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RESUMO

Este trabalho relata detalhadamente as atividades realizadas durante a Disciplina PRG -
107 (Estagio Supervisionado) do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
de Lavras. A parte pratica foi executada junto ao Médico Veterinario Armando na Central
de Reproducdo equina CRIOHORSE, e a parte tedrica é destinada & elaboracdo do
presente trabalho. Esta experiéncia foi extremamente enriquecedora no que se refere as
biotecnologias da reproducéo equina, sendo incontestavel a consolidacdo dos conceitos
tedricos das biotecnologias da reproducdo equina. Além das habilidades técnicas
aperfeicoadas, também foi intenso 0 acompanhamento em diversas situagdes a campo
onde cada local trabalhado tem um aspecto diferente, com pessoas diferentes e animais

diferentes, podendo assim aperfei¢coar também o senso critico profissional.

Palavras-chave: Biotecnologia; Equino; Garanhdo; Inseminagéo; Reprodugéo.
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1. INTRODUCAO

O estagio supervisionado corresponde a disciplina PRG - 107 da grade curricular do
Curso de Medicina Veterinéria da Universidade Federal de Lavras, cuja carga horéria sdo 28
créditos divididos em 408 horas praticas e 68 horas teoricas, estas ultimas com o objetivo de

elaboracdo do Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) sob a orientacdo de um docente.

O estégio supervisionado do Curso de Medicina Veterinaria da UFLA configura-se como
atividade de treinamento e qualificacdo profissional, que visa complementar o ensino teorico-
pratico, proporcionando formacao eclética e/ou conduzindo o estagiario para um direcionamento

profissional em &reas da Medicina Veterinaria ou afins.

A Central de Reproducdo Equina CRIOHORSE, foi o local escolhido para realizagéo do
estagio supervisionado por ser referéncia na reproducdo equina da regido do leste de Minas
Gerais. A orientagdo da atividade foi feita pelo professor Jose Camisdo de Souza, e a supervisao
ficou a cargo do Médico Veterinario Especialista Armando Cota. O estagio foi realizado no
periodo de 01 de Setembro de 2019 a 15 de Novembro de 2019, totalizando 440 horas.

A finalidade do presente trabalho é descrever as atividades desenvolvidas durante o
estagio supervisionado, realizado na CRIOHORSE, localizada no municipio de Séo Jose do

Goiabal. O relato inclui a descricao fisica e operacional do estabelecimento.

1.1 Objetivo geral

Aperfeicoar os conhecimentos tedricos e praticos adquiridos durante o curso de
Medicina Veterinaria, sobretudo biotecnologias da reproduc¢do equina, bem como vivenciar novas

experiéncias relacionadas a area.

1.1.2 Objetivos Especificos

Detalhar a rotina de funcionamento de uma central de reproducdo equina, assim como as
biotecnologias utilizadas nos animais ali alojados e aperfeicoamento pratico das técnicas

utilizadas.
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2. DESCRICAO DO LOCAL E PERIODO DE ESTAGIO

O estagio supervisionado foi realizado sob supervisdo do Médico Veterinario Armando
Martins Teixeira Cota, especialista em reproducéo equina, no periodo de 01 de setembro a 15 de
novembro de 2019. As atividades exercidas durante o estagio foram: manejo reprodutivo de éguas
doadoras e de receptoras por meio de palpacdo e/ou ultrassonografia transretal, sincronizacao
entre estas éguas, coletas e manipulacdo de sémen e posteriores inseminacdes artificiais com
sémen fresco, resfriado ou congelado. Também foram executadas coletas e transferéncias de
embrides. Essas atividades foram realizadas na Central de transferéncia de embries equino

Criohorse, anexa ao haras Mare Mansa, no municipio de Séo Jose do Goiabal — MG.

A Criohorse é de responsabilidade técnica do Médico Veterinario Armando Martins
Teixeira Cota, especialista em reproducgdo equina pelo Ibevet — Instituto Brasileiro de Veterinaria,
e fica localizada na zona rural do municipio de Sao Jose do Goiabal, Minas Gerais. A central
conta com duas propriedades, uma exclusiva para animais em competi¢do, garanhdes, doadoras
e animais para comercializacdo, e uma segunda propriedade para as éguas gestantes, éguas
lactantes, potros desmamados até o inicio de doma, receptoras e matrizes nao gestantes. As duas
propriedades somadas contam com uma area total de aproximadamente cem hectares. Na sede do
haras, onde se encontra a central, a area é composta por um galpao com 20 baias fechadas (figura
1), onde sdo alojados animais em competicdo e garanhdes, piquetes de Mombaca (Megathyrsus
maximus) onde os animais passam parte do dia soltos e é onde as doadoras que nao estdo em
competicao sdo alojadas (figura 2), uma pista de treinamento para animais atletas e uma piscina
para auxilio na preparacdo dos animais, além de uma area de capineira destinada para

fornecimento picada no cocho para os animais de baia.

Na segunda propriedade, a estrutura fisica € composta por um curral de manejo, um tronco
de contencdo individual, e uma grande area de pastagens divididas em piquetes de Mombaca,
onde um piquete é destinado para maternidade, pois ele conta com uma boa area de baixada, com
sombreamento e é em frente a casa do colaborador responsavel pela propriedade (figura 3),

facilitando a viséo e os devidos cuidados 0 mais rapido possivel.



Figura 1: Galpdo com baias em alvenaria para acomodacdo de garanh@es e animais de competicdo

Fonte: Arquio pesoal 20

Figura 2: Vista panoramica de piquetes de Mombaca

14
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Figura 3: Vista do piquete maternidade

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

A central Criohorse possui um laborat6rio para armazenamento de farmacos e materiais
para 0 manuseio de sémen e embrides. O laboratério é composto por uma autoclave (ldealclave)
para esterilizagdo das sondas de silicone para lavagem uterina (figura 4), uma estufa de
esterilizacdo universal, um microscopio binocular de bancada, uma mesa aquecedora, um
aparelho de banho maria, uma lupa para rastrear, avaliar e classificar embriGes, uma geladeira
para armazenamento de farmacos, vacinas e gelo reciclavel. Além disso, no laborat6rio também
se armazenava 0s demais materiais para coleta e transferéncia de embrido como, pipetas para IA
e TE, paletas de 0,5ml para manipulacdo de embrido, placas de Petri, filtros para coleta de

embrido, diluentes de sémen, agulhas e seringas e uma vagina artificial modelo Botucatu.
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Figura 4: Autoclave utilizada para esterilizacdo de sonda uterina

-Im

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Atualmente, a central conta com um plantel de Cento e trinta e um (131) animais, dentre
0s quais 20 éguas doadoras de embrido, 40 matrizes e 6 garanhdes da raca Mangalarga Marchador,
além de 65 receptoras sem raca definida.

A alimentac&o e 0 manejo dos animais na estacao chuvosa (primavera e verdo) sdo feitos
da seguinte maneira: os garanh@es ficam parte do dia no piquete e outra parte nas baias e recebem
racao concentrada na por¢do de 1,5% do peso vivo (PV) de fabricacdo propria, dividida em trés
refeicGes diarias, além de 6leo de soja (0,7mL/kg PV) e suplemento vitaminico, mineral e
aminoacido para equinos (Botumix Garanhdao®, Botupharma). O volumoso, a agua e o sal mineral
sdo fornecidos ad libitum. As éguas doadoras ficam separadas em um lote que recebe racdo
concentrada duas vezes ao dia, em lanchonetes que ficam nos proprios piquetes. As matrizes, as
receptoras e os potros sdo divididos por lotes em piquetes com agua e sal mineral & vontade. Na
estacdo seca (outono e inverno), quando as pastagens estdo escassas, 0 manejo é mantido da
mesma forma, entretanto a alimentacdo volumosa é feita com silagem de milho produzida e

armazenada na propriedade.
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3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

3.1 Manejo das doadoras

As doadoras eram palpadas em tronco de contencao individual proprio para equinos em
dias alternados, segunda, quarta e sexta-feira e sua dinamica de crescimento folicular
acompanhada via ultrassonografia transretal, com auxilio de um ultrassom portatil modelo Aloka
SD500. Quando detectada, via ultrassonografia, a presenga de um foliculo dominante, séo
realizadas duas medi¢des perpendiculares no mesmo e quando a média delas for igual ou maior a
35 mm de didmetro, simultaneamente com edema uterino classificado em 2 ou 3 em uma escala

de 1 a5 (figura 5), as doadoras séo induzidas a ovular.

Os principais agentes indutores de ovulacéo utilizados sdo: hCG (Chorulon® 5000 Ul.
Intervert) na dose de 1000 unidades internacionais (Ul), intravenoso (IV) ou Acetato de
Deslorrelina (Strelin® - Histrelina Acetato 250 pg), na dose de 750 a 1000 pg intramuscular (IM)
por animal. Tanto a deslorelina quanto 0 hCG podem ser utilizados simultaneamente. A escolha
de qual indutor a ser usado depende do desenvolvimento folicular e edema uterino apresentado
pela égua, ou seja, se a égua apresenta foliculo dominante, mas sem caracteristicas de pré-
ovulatorio (descrito em seguida) e edema uterino classificado em 3, é recomendada o uso somente

de Deslorelina, e o periodo até a ovulagéo dura 36 + 12 horas.

A amplitude do intervalo entre administracdo e ovulacdo pode estar relacionada a
variacdo individual na responsividade do foliculo ao Horménio Luteinizante (LH) e presenca de
foliculos com didmetros compativeis com a inducéo da ovulagdo (Samper, 1997). Ja se o foliculo
apresentar tamanho médio igual a 33mm e edema uterino superior a 3 pode ser utilizada a
associacdo entre 0 hCG e a Deslorelina e o periodo até ovulagdo dura 36 £ 12 horas. No dia
seguinte a indugdo da ovulagdo, as éguas sdo avaliadas para identificar a presenca de foliculo pre-
ovulatdrio e reducdo do edema uterino, e em caso positivo sdo inseminadas. Mesmo depois de
inseminadas, as éguas sdo novamente avaliadas apds um dia para confirmar a ovulagdo. Esse
manejo é realizado quando € utilizado sémen fresco ou refrigerado. J& quando a inseminacéo é
realizada com sémen congelado, 0 acompanhamento do crescimento folicular aumenta apés 36

horas de inducédo da ovulacdo, e se torna a cada 4 horas até a confirmacao da ovulacéo.

A diferenca no manejo se da pelo fato de hoje se preconizar realizar a IA utilizando sémen
congelado ap6s ovulacdo, depositando o sémen na ponta do corno ipsilateral ao ovario que
continha o foliculo ovulatério, pela sua baixa sobrevida no trato reprodutivo da fémea,

aumentando assim a taxa de sucesso do procedimento.
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Outros farmacos também sdo utilizados no favorecimento da reproducdo, podemos
destacar a prostaglandina (Lutalyse® - Zoetis), que promove a lise do corpo ldteo e faz com que
a doadora volte a apresentar estro com menor espago de tempo, acelerando o processo e a
aumentando a quantidade de embrides a serem coletados por doadora. A ocitocina (Placentex® -
Agener), que promove contragfes uterinas e consequente expulsdo de liquidos indesejaveis
(figura 6) que ali estejam, devido a falhas do sistema imune da égua e que pode ser prejudicial a

fertilidade e a saude uterina do animal.

Figura 5: Graus de edema apresentados em éguas ndo gestantes, classificados de 0 a 4.

Fonte: Adaptado de Canesin (2013).
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Figura 6: Imagem ultrassonografica apresentando liquido intrauterino grau 2.

AEMANDD = F!EF‘F'.ODU'?RQ

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

A condicgéo de foliculo pré-ovulatério (figura 7) é confirmada pela presenca da
fossa de ovulagdo observada por meio do exame de ultrassom, pela irregularidade da
parede do mesmo, consisténcia flacida a palpacdo retal (‘flutuante’) e sinais de dor
demonstrados pela égua quando 0 mesmo € manipulado (olhar para o flanco, contracdo
abdominal, inquietacdo, levantamento de algum dos membros). Quando o foliculo pré-

ovulatorio é detectado, a égua é contida adequadamente em um tronco, sua cauda é



20

amarrada e enfaixada, a vulva e perineo sao higienizados com agua e sabao neutro (figura
8) e posteriormente secada com toalha de papel.

Figura 7: Imagem de foliculo pré—ovulatério.

Sloka
S4/10/84
12:26:59

ID:
=

FOSEs

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Figura 8: Egua doadora contida e higienizada adequadamente

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
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A rotina de inseminacfes na Criohorse é predominantemente realizada com sémen
resfriado, vindo de outros haras ou centrais de garanhdes, mas também sdo realizadas 1A com
sémen fresco de garanhdes presentes na central e também com sémen congelado (figura 9), esse
Gltimo em menor propor¢do. Quando se utiliza sémen fresco ou resfriado, 0 mesmo € depositado
no corpo do Utero em um volume de 15 a 20mL, com auxilio de pipeta rigida para inseminagéo
artificial em éguas (Provar, Sdo Paulo, SP). E recomendado que a IA seja realizada nas 24 horas
antecedentes a ovulacdo. Quando o sémen utilizado é congelado, séo utilizadas quatro paletas de
0,5mL que séo descongeladas de 36 a 37°C por, no minimo, 20 segundos. O sémen é avaliado no
microscopio e deve apresentar um minimo de 40% de motilidade e vigor entre 2 ou 3 em uma
escala de 1 a 5. Segundo Samper (1999), ndo existe uma dose padréo para o sémen congelado, a
fertilidade diminui quando o nimero total de espermatozoides com motilidade progressiva é
inferior a 250 x 10° por dose sendo, portanto, recomendados valores superiores a esta
concentracdo espermatica. A IA com sémen congelado € realizada com pipeta flexivel e as paletas
s&o introduzidas com auxilio de um mandril também flexivel proprio para o a pipeta equina. E
introduzida paleta por paleta quando a pipeta ja estiver no ponto desejado pelo Médico Veterinario

que esteja realizando o procedimento.

Figura 9: Demonstracéo de inseminacdo artificial com uso de sémen congelado.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019



22

3.2 Manejo das receptoras

O acompanhamento do desenvolvimento folicular das éguas receptoras também
é feito via ultrassonografia transretal e também era realizado em dias alternados da semana, terca
e quinta-feira e aos sbados. Assim como nas doadoras, quando uma receptora apresenta estro,
ela é acompanhada quanto ao didmetro do foliculo dominante e edema uterino. Na ocorréncia de
foliculos maiores que 35x35mm, é feita a inducdo da ovulacdo com protocolos descritos
anteriormente. Normalmente, a ovulacdo ocorre de 24 a 48 horas apds a inducdo da ovulagéo,
com média de 36 + 12 horas. O manejo realizado com as receptoras era a indugdo de ovulacédo de

um a dois dias apds a ovulacdo da doadora (figura 10).

A escolha da receptora para receber o embrido é baseada principalmente na
morfoecogenicidade do corpo luteo (CL), no tbnus uterino e caracteristica do cérvix. A égua deve
apresentar CL com boa morfoecogenicidade, como sugerido por Martinez Nunez (2014), o Gtero
firme, caracterizando tonus 3, sentido pela palpacao transretal e cérvix bem fechada. Outro fator
imprescindivel para a escolha de uma boa receptora, é sua condigdo de escore corporal, que na

escalade 1 a5, deve estar em 3, como proposto por Alonso, M.A (2005).

Figura 10: Desenho esquematico mostrando os dias de ovulagdo da receptora em relagdo a doadora de

embrido equino

Periodo de ovulacao das receptoras

t
0 =
{ Ovulacao da doadora ] >

Fonte: Taveiros et al., (2008)

—
-

1 1
+1 +2 +3

Quando ndo ha receptoras ciclicas sincronizadas, receptoras em anestro podem ser
utilizadas desde que protocoladas com progesterona de longa acdo (P4 LA — Solucgdo
Manufaturada, FG Veterinaria®, Sorocaba, SP). Os protocolos utilizados consistem em
aplicagdes do hormdnio a cada sete ou quinze dias, dependendo da concentra¢do da progesterona
utilizada (figura 11). As receptoras protocoladas devem receber de 8 a 12mg de Benzoato de
Estradiol no dia da ovulagédo da doadora, 150mg de progesterona de longa ac¢do dois dias depois
guando o protocolo escolhido for o de aplicacdo de P4 a cada 7 dias e caso a receptora confirme

0 embrido, pode ser utilizado aplicacdo de 300mg do horménio a cada 15 dias. Em ambos os
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casos, a janela para transferéncia de embrido para a receptora é de 5 a 9 dias apds o inicio do
protocolo (BRADECAMP, 2007). Uma grande desvantagem da utilizacéo de P4, é o bloqueio
fisiologico que tal horménio provoca no ciclo estral da égua, deixando-a inapta a reproducao por

aproximadamente 60 dias apds a aplicacdo.

Figura 11: Desenho esquematico dos protocolos para receptoras em anestro

A cada 7 DIAS
Do D2 D5 D9
8-12 mg 150 mg \ J
de BE Ps LA Y
JANELA PARAT.E.

A cada 15 DIAS

DO D2 D5 D9
8-12 mg 300 mg \ }
de BE Py LA Y
JANELA PARA T.E.

Fonte: Cortesia Médico Veterinario Armando Cota

3.3 Coleta e manipulagéo de sémen

Atualmente, antes da coleta de sémen em si, € imprescindivel realizar uma boa
higienizacdo do pénis do garanhdo com &gua morna, em aproximadamente 35°C, por toda
extremidade do pénis, desde a base do pénis até o prepucio (figura 13). Apds a lavagem e

higienizacdo completa do pénis, é realizado a secagem com papel toalha, prestando sempre
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atencdo para nao deixar vestigios de papel no pénis. Esse simples procedimento, evita que
bactérias presentes na flora normal do pénis contamine o sémen, diminuindo assim sua qualidade
(figura 12), durabilidade e ndo predispde a endometrites bacterianas nas éguas (C. Ramires 2 Neto
et al. / Journal of Equine Veterinary Science xx (2015).

Figura 12: Grafico demonstrando valores médios de motilidade, motilidade progressiva, velocidade da
trajetoria, velocidade curvilinea, e sobrevida dos espermatozoides apds 24 horas de resfriamento em pénis
que foi lavado ou néo.

Mean values and standard deviations of total motiity (TM), progressive motiity (PM),velociy of trajectory (VAP), curvilnear velocity (VCL), rapid sperm
(RAP) before (M) and after(M24) cooling the semen of animals with (W) and without (NW) to wash penis before collecion.

Groups (Y PM (%) VAP (ym/s VCL {yms) RAP (%)

W (M0) §.2+69 08+53 133189 21162+ 216 T8+97
NW (MD) B0+ 145 20151 1164186 IVEYIS 6304176
W (M24) 628+ 152 B4:15] 1028213 147 + 87 512+
NW (M24) 56+ 283 D414 1044 £ 226 193§ £ 373 446+ 284

Different lettrs indicate stafistical ifference between the groups at the same column (P < [05). Same leters or absence of leters indicate no statistical
(ifference.

Fonte: adaptado Neto et al (2015)
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Figura 13: Demonstracdo de lavagem de pénis equino

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Para uma coleta segura e eficiente foram utilizadas éguas no estro, devidamente
contidas (figura 14) para minimizar os riscos de lesGes para os garanh@es e para os profissionais,
em local espagoso e com solo coberto por areia ou grama. Para a coleta utiliza-se vagina artificial
modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu, SP). A vagina é revestida internamente por uma
mucosa de latex e uma segunda mucosa plastica é colocada na qual sdo acoplados o filtro e o copo
coletor de sémen equino que impeca a penetracao de raios solares e que de preferéncia, ndo deixe

que a temperatura do sémen caia naquele breve instante, provocando choque térmico. O tubo
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rigido da vagina é preenchido com agua aquecida de 42 a 47°C e com ar, para que fique com
temperatura e pressdo adequadas. N&o é necessaria utilizacdo de gel lubrificante no interior da
vagina artificial, pois o garanhdo no momento da copula libera liquido que naturalmente lubrifica

a mucosa, sendo assim confortavel para o animal.

Figura 14: Egua manequim devidamente contida

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

O garanhdo é entdo levado até o local onde esta a égua e ap06s o cortejo (relinchar,
cheirar e morder levemente a égua, reflexo de Flehmen e ere¢do completa ou ndo), € permitida a
monta na égua. O pénis do garanhdo é desviado para dentro da vagina artificial e o profissional
que esta realizando a coleta deve manter a vagina em uma posi¢cdo que mimetize a posicdo em
que o0 pénis estaria no vestibulo vaginal da égua no momento da copula (figura 15). Observados
0s sinais caracteristicos da ejaculacdo (sapateamento, movimentos da cauda, relaxamento),
associado a pulsacdo uretral sentida pelo veterinario na base do pénis do garanhdo, a torneira da
vagina artificial é aberta para saida da &gua e ar. Logo apds a coleta, o sémen é levado para o
laboratério para avaliagdo e diluicdo. A primeira avaliacdo é feita a olho nu e sdo observados

volume, cor, odor e densidade. Posteriormente o0 sémen é diluido na proporcéo de 2:1, onde séo
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duas partes de diluente para uma parte de sémen, para evitar aglutinacdo dos espermatozoides e
para avaliagdo microscopica, na qual sdo observados motilidade e vigor; caso necessario,
determina-se a concentragdo com auxilio de uma camara de Neubauer. Os diluentes utilizados

foram Botusemen e Botuturbo (Botupharma®), em temperatura de 37°C.

Figura 15: Coleta de sémen via vagina artificial

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Outra forma de coleta de sémen acompanhada durante o estagio foi & coleta em estacdo
(figura 16), onde o garanhdo ndo precisa realizar o salto em uma égua manequim. Esse tipo de
coleta se realiza em garanh®es que tem alguma patologia no sistema locomotor e ndo consegue
realizar o salto ou entdo se manter sobre a égua por um periodo de tempo. Também pode se optar
por tal método em garanhdes que tem algum distarbio de comportamento ou que sao altamente
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agressivos no momento da coleta, colocando em risco a si proprio, a égua manequim e as pessoas
que o estdo manipulando. Com isso, evitamos possiveis acidentes e mesmo assim, o garanhdo ndo
deixa de ser utilizado. Para o estimulo do animal, era apresentado uma égua a certa distancia que
com isso, 0 garanhdo ja expunha o pénis e era realizada a higienizacéo e coleta em um tronco de
contencdo. Para tal procedimento, é necessario um condicionamento prévio do garanhdo, com
coletas sucessivas até a percepcdo do mesmo para a situagdo. Ja no caso apresentado, o animal
por ter libido muito alto, seu condicionamento ocorreu de forma rapida e facil, evitando assim

transtornos futuros.

Figura 16: Coleta de sémen em estacdo

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

O sémen destinado para o resfriamento e transporte é colocado em recipiente plastico
graduado (Botu-IA®, Botupharma, Botucatu-SP), ou em saco plastico resistente proprio para esta
finalidade. Este frasco deve estar devidamente identificado com nome do garanhdo, volume,
motilidade e vigor do sémen, além do nome do responsavel pela coleta e colocado em caixa
prépria de transporte de sémen, juntamente com gelo eutético, na temperatura de 5 ou 15°C, de

acordo com a decisdo do Meédico Veterinario responsavel pelo envio do sémen.
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Figura 17: Modelo de relatério devidamente preenchido para envio de sémen resfriado

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

3.4 Coleta de embrides

A técnica utilizada foi a transcervical ndo cirirgica e todos os materiais que entram em
contato com a genitélia interna da égua e com o embrido eram esterilizados em autoclave e
mantidos em estufa de 80 a 84°C. Os materiais necessarios para a coleta de embrido sdo: sonda
de silicone para coleta de embriGes (Minitube®, Porto Alegre, RS), trés frascos de 1L de solugdo
Ringer-Lactato (Sanobiol®, Pouso Alegre, MG), uma seringa de 20mL para inflar o balonete da
sonda, e um filtro de malha de 75micras. Apos utilizados, os materiais sdo lavados com agua
corrente e depois imersos em solucdo de agua e detergente enzimatico Riozyme Eco (Rioquimica)
por N0 maximo cinco minutos a temperatura de 42°C, que tem alto poder germicida e ndo deixa
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residuos nos materiais apds a secagem. A sonda é entdo embalada em papel proprio para
esterilizacdo (HospFlex, Sorocaba, SP) e autoclavada a 121°C por 15 minutos e depois levada
para estufa para secagem; as placas de Petri e o filtro de coleta de embriGes também séo lavados

na mesma solucdo da sonda e depois levados para estufa de esterilizacdo e secagem.

Para a coleta de embrido inicialmente coloca-se a égua doadora em um tronco de
contencdo, amarrando e enfaixando sua cauda (figura 18). A vulva e perineo sdo lavados com
sabdo neutro e dgua e secados com papel toalha. Com a égua devidamente contida e higienizada,
é introduzida via vaginal a sonda (figura 19), que passa pelo cérvix até o corpo do Utero. Neste
momento o balonete é inflado com 30 a 45mL de ar e a sonda é caudalmente tracionada contra o
oOstio cranial do cérvix, para evitar refluxo do liquido. A solucdo Ringer-Lactato é infundida via
sonda, até preencher o corpo e 0s cornos uterinos. Com o Utero completamente preenchido, o
liquido é drenado passando pelo filtro (figura). Apds o término da Gltima lavagem, o balonete é
esvaziado e a sonda retirada. O filtro deve conter, no minimo, 20mL da solugdo para evitar
desidratacdo do embrido. O contetdo do filtro é lavado com ringer- lactato para que fique mais
limpido e em seguida, é depositado em placas de Petri para o rastreamento das estruturas em lupa
de aumento (Oleman). Posteriormente a coleta, as doadoras recebem 1mL de Dinoprost
Trometamina (Lutalyse®, Zoetis), equivalente a 5mg de dinoprost, via intramuscular, para que

ocorra indugéo da lutedlise e elas retornem mais rapidamente ao estro.

Figura 18: Lavagem uterina de égua doadora com Soro Ringer Lactato

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
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Figura 19: Filtro coletor de embrido, com um embrido de aproximadamente 9 dias

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

O embrido é avaliado quanto ao seu estagio de desenvolvimento e qualidade. Esta
avaliacéo é relativamente simples. Quanto ao estagio de desenvolvimento, a classificacdo é feita
basicamente observando o aspecto morfologico do embrido, que pode ser coletado em fase de
morula, blastocisto inicial ou blastocisto expandido. Na classificagdo quanto a qualidade, é
observado o formato, tamanho, cor e textura e ¢ dada uma ‘nota’ perante o observado, de acordo

com a tabela 1.
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Tabela 1 — Critérios de classificacdo do grau de qualidade de embriGes equinos

Qualidade

Excelente — ideal, esférico,
com tamanho, cor e textura

Graul .
uniformes

Bom - Pequenas
imperfeicdes, forma irregular

Grau 2
ou separacao de trofoblasto

Razodvel — Poucos problemas

de blastocele, células

degeneradas ou blastocele
Grau 3 colapsada

Ruim — Blastocele colapsada,
varios blastdbmeros extrusos e
células degeneradas, mas com

Grau 4 aparéncia viavel da massa
embrionaria

Degenerado - Odbcito nao
fertilizado ou embridao

Grau 5 N
totalmente inviavel

Fonte: Adaptado de McKinnon & Squires, 1998.

Ap0s a avaliacdo, os embriBes viaveis s&éo manipulados com o auxilio de uma palheta de
0,25 ou 0,5mL e uma seringa de insulina (ImL). O embrido é transferido para uma placa de 5
pocos e lavado em meio de cultivo (Holding Plus 0,4% BSA, Vitrocell, Embriolife) previamente
aquecido de 32 a 37°C (figura 20). Em cada gota, 0 embrido € lavado de duas a trés vezes por

meio de movimentos de aspiracao e expiracao pela palheta para remover possiveis impurezas.
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Figura 20: Mesa aquecedora com materiais aquecido para momento da TE (paletas de 0,5ml; placa de

Petri; placa com 5 pocos; meio de lavagem de embrido BotuEmbryo)

Y

Rt .

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Quando a transferéncia é imediata, a receptora selecionada é colocada no tronco de
contencgdo sendo devidamente higienizada. Sua cauda é amarrada e enfaixada e em seguida sua
vulva e perineo sdo lavados com agua e sabdo neutro e secados com toalha de papel. O embrido
é aspirado do meio para uma pipeta rigida de inseminagdo artificial em éguas (figura 21),
obedecendo a seguinte ordem: uma coluna de meio, uma coluna de ar, uma segunda coluna de
meio contendo o embrido, outra coluna de ar e uma Ultima coluna de meio. A pipeta é protegida
por uma camisa sanitéaria para evitar possiveis contaminacdes da vagina e quando atinge o terco
médio do cérvix, a camisa sanitaria € rompida e o contetdo da pipeta é depositado no corpo do

Utero.
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Figura 21: Momento em que o embrido é aspirado

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Figura 22: Desenho esquematico da janela de transferéncia da receptora em relagdo ao dia da ovulagdo da

doadora
DOADORAS
Do D7 D9
Ovulagdo Lavado do embrido
| | RECEPTORAS

DO D4 D9

Ovulagdo l J
JANELA PARATE

Fonte: Adaptado de Maciel (2014)

Caso a receptora ndo esteja no local e consequentemente ndo seja possivel a transferéncia
imediata, 0 embrido pode ser colocado em um tubo criogénico e ser transportado para outro local,
desde que seja protegido de luz, umidade e variagdes de temperatura. Segundo Alvarenga (2010),
0 embrido equino permanece viavel em meio de cultivo por até 72 horas, sendo necesséria a troca
do meio a cada 24 horas.
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No décimo segundo dia de vida do embrido, realiza-se a ultrassonografia para
confirmacdo da gestagédo na receptora (figura 23), sendo novamente avaliado no 30 ° e 60 °© dias

de gestacdo e assim a receptora é entregue ao proprietario.

Figura 23: Imagem ultrassonografica com vesicula embrionaria de aproximadamente 14 dias

——

. MGIBNE 34,03

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Um ponto fundamental para que um programa de transferéncia de embrido seja bem
sucedido, é aimplementacdo de um calendario sanitario (figura 24) em todos os animais presentes
na propriedade, especificando cada grupo de animais destinados a qual funcdo (reprodugéo,
esporte, trabalho, exposicoes) e assim, montando um calendario préprio que assegure aquele
grupo de certas doencas que possam acometé-los. Destacando para animais em reproducdo, a
imunizacdo contra Lesptospirose e Aborto equino a virus (Herpesvirus, figura 25), que sao

doencas que causam abortos nos equinos, gerando assim grandes prejuizos.
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Figura 24: Calendario sanitario anual equino

DOENCA 1A.DOSE | REFORGO FREQUENCIA
fidade)

Influenza 5 meses apos 30 dias L-ﬁl‘llﬂl

Encefalomelite & meses apos 07 dias Anual

Leplospirose 6 meses apos 15 dias Anual

Tetano & meses apas 30 dias Anual

Raiva 6 meses of of of o1 Anual

Aborto eqiino a virus Eguas prenhes:

/ 59, 77 ¢ 9Y meses

Rinopneumonite Gmeses | apos 30 dias de gestacio;

(herpesvirus) Demais animais:

Anualmente

Fonte: http://equitacaoespecial.blogspot.com/2010/01/vacinacao-e-vermifugacao-de-
equinos.html

Figura 25: Vacinas utilizadas contra doencas que causam aborto

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
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3.5 Resultados obtidos durante periodo de estagio

Durante o estagio, foram acompanhadas 60 inseminagdes artificiais, sendo 14 com sémen
fresco, 30 com sémen resfriado e 16 com sémen congelado, ndo sendo realizada monta natural.
Do total das 60 inseminages, foram realizados 35 lavados uterinos de éguas doadoras, com 30
lavados positivos, resultando em 85,7% de recuperacdo embriondria (tabela 2). As demais
inseminac@es foram realizadas em matrizes, com um indice de 92% de prenhez positiva, gerando
um total de 23 prenhezes (tabela 3). Dos 30 lavados positivos, foram confirmados 26 prenhezes
nas receptoras escolhidas, alcangando um indice de 86% de prenhez, dados estes que superam aos
resultados obtidos por Fleury et al. (2001), que avaliaram os fatores que afetam a recuperagéo
embrionaria e os indices de prenhez apos transferéncia trans-cervical em equinos da raga
Mangalarga e obtiveram 61,1% de recuperacdo embrionéria. Resultado estes possiveis através
dos avancos em estudos e uso correto das biotecnologias da reproducdo equina, assegurando

assim melhores resultados dentro de um programa de transferéncia de embrides.

Tabela 2 - Namero de lavagens de Gtero para coleta de embrides realizadas, quantidade de embriGes
recuperados nas lavagens, porcentagem de eficiéncia na recuperacgéo de embrides, nimero receptoras com

gestacdo confirmada e taxa de gestacéo.

Lavagens Embrides Eficiéncia Gestacéo Taxa de
uterinas recuperados (%) confirmada gestacgéo
(%)
Setembro 8 7 87 6 85
Outubro 12 10 83 8 80
Novembro 15 13 86 12 92
Total 35 30 85,3 26 85,6

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Tabela 3 - NUmero total de inseminacdes descrevendo qual tipo de conservacdo do semen, nimero de
embrides recuperados e nimero de confirmacéo de prenhez



Numero de
inseminagoes

Semen fresco 7
Semen resfriado 22
Semen congelado 6
Total 35

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Numero de
embriGes
recuperados

20

30

Numero de
prenhez
confirmadas

18

26

38

Eficiéncia (%)

71
90

83
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

O estagio supervisionado foi extremamente importante para minha formacéao e contribuiu
muito para o meu crescimento professional. O trabalho permitiu colocar em prética os
ensinamentos do curso de Medicina Veterinaria, vivenciar diferentes protocolos e biotecnologias
da reproducdo equina e comprovar a viabilidade da utilizagdo de sémen congelado nas taxas de
recuperacdo embriondria. Além disso, foi possivel experimentar a realidade do mercado de
trabalho, principalmente no que diz respeito a producdo e reproducdo de equinos no Leste de
Minas Gerais.
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