MIV utiliza-se 6leo mineral entre 0 meio para evitar a
evaporacdo. Porém Shimada et al (2002) observaram que a utilizacdo do éleo mineral reduz as

taxas de maturagdo de oocitos suinos.

4.1.4 Avaliacdo da maturacdo in vitro

Um dos métodos usados para avaliar a maturacdo nuclear € a fixacdo dos odcitos em
alcool e acido e em seguida a coloragdo com aceto-orceina. Os odcitos maduros encontram-se
em metafase Il na qual através da microscopia Optica observa-se cromossomos independentes
com as cromatides-irmas unidas por centrdmeros. O estudo realizado por Somfai et al (2005)
revelou que 91,4% dos odcitos que possuiam o primeiro corpusculo polar ja se encontravam
em metéfase 1, sendo a avaliagdo da maturacéo através da visualizagdo do primeiro corpdsculo
polar um método viavel.

Apdbs o periodo necessario para a maturacdo oocitaria, pode-se observar a expansao
das células do cumulus oophorus, que é um indicador da maturagdo citoplasmatica (SERRET
et al., 2007). Além disso, oocitos que apresentam citoplasma heterogéneo apds o periodo de
maturacgdo apresentam maior capacidade de fecundagdo em relacdo aos o6citos com citoplasma
homogéneo, isso ocorre pois eles possuem uma melhor distribuicdo dos granulos corticais
(NAGASHIMA et al., 1996).

Para uma avaliagdo com maior acuracia da maturagédo citoplasmatica, observa-se a
migracédo dos granulos corticais e distribuicdo das organelas celulares atraves da microscopia
eletrobnica. Outro método utilizado é a avaliacdo da presenca do pro-ndcleo masculino em

o0citos que passaram pelo processo de fertilizacdo (MATTIOLI et al., 1991).
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4.2 Relato de caso
4.2.1 Local

A maturacdo in vitro de odcitos suinos foi realizada no laboratério de maturacao de
ovocitos e fecundagdo in vitro (MOFIV) do Departamento de Veterinaria (DVT) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

4.2.2 Coleta de ovarios

Os ovarios foram obtidos de fémeas suinas abatidas no frigorifico Saudali (Figura 15) e
transportados em garrafa térmica contendo solucdo fisiologica acrescida de gentamicina
(10mg/ml) a uma temperatura de 37° C. O frigorifico é localizado na cidade de Ponte Nova,
zona da mata mineira, onde diariamente sdo abatidos mais de 2 mil animais e produzidos
aproximadamente 240 toneladas de carne.

Apos a evisceracdo, as visceras eram separadas entre brancas e vermelhas e colocadas
em bandejas distintas sobre uma mesa rolante. Feito isso, era realizada a identificacdo do sexo
do animal e em seguida a coleta dos ovarios, que na maioria das vezes eram de fémeas pré-
puberes. Para a realizagcdo desse trabalho foram coletados 52 ovarios. O tempo de transporte

entre o frigorifico e o laboratério foi em média de 50 minutos.

Figura 15- Planta do frigorifico Saudali em Ponte Nova — MG

e
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Fonte:Frigrifico Saudali (20).
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4.2.3 Aspiracao folicular e selegdo dos complexos cumulus o6cito (CCOs)

Ao chegar ao laboratorio os ovarios eram lavados com solucédo fisiologica (0,9 %),
colocados em um Becker de vidro (1.000ml) contendo a mesma solucdo e mantidos em banho
maria a 37° C.

Para a aspiragéo folicular foram utilizadas agulhas 25 x 0,8 mm, 21 G acopladas a
seringas descartaveis de 3 ml (Figuras 16, 17 e 18).

Figura 16- Ovario suino e foliculos ovarianos, anteriormente a aspiracéo folicular.

-

Fonte: Do autor (2019)

Figura 17- Ovario suino apos aspiracao folicular.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 18- Liquido folicular proveniente da aspiracgéo.

Fonte: Do autor (2019).

O liquido folicular era mantido em banho maria em um célice c6nico de vidro por um
periodo de 5 a 10 minutos para que ocorresse a sedimentacdo dos odcitos (Figura 19). Apds a
aspiracdo os ovarios eram contados, colocados em sacos plasticos e acondicionados em camara

fria até o descarte.

Figura 19- Célice conico contendo liquido folicular em banho-maria.
T

Fonte: Do autor (2019).
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O célice foi encaminhado até sala de cultivo, em que o sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado em meio Talp Hepes contendo Cloreto de sddio ( NaCl), Cloreto de potassio
(KCI), Fosfato monossodico (NaH2PO4), Lactato de sddio 50%, Bicarbonato de sodio
(NaHCO3), Vermelho fenol, Cloreto de calcio (CaCl>), Cloreto de magnésio (MgCl,), HEPES
e Agua ultrapura Milli-Q®. Todos os meios utilizados durante o trabalho foram filtrados com
filtro de seringa 0,22 pum.

Apos serem lavados, os oocitos foram colocados em uma placa de petri contendo a
mesma solucdo acima, onde ocorreu a manipulacao e selecdo dos complexos cumulus o6citos
(COCs) (Figura 20), durante a manipulacdo a placa de petri era mantida em placa aquecedora a
37° C. A avaliacdo foi realizada utilizando estereomicroscopio, na qual selecionou-se os COCs
gue possuiam citoplasma homogéneo e cumulus oophorus compacto contendo no minimo duas
camadas de células. Foram selecionados um total de 150 odcitos. Observou-se que as células do

cumulus oophorus apresentavam-se intimamente ligadas entre si e ao 0o6cito.

Figura 20- Complexos cumulus-odcitos selecionados para a maturagdo in vitro,
apresentando células do cumulus oophorus intimamente ligadas entre si
e ao oocito.
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Fonte: Do autor (2019).
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4.2.4 Maturacdo in vitro (MIV)

Os odcitos escolhidos foram lavados duas vezes em meio de maturagdo composto de
TCM-199 com bicarbonato de sédio (NaHCO3) acrescido de alcool polivinilico (PVA 0,1%),
D-Glicose (3,05 mM) , Piruvato de sodio (0,91mM), solucdo pen/strep, solucdo LH/FSH
(0,5ug/ml) e agua ultrapura Milli-Q®. Dos 150 odcitos selecionados, 10 foram separados para
ndo passarem pelo processo de fixacdo e serem avaliados em microscéopio invertido.

Para a Maturacéo in vitro utilizou-se uma placa de petri na qual foram colocadas 5 gotas
de 50 microlitros de meio de maturacdo, em seguida foi depositado 6leo mineral entre as gotas,
e elas foram recobertas com mais 50 microlitros do meio cada uma. Do grupo de 140 odcitos,
foram depositados 28 em cada gota. J& os outros 10 odcitos foram depositados em uma segunda
placa de petri, contendo também 100 microlitros de meio de maturacdo. Em seguida as placas
foram acondicionadas em estufa com 5% de CO. e temperatura a 38,5°C, por um periodo de 44

horas.

4.2.5 Avaliacdo da maturagdo oocitaria

Apbs 44 horas de incubacdo em estufa, com o auxilio de uma pipeta realizou-se o
desnudamento dos odcitos, ou seja, remocdo das células do cumulus oophorus para facilitar sua
visualizacdo. Em seguida, os 140 odcitos desnudados foram mantidos em solugéo hipotdnica
de Cloreto de Potassio (KCI - 0,045 mol/L) por um periodo de 5 minutos.

Posteriormente a hipotonizacao, utilizou-se uma lamina previamente demarcada em
formato retangular em seu centro com um cortador de vidro, na qual os oocitos eram
depositados dentro da &rea demarcada ao lado oposto a demarcacao, foram colocados 10 odcitos
por lamina, totalizando 14 laminas. Com o auxilio de um tubo capilar, o excesso de liquido foi
retirado, permitindo com que os odcitos ficassem imdveis sobre a lamina.

Em seguida, foi aplicada uma gota (10 ul) de solucéo de metanol e acido acético (2:1)
sobre 0s odcitos e ap0s aguardar a secagem da lamina, a operacao foi repetida. Com a lamina
seca, foram depositadas 4 gotas (40 ul) de solucdo de metanol e acido acético (3:1) e apos a
secagem elas foram acondicionadas em uma cuba de vidro contendo a solugdo de metanol e

acido acético (3:1) durante 48 horas para a fixacdo das amostras (Figura 21).
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Figura 21- Cuba de vidro contendo solugdo metanol e acido acético (3:1).

Fonte: Do autor (2019).

Apos o periodo de 2 dias, as laminas foram retiradas das cubas, secadas ao ar, coradas
com orceina 1% durante 30 segundos e depois lavadas cuidadosamente. Em seguida aguardou-
se as laminas secarem ao ar e foi aplicado uma gota de 6leo de imersdo sobre os odcitos corados,
a area foi recoberta com laminula (22x22mm) e as margens da laminula foi vedada com esmalte.
Utilizando um microscépio dptico, os odcitos foram avaliados com 6leo de imersao (x1000).

Ap0s a avaliagdo das 14 1aminas, foi calculada a taxa de maturagdo em porcentagem. O
grupo de 10 odcitos que ndo passaram pelo processo de fixagdo, foram levados até um
microscopio invertido equipado com uma camera de video, na qual avaliou-se a presenga do

primeiro corpusculo polar, esse procedimento foi realizado apenas como um ensaio.

4.3 Resultados e discussao

Os dados referentes a configuracdo cromossdmica observada ap6s o periodo de
maturacdo, estdo apresentados como porcentagem no grafico abaixo (Gréfico 1):
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Gréfico 1 — Quantidade de odcitos expressa em porcentagem em metafase I, metéfase Il
e com auséncia de configuracdo cromossdmica.

Metafase |
7%

Metafase Il
72%

Os resultados demonstram que houve uma taxa de 72,14% de odcitos maturados
(metéfase 1) (Figura 22) em um total de 140 avaliados ap0s 44 horas de maturacdo. Resultados
semelhantes foram observados em um estudo realizado por Mattioli et al (1991) que utilizaram
odcitos suinos em meio TCM 199 suplementado com FSH e LH, na qual odcitos tratados com
FSH e LH obtiveram taxa de maturacdo de 86 e 76%, respectivamente. Enquanto os o6citos do

grupo controle sem suplementacdo de FSH e LH obtiveram apenas 35% de taxa de maturagao.
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Figura 22- Odcito suino em metéafase Il.
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Legenda: configuracdo cromossémica em metéafase 11 (a), Primeiro corpﬂsdulo polar (b).
Fonte: Do autor (2019).

Vignola (1994), descreveu a técnica de hipotonizacdo, fixacdo e posteriormente
coloragdo com orceina como a técnica ideal para identificagdo de odcitos em Metéfase | e
Metafase Il, ndo sendo adequada para a visualizacdo de odcitos em estagio de vesicula
germinativa. Da mesma maneira, neste trabalho foi possivel visualizar apenas odcitos em
metafase | e I1, sendo o restante classificados como auséncia de configuracdo cromossémica.

Dos oocitos visualizados, 6,43% encontravam-se em estagio de metafase | (Figura 23)
e em 21,43% ndo foi possivel visualizar o conjunto cromossémico, sendo entdo classificados

como auséncia de configuracdo cromossdmica.
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a 23- Config

Figur uragdo cromossdmica de odcitos suinos em metafase | e metafase 1.

e

Legenda: Na figura observa-se um oécito em configuracdo cromossémica de metafase | @), e
outro odcito encontra-se em metafase Il (b), juntamente com seu corpusculo polar (c).
Fonte: Do autor (2019).

Apos as 44 horas de maturagdo, foi observada a expansdo das células do cumulus
oophorus, exibida na Figura 24.

Figura 24- Expansdo das células do cumulus oophorus de 00citos suinos.

Fonte: Do autor (2019).
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Serret et al (2007) também observaram a expansdo das células do cumulus oophorus
apos o periodo necessario para a maturacdo, demonstrando que essa caracteristica € um
indicador da maturacéo citoplasmatica.

Dos 10 odcitos que ndo passaram pelo processo de fixacao, seis apresentavam o primeiro
corpusculo polar ao serem observados em microscopio invertido, o corplsculo é observado no
espaco perivitelino, um compartimento localizado entre a membrana plasmatica e a zona

peltcida do odcito (Figura 25).

Figura 25- Odcitos suinos observados em microscépio invertido.

Legenda: A figura apresenta um odcito suino que ndo possui corpusculo polar (a), e um odcito com
corpusculo polar (b). Corpusculo polar (cabeca de seta branca), membrana plasmatica

(cabeca de seta preta), espaco perivitelino (EPV), zona pellcida (ZP).

Fonte: Do autor (2019).
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5. RELATO DE CASO - ORQUITE TRAUMATICA ASSOCIADA A HIDROCELE EM
GARANHAO DA RACA MANGALARGA MARCHADOR

5.1 Revisdo de literatura
5.1.1. Espermatogénese

Os testiculos possuem funcdo enddcrina e exocrina sendo caracterizadas pela producao
de horménios e a espermatogénese respectivamente. A producdo dos espermatozoides ocorre
nos tubulos seminiferos, que no garanhdo possuem uma média combinada de comprimento de
2.419 metros em cada testiculo (VARNER et al., 2007). Os tdbulos seminiferos séo
constituidos pelas células de Sertoli e pelas células germinativas. A espermatogénese € dividida
em trés etapas, espermatocitogénese, meiose e espermiogénse. A espermatocitogenese consiste
nas divisdes mitoticas das espermatogdnias. O nimero de geracdes de espermatogdnias
presente no epitélio seminifero varia entre os animais, nos equinos sdo 5 geragles. As
espermatogbnias Al se dividem para formar A2, A3, Bl (intermediaria) e B2
consecutivamente. Em seguida as espermatogbnias B2 se dividem para formar os
espermatocitos primarios (HAFEZ, 2004). As espermatogdnias do tipo A também se dividem
para repor a populacdo de células tronco (Ao). Durante a meiose ocorre formacdo dos
espermatdcitos secundario e em seguida espermatides. Na espermiogénese as espermatides se
diferenciam em espermatozoides. A espermatogénese em garanhdes tem uma duracdo de 57

dias.

5.1.2 Orquite, hidrocele e degeneracdo testicular

A inflamacéo é caracterizada pelo conjunto de rea¢des efetuadas pelos tecidos ap6s uma
injdria local, tendo como finalidade a defesa do organismo. Aulus Cornelius Celsus descreveu
pela primeira vez o processo inflamatério, relatando o tumor, rubor, calor e a dor como seus
quatro sinais, denominados sinais cardinais da inflamacdo. Em seguida, em 1858, o0 médico
Rudolph Virchow acrescentou a perda de funcdo como um sintoma clinico da inflacdo
(FREIRE, 2013).

A orquite é caracterizada pelo processo inflamatério nos testiculos. Podendo ser de
maior ou menor extensao e classificada como aguda ou crénica. Varias sdo suas causas, COmo

a bacteriana devido a feridas ou disseminacdo hematogena, parasitologica causada pela
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migracdo de larvas de Strongylus edentatus, viral e traumética podendo apresentar-se bilateral
ou unilateral (WATSON, 1997).

Outra afeccdo que pode ser causada pelo trauma testicular é a hidrocele. A tdnica
vaginal que envolve os testiculos, é dividida entre camada visceral e camada parietal, entre
essas camadas estd a cavidade vaginal que possui uma pequena quantidade de liquido,
responsavel pelo deslizamento entre as tunicas. A hidrocele consiste em acimulo anormal de
fluido na cavidade vaginal sendo causada pelo desequilibrio entre a secrecao e reabsorcéo de
liquido (RAMIREZ, 2013). Sua causa traumatica pode ser explicada pelos danos linfaticos ao
longo do corddo espermatico impedindo assim a drenagem linfatica. Porém a hidrocele pode
também ser secundaria a orquite devido as altera¢des vasculares ocorridas durante a inflamacé&o.
Dentre essas alteracdes estdo o aumento do calibre dos vasos, do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular resultando em exsudacdo de liquido para o meio extravascular. A
afeccdo pode ser diagnosticada pela ultrassonografia, na qual é observada a presenca de liquido,
e 0 tratamento consiste em remoc¢éo da causa (WALLACE, 1960; WATSON, 1997).

Dentre as consequéncias da orquite, encontra-se também a degeneracdo testicular, que
consiste em modificacdes do parénquima testicular, tornando o tecido menos funcional
(GARCIA, 2017). A degeneragéo testicular pode ser causada por diversos motivos como
intoxicacOes, neoplasias, desequilibrios nutricionais, hormonais, tor¢des e elevacdo da
temperatura (CUNHA et al., 2015). Para que a espermatogénse ocorra normalmente, é
necessario que a temperatura dos testiculos encontre-se abaixo da corporal, uma elevacao dessa
temperatura pode ter como consequéncia a degeneracdo testicular afetando assim a fertilidade
do animal (BLANCHARD, 2001; VAN CAMP, 1997).

A degeneracao testicular pode ser bilateral ou unilateral, permanente ou temporaria
(VAN CAMP, 1997). Inicialmente, os testiculos apresentam-se com diminuicdo de tamanho e
consisténcia macia, podendo evoluir para uma consisténcia firme devido a fibrose. Segundo
Blanchard (2001), ao observar durante o exame clinico a reduzida producao de espermatozdides
associada a diminuicdo do tamanho testicular, pode-se definir o diagndstico de degeneragéo.
Durante a avaliacdo da histologia testicular observa-se diminuicdo ou auséncia da
espermatogénese, podendo o epitélio seminifero estar ausente, as espermatogdnias apresentam
nucleo picnotico e citoplasma vacuolizado, pode-se observar tambem espermatides
degeneradas e descamacao do epitélio seminifero (VAN CAMP, 1997). Como consequéncia da
degeneracéo, pode haver diminui¢do ou auséncia de espermatozoides no ejaculado, e aumento
de anormalidades principalmente de cabeca e peca intermediaria como cita Van Camp (1997).

O progndstico para a reversdo da degeneracdo é dependente do tempo, gravidade e causa. O
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tratamento consiste na eliminacdo da causa, sendo a orquiectomia unilateral uma alternativa de
tratamento, como descrito por Gygax (1973) em que foi atendido um garanh&o que apresentava
inchaco escrotal, aumento do numero de espermatozoides anormais e perda de fertilidade , na
qual a fertilidade voltou ao normal apds a remocéo do testiculo mais afetado. 70 dias apos a

orquiectomia o animal apresentava espermatogéne normal.

5.2 Relato de caso
5.2.1 Anamnese

Foi atendido no Hospital Veterinario de Grandes Animais da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) um garanhdo da raca Mangalarga Marchador, chamado Malandro RT, 6 anos de
idade, pesando 365 kg, residente na cidade de Ub4 — MG, localizada a 65,5 km de Vigosa.
Durante a anamnese o proprietario relatou que ha 15 dias o animal ficou preso em sua baia pelo
escroto, provocando aumento de volume da regido (Figura 26), além de manifestar sinais de
dor no local. O tratamento realizado na propriedade foi de 10 ml de Flunixin Meglumine, oito
dias antes de ser encaminhado a UFV. A alimentacdo diaria do animal consistia em 1 kg de

racao, além de capim picado e silagem. Ocasionalmente era fornecido sal mineral.

Figura 26- Garanhdo apresentando aumento de volume na regiéo escrotal.

Fonte: Do autor (2019).
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5.2.2 Exame fisico

Feita a anamnese, foi realizado o exame fisico geral, no qual foi constatada frequéncia
respiratoria de 17 movimentos por minuto (valor de referéncia: 8-16), frequéncia cardiaca de
36 batimentos por minuto (valor de referéncia: 28-40), auséncia de sinais de desidratagéo e de
alteracdes de motilidade intestinal, mucosas normocoradas e temperatura retal de 37,5°C (valor
de referéncia: (37,5-38,5).

No exame fisico especifico durante a inspecdo, observou-se um grande aumento de
volume da bolsa escrotal, mais acentuadamente do lado direito. Na palpagéo foi constatado que
o testiculo direito se encontrava aderido a bolsa escrotal e apresentava consisténcia muito firme.

A temperatura local encontrava-se elevada.

5.2.3 Exames complementares

Termografia testicular

A termografia por infravermelho é uma técnica que consiste na percep¢do da
temperatura superficial de um corpo ou objeto. Todos os corpos emitem radiacao infravermelha
proporcionalmente a sua temperatura, essa radiacdo € focada por uma camera que possui
detectores sensiveis a temperatura e € convertida em sinal elétrico. Esse sinal é exibido em uma
imagem que representa a divergéncia de temperatura, onde as areas mais frescas sdo
representadas nas cores azul ou preta, enquanto as regides com maior temperatura sao exibidas
nas cores vermelha ou branca (EDDY et al., 2001; ROBERTO; SOUZA, 2014)

A termografia surgiu devido aos estudos de Hipdcrates, que observou a diferenca de
temperatura em diferentes areas do corpo e determinou que a doenca estava presente nas areas
mais quentes (BERZ, 2007; ROBERTO; SOUZA, 2014). Inicialmente a técnica foi utilizada
por exércitos para o desenvolvimento de misseis com detectores de calor, além de ser utilizada
para localizar tropas inimigas. Na medicina humana sua aplicacdo iniciou-se na area de
oncologia sendo posteriormente empregada na Medicina Veterinaria, principalmente pelo fato
de ser uma técnica ndo invasiva por nao haver necessidade de contato fisico entre a cdmera e 0
animal (GADE; MOESLUND, 2014).

Para que a espermatogénese ocorra normalmente, a temperatura testicular deve se

encontrar abaixo da corporal, isso é possivel devido as glandulas sudoriparas presentes na pele
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escrotal, a tUnica dartos, musculo cremaster e ao plexo pampiniforme (HAFEZ, 2004). O
aumento da temperatura testicular resulta em degeneracdo do tecido, afetando
consequentemente na qualidade seminal. Esse aumento de temperatura pode ser ocasionado por
diversos fatores, dentre eles o trauma.

Ao avaliar a imagem obtida pela cdmera termogréfica, observou-se que a temperatura
testicular e corporal encontravam-se semelhantes, enquanto algumas regifes testiculares

apresentavam temperatura superior a do corpo (Figura 27).

Figura 27- Termografia testicular de garan

hao apos trauma sofrido na regido escrotal.

4 ‘ .
Fonte: Reproducdo UFV (2019).
Ultrassonografia modo-B

A ultrassonografia em tempo-real modo B baseia-se na emissdo de ondas sonoras de
alta frequéncia geradas pelos cristais pizoelétricos presentes no transdutor do aparelho. Ao
chegar aos tecidos, essas ondas voltam para o transdutor em formato de eco, gerando uma
imagem em diferentes tonalidades de cinza.

Essa técnica é uma boa ferramenta para diagnosticar distarbios reprodutivos em fémeas
e machos, sendo utilizada pela primeira fez em garanhfes em 1987, em uma avaliacdo das
glandulas sexuais acessorias (GINTHER, 2014; POZOR, 2005).
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O aparelho utilizado no hospital veterinario foi 0 MyLab™30 VET GOLD (Esaote®) e
transdutor convexo de 6,6 MHz. Para a realizagdo da técnica foi aplicado gel sobre o transdutor
e a avaliacdo foi feita em ambos os testiculos. O exame revelou uma grande area anecdica ao
redor dos testiculos, principalmente o direito, indicando a presenca de liquido. Além disso,
foram observados feixes hiperecoicos associados ao liquido que envolvia o testiculo direito,

revelando a presenca de septos de fibrina (Figura 28, Figura 29).

Figura 28- Imagem ultrassonografica do testiculo esquerdo de garanhdo
apos trauma sofrido na regido escrotal.

Fonte: Reprodugéo UFV (2019).
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Figura 29- Imagem ultrassonografica do testiculo direito de garanhao
apo6s trauma sofrido na regido escrotal.
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Fonte: Reprodugéo UFV (2019).

5.2.4 Tratamento

Optou-se pela orquiectomia bilateral devido a presenca de liquido ao redor de ambos 0s
testiculos e por escolha do proprietério, j& que o animal ndo era utilizado na reproducdo e o
custo da orquiectomia unilateral seria 0 mesmo da orquiectomia bilateral. Anteriormente, para
avaliar se 0 animal poderia entrar em procedimento cirdrgico, foram realizados o eritrograma

(Tabela 5), leucograma (Tabela 6) e contagem de plaquetas (Tabela 7).

Tabela 5- Eritrograma

Valores encontrados Valores de referéncia
Hemé@cias: (10°/uL) 7,57 6,5-12,5
Hemoglobina(g/dL) 10,9 11-19
Hematdcrito (%) 34,8 32-52

Proteina total (g/dL) 6,2 6,0 - 8,0
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Valores encontrados

Valores de referéncia

VCM (pg)
HCM (pg)

CHCM (%)

46,1
13,3

29,5

34 - 58
13,3

31-37

Tabela 6- Leucograma

Valores encontrados

Valores de referéncia

Leucacitos (células/pL)
Blastos:

Mieldcitos:
Metamieldcitos
Bastonetes: (%)
Segmentados: (%)
Linfocitos: (%)
Eosinofilos (%)
Mondécitos (%):

Basofilos: (%)

12400

0

64

33

5500 a 12500

0-2

30-65

25-70

0-11

0-3

Tabela 7- Contagem de plaquetas (uL)

Valores encontrados

Valores de referéncia

148.000

100.000 —900.000

Ao avaliar o hemograma, ndo foram observadas alteragdes significativas, permitindo

assim, o procedimento anestésico. Para a sedagéo utilizou-se detomidina intravenosa (1V) (0,02

mg/kg — 0,65ml), em seguida foi aplicado éter gliceril guaiacol (EGG) 10% IV (volume dose

efeito) e Cetamina 10% IV (2mg/kg-6,5 ml) para promover a indugdo anestésica. Os farmacos

utilizados para a manutencgéo anestésica foram EGG 5% IV (volume dose efeito), Xilazina 10%

IV (5ml) e Cetamina 10% IV (10ml). Para a anestesia local aplicou-se 10 ml de Lidocaina 2%

intratesticular e 10 ml na linha de incisdo. Outros farmacos utilizados foram Penicilina
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Benzatina IM (40.000 Ul) que foi aplicada antes do inicio da cirurgia e Flunixim Meglumine
IV (1,1 mg/kg) ao final do procedimento. Optou-se pela utilizacdo da técnica fechada no
testiculo direito e aberta modificada no testiculo esquerdo. A duracéo da cirurgia foi de 50

minutos.

5.2.5 Avalia¢do macroscopica

Logo apos realizada a orquiectomia, o material foi encaminhado até o Laboratorio de
Andrologia Animal (L.A.A) onde o testiculo direito ainda se encontrava recoberto pela tinica

vaginal, devido a técnica cirdrgica realizada (Figura 30).

Figura 30- Testiculo direito e testiculo esquerdo ao chegar

ao laboratdrio de andrologia animal.
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Legenda: Testiculo direito coberto bla tlnica vagina (A) e testiculo esq’uerdo (B).
Fonte: Do Autor (2019).

Utilizando-se um bisturi, foi realizada uma incisdo longitudinal da tdnica vaginal
evidenciando uma grande quantidade de liquido de coloracdo ambar entre camada parietal e
camada visceral da tunica vaginal, além de aderéncia e grande quantidade de fibrina (Figuras
31le 32).
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Figura 31- Presenga de Liquido e fibrina ao realizar a inciséo
da tanica vaginal do testiculo direito.

Fonte: Do Autor (2019).

Figura 32- Tunica vaginal com presenca de fibrina.

Fonte: Do Autor (2019).
Macroscopicamente o testiculo direito apresentava-se menor e com grande quantidade

de fibrina ao seu redor (Figuras 33 e 34), ao realizar a incisdo ele apresentou colora¢do mais
palida quando comparado ao testiculo esquerdo (Figura 35).
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Figura 33- Testiculo direito.

¥ 53 oy
egéhda: Testiculo direito (A), fibrina que se encontrava ao seu redor (Al).
Fonte: Do Autor (2019).

Figura 34- Testiculo direito e testiculo esquerdo

£ i 2 - ¢
Legenda: Testiculo direito apresentando tamanho inferior (A), testiculo esquerdo (B).
Fonte: Do Autor (2019).
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Legenda: Testiculo direito aJp'resentndo clora(;éo mais pélfda (A), testiculo esquerdo (B)
Fonte: Do Autor (2019).

Em seguida ambos foram pesados e com um pagquimetro mensurou-se 0 comprimento,

altura e espessura (Tabela 8).

Tabela 8- Peso, comprimento, altura e espessura de ambos os testiculos.

Direito Esquerdo
Peso (g) 88,06 117,13
Comprimento (cm) 8,3 8,5
Altura (cm) 4,2 5,3
Espessura (cm) 3,4 4,2

Posteriormente foi realizada uma incisdo da cauda do epididimo do testiculo esquerdo
e feita a coleta de sémen através de uma pipeta automética. O sémen coletado foi depositado
em um eppendorf contendo solugdo formol-salina tamponada (1 ml) para posteriormente ser
realizada a avaliagdo da morfologia espermatica. N&o foi possivel realizar o mesmo

procedimento com o testiculo oposto, devido ao grande comprometimento do tecido.
5.2.6 Histopatologia
Com o bisturi foram realizados cortes no parénquima testicular e coletados fragmentos

de aproximadamente 1,0 cm®. As amostras foram depositadas em um frasco contendo formol

10% para realizar a fixacdo do tecido, que consiste na interrupcdo do processo autolitico,
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promovendo assim sua preservacdo. Apos 24 horas, o material foi transferido para outro frasco
contendo alcool 70 para ocorrer a desidratacdo, pois a agua ndo é miscivel em parafina,
tornando-se prejudicial sua penetracdo no tecido. Em seguida o material foi enviado ao setor de
patologia do Departamento de Veterinaria da UFV.

No Laboratério de histopatologia do setor ocorreu a inclusdo em parafina, os cortes
foram realizados com o micrétomo e depositados em banho maria. Em seguida, foram coletados
através de laminas na qual foram coradas com Hematoxilina e eosina (H.E).

A avaliacdo das laminas foi realizada em microscopio Optico, em aumento de 40, 100,
400 e 1.000 vezes.

5.2.7 Morfologia espermatica

A técnica utilizada para avaliar a morfologia espermatica do sémen proveniente da
cauda do epididimo foi a preparacdo Umida. Inicialmente com uma pipeta, foi realizada uma
leve mistura do material presente no eppendorf para que a amostra coletada ndo ficasse muito
concentrada. Feito isso, colocou-se uma gota da solucdo sobre a lamina que em seguida foi
coberta por uma laminula. Com o auxilio de um papel toalha, essa area foi pressionada para
eliminar o excesso de liquido. Em seguida aplicou-se 6leo de imersdo sobre a lamina, que foi
levada até um microscopio de contraste de fase (x1000). Para a analise, foram contadas 200
células espermaticas, e enumerou-se as patologias encontradas. De acordo com a classificacédo

de Blom (1973) os defeitos foram divididos entre maiores e menores.

5.3 Resultados e discussao

Ao avaliar as laminas histopatoldgicas, observou-se que em ambos testiculos houve
reducdo das células da linhagem germinativa, diminuindo assim a altura do epitélio seminifero.
Além disso em alguns tabulos foi observada a descamacdo do epitélio. No testiculo esquerdo,
em alguns tabulos foi possivel observar espermatides alongadas, porém em baixa quantidade.
Ja no testiculo direito as alteracGes eram mais intensificadas, na qual houve perda de varias
camadas de células do epitélio germinativo, havendo apenas células de Sertoli, espermatogdnias
e espermatécitos no tdbulo seminifero. Ndo encontrou-se espermatozoides nos tabulos

seminiferos de ambos os testiculos (Figura 36 a 43).



Figura 36- Lamina histopatolégica do testiculo esquerdo em aumento de 40 vezes.
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Fonte: Do Autor (2019).
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Figura 38- Lamina hlstopatologlca do testlculo esquerdo em aumento de 100 vezes.

Fonte: Do Autor (2019).

Figura 39- Lamina hlstopatologlca do testlculo dlrel_to em aumento de 100 vezes.

Fonte: Do Autor (2019).
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Figura 40- Lamina histopatoldgica do testiculo esquerdo em aumento de 400 vezes.
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Fonte: Do Autor (2019).

Figura 41- Lamina histopatoldgica do testiculo direito em aumento de 400 vezes.
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Figura 42- Lamina hlstopatologlca do testlculo esquerdo em aumento de 1.000vezes.
e &

Legenda: Célula de sertoli (a), éépermatogénia(b), espermatide (c), espermatide alongada(d)
Fonte: Do Autor (2019).

Figura 43- Lamina histopatoldgica do testiculo direito em aumento de 1.000vezes.

Fonte: Do Autor (2019).
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O resultado da avaliacdo da morfologia espermatica encontra-se na tabela 9.

Tabela 9- Alteragdes espermaticas observadas neste trabalho.

Alteracdes espermaticas Quantidade

Gota citoplasmatica proximal 30
Cauda enrolada

Insercdo abaxial

Defeitos de acrossoma

Cabeca isolada normal
AlteracOes de peca intermediaria

Forma teratoldgica

kW s~ 01N ©

Gota citoplasmatica distal

Na figura 44 observa-se algumas alteracGes espermaticas encontradas neste trabalho.
Figura 44- AlteracGes espermaticas.

Legenda: Gota citoplasmatica proximal (a), inser¢do abaxial entre cabeca e peca intermediéria(b),
edema e aplasia segmentar de peca intermediaria (c) cauda dupla (forma teratolégica) (d).
Fonte: Do Autor (2019).

De acordo com o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), o percentual de
espermatozoides anormais em equinos ndo deve ultrapassar 30% e deve apresentar no maximo

20% de defeitos maiores. Ao realizar o célculo da porcentagem, o resultado foi de 70% de
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espermatozoides normais e 19,5 % de defeitos maiores estando dentro do padrdo recomendado
pelo colégio brasileiro de reproducéo animal. Diferentemente do aumento de anormalidades
consequente da degeneracao testicular citadas por Van Camp (1997) sobretudo de cabeca e peca
intermediaria.

De acordo com Varner et al (2007), o transito epididimario em garanhdes tem duracdo
de 8 a 11 dias. J& Franca et al (2005) citou um periodo de 5 a 14 dias, 0 que pode explicar a
auséncia de maiores alteracdes na avaliacdo da morfologia espermatica realizada neste caso.
Além disso, a duracdo da espermatogénese € de 57 dias sendo necessario um periodo maior
para observar o dano da degeneracdo na producdo de espermatozoides, assim como mencionado
por Yuan e Mc Entee (1987).

A alteracdo na morfologia espermatica mais observada neste trabalho foi a grande
guantidade de gota citoplasmatica proximal, que de acordo com McEntee (2012) é um achado
frequente em animais com degeneracao testicular. Isso ocorre devido as alteracfes provocadas
na espermatogénsese. Assim como relatado por Pezzini et al., (2006) e Hammes (1996).

A gota citoplasmatica é formada no final da espermiogénese, na qual um resquicio do
citoplasma das espermatides é mantido durante a sua diferenciacdo em espermatozdides.
(COOPER, 2005; HERMO et al., 1994). Durante o transito epididimario ocorre a migracao da
gota citoplasmatica devido aos movimentos peristélticos do epididimo (COOPER, 2011).
Portanto, na cabeca do epididimo esta presente um grande nimero de espermatozoides com
gota citoplasmatica proximal, e na cauda uma maior quantidade de gota citoplasmatica distal
(COOPER, 2011).

Dessa maneira, a presenca da gota citoplasmatica proximal pode ser causada também
devido a falhas na funcéo epididiméria, como relatou Cooper (2005). Blanchard (1996) induziu
0 aumento de temperatura escrotal em garanhdes, realizando em seguida a analise da morfologia
espermatica. Durante os primeiros 7 a 25 dias foi observado aumento da quantidade de gotas
proximais enquanto o aumento de anormalidades acrossomais s6 foi observado 24 a 50 dias
apos insulacdo, mostrando que os problemas observados relacionados ao epididimo sdo os
primeiros a se apresentarem. No experimento realizado por Pezzini et al (2006) em touros, a
presenca de gota citoplasmaética proximal foi observada apenas ap6s 23 dias de insulagéo, na
qual os autores consideraram que foi causada pela alteragdo na espermatogénese, devido ao
tempo necessario para a alteracéo ser encontrada.

Dessa maneira, conclui-se que para avaliar a etiologia da alta taxa de gota citoplasmatica
proximal, é necessario levar em conta 0 tempo necessario para ocorrer o transito epididimario

na espécie acometida. No presente trabalho, a grande quantidade de gota citoplasmatica
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proximal observada durante a avaliacdo morfoldgica associada a baixa quantidade de outros
defeitos espermaticos, demonstra que a presenca da gota citoplasmaética pode ser explicada

devido ao dano causado ao epididimo afetando assim a maturacao espermatica.

6. CONCLUSAO

O estagio supervisionado obrigatorio, que € realizado no ultimo periodo do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras, é de fundamental importancia para a
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