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RESUMO

O presente trabalho relata as atividades realizadas como parte das exigéncias da
disciplina PRG-107 - Estagio Supervisionado, para o titulo de Bacharel em Medicina
Veterinaria pela Universidade Federal de Lavras (UFLA), sob orientacdo do Professor Doutor
Luis David Solis Murgas. A carga horaria préatica foi cumprida nas Centrais de Reproducédo
Equina Embrio-Equi e GUTAVET, sendo 360 e 176 horas, respectivamente. O expediente
ocorria das 08:00 até as 18:00, com horéario de almoco de 12:00 as 14:00. O restante da carga
horéria é destinada a elaboracdo deste trabalho. Durante o periodo de estagio na primeira
empresa foi possivel acompanhar 7 colheitas de sémen, 14 Inseminagdes Artificiais (1A), 8
Transferéncias de Embrido (TE), 21 citologias uterinas, 18 swabs uterinos, entre outros. Na
segunda empresa foram acompanhadas 12 colheitas de sémen, 7 1A, 113 TE, 5 colheitas de
embrido, inmeros diagndsticos de gestacdo, 8 sessdes de aspiracdes foliculares, alem de um
parto distocico. Nas duas empresas foi possivel adquirir vivéncia pratica em temas que soO
havia tido contado tedrico durante a graduacdo, e nesses trés meses pude acompanhar a rotina
pratica de centrais de reproducdo, abrangendo as areas: Ginecologia e Andrologia, além de
Fisiopatologia da Reproducdo e Tratamento de Enfermidades Uterinas, tendo contato com
varias biotecnologias aplicadas a reproducdo de equideos. Este trabalho contempla um
relatorio de estagio, uma revisao de literatura e um relato de caso sobre colheita de embrido

em uma égua senil com endometrite crénica.

Palavras-chave: Transferéncia de embrido. Endometrite. Colheita de sémen.



ABSTRACT

This work reports on activities performed as part of the discipline PRG-107 -
Supervised Internship, for the title of Bachelor of Veterinary Medicine from the Federal
University of Lavras (UFLA), with the guidance of Professor Luis David Solis Murgas. The
practical workload was fulfilled in Equina Embrio-Equi and GUTAVET breeding centers,
being 360 and 176 hours, respectively. The job hours are from 8 am to 6 pm, with lunch time
from 12 am to 2 pg. The rest of the workload is destined to the elaboration of this work.
During the internship period in the first company that was able to follow 7 semen collection,
14 Artificial Insemination (IA), 8 Embryo Transfer (ET), 21 uterine cytologies, 18 uterine
swabs, among others, already in the second company were accompanied 12 semen collection,
7 1A, 113 TE, 5 embryo collections, diagnostic pregnancy numbers, 8 sessions of follicular
aspiration, and a dystonic delivery. In both companies, it was possible to acquire practical
experiences in topics that had theoretical content during the undergraduate course, and three
months after the practice of central reproduction, covering areas of Gynecology and
Andrology, as well as Reproductive Pathophysiology and Treatment of Uterine Diseases,
having contact with various biotechnologies applied to equine breeding. This work includes
an internship report, a literature review and a case of embryo collection in a senile mares with

chronic endometritis.

Keywords: Embryo Transfer. Endometritis. Semen collection.
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1. INTRODUCAO

A grade curricular do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), é composta por dez periodos letivos, sendo nove semestres destinados a
disciplinas obrigatdrias e eletivas, presenciais e integrais, e o Ultimo semestre é reservado para
a disciplina PRG107 - Estégio Supervisionado, com carga horaria de 476 horas (28 creditos),
distribuidas em, no minimo, 408 horas propostas as atividades préaticas e 68 horas dedicadas a
elaboracdo do Trabalho de Conclusédo de Curso (TCC), sob a orientacdo de um docente do
Departamento de Medicina Veterinaria (DMV).

O estdgio supervisionado configura-se como atividade de treinamento e
qualificacdo profissional, com o intuito de complementar o ensino tedrico-pratico, conduzindo
0 graduando para um direcionamento profissional em éareas da Medicina Veterinaria. O
estagio foi realizado em duas empresas distintas, ambas centrais de reproducao equina, sob a
orientacdo do Professor Doutor Luis David Solis Murgas.

A Central Embrio-Equi, localizada no municipio de S& Simdo - SP, foi o
primeiro local de estagio, por ser destaque na area reproducédo de equinos. A supervisdo do
estadgio ficou a cargo M.V M.S.c Carlos Guilherme de Castro Schutzer, proprietario da
empresa, e atualmente professor do curso de Medicina Veterinaria nas Faculdades Baréo de
Maua e Moura Lacerda, em Ribeirdo Preto - SP, ministrando as disciplinas de Reproducéo e
Obstetricia, e de reproducao em cursos de pds-graduacao no Instituto Brasileiro de Veterinaria
(IBVET), além de cursos e palestras particulares. O estagio foi realizado no periodo de 29 de
julho a 27 de setembro de 2019, totalizando 360 horas, cumpridas em 45 dias Uteis.

A Central pertencente a empresa GUTAVET, sediada em Piracaia - SP, foi o
segundo local de estagio, definido pelas 6timas referéncias, e pelo grande volume de animais
trabalhados por estacdo reprodutiva. A supervisdo ficou a cargo M.V M.S.c Dra. Maria
Augusta Alonso, proprietaria da empresa, e professora em palestras e cursos de pos-graduacao
em reproducdo de equideos pelo IBVET. As atividades foram cumpridas no periodo de 01 de
outubro a 30 de outubro de 2019, com total de 176 horas, ao longo 22 dias Uteis.

Este trabalho tem o objetivo de descrever as atividades acompanhadas em ambas
as centrais de reproducdo. Os relatos incluem a descricdo fisica e operacional dos
estabelecimentos, atividades desenvolvidas, biotecnologias aplicadas, bem como uma reviséo
de literatura a respeito de endometrite bacteriana crénica, e um relato de caso de recuperacao

embrionaria em uma égua senil com essa patologia.
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2. CENTRO AVANCADO DE REPRODUCAO EQUINA: EMBRIO-EQUI

2.1.  Introdugéo

A Embrio-Equi, Centro Avancado de Reproducdo Equina, fundada em 2004, esta
localizada no Haras Bandeirantes, pertencente a Fazenda S&o José, que se encontra as
margens da rodovia Anhanguera (SP-330), no km 274, no municipio de S&o Simédo, estado de
Sédo Paulo.

A empresa presta servico em Reproducdo Equina tanto dentro do Haras quanto
fora dele, atendendo principalmente animais da raga Quarto de Milha. Dentro dos servigos
oferecidos estdo: exame do sistema reprodutivo dos animais; colheita, analise e congelamento
de sémen; acompanhamento folicular; IA; TE; diagndstico e acompanhamento gestacional;
sexagem fetal; exames, tratamentos clinicos e cirurgicos de enfermidades do trato reprodutivo
feminino.

A Embrio-Equi € uma central de reproducdo renomada nacionalmente, sendo
referéncia na reproducdo de equinos da raga Quarto de Milha no interior de S&o Paulo. Conta
com infraestrutura completa para o desenvolvimento das atividades, supervisdo de
profissionais de exceléncia com empenho em transmitir todo seu conhecimento, contribuindo
para 0 desenvolvimento profissional e pessoal. As atividades foram desenvolvidas,
principalmente, em propriedades externas nas cidades da regido, tais como Ibitinga, Santa
Rita do Passa Quatro, Santa Rosa do Viterbo, Ribeirdo Preto, entre outras.

A equipe profissional da empresa conta com dois médicos veterinarios, dois
tratadores, além de varios estagiarios que sempre estdo acompanhando as atividades desenv
olvidas na central.

O objetivo do estagio foi acompanhar a rotina de um profissional referéncia na
reproducdo equina, conjugando teoria e pratica. Além de entender os desafios para obter os
melhores indices reprodutivos possiveis, e aprender sobre a utilizacdo de diversas

biotecnologias.

2.2.  Estrutura Fisica

A estrutura do Haras é composta por trés pavilhdes de cocheiras, com 103 baias
no total, sendo que dois pavilhdes, de 20 baias cada, sdo destinados a central de reproducéo,
onde estdo doadoras (Figuras 1 e 2), garanhdes e potros desmamados. Dentro do pavilhdo das
doadoras h4d um tronco de contengdo com dimensdes de 2 m x 0,7 m x 1 m (comprimento X
largura x altura), utilizado para palpacéo transretal, exame ultrassonogréafico, e aplicagdo de

horménios e medicamentos; uma sala (Figura 3) utilizada como farméacia, onde ficam os
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hormdnios, medicamentos em geral, instrumentais cirurgicos, materiais descartaveis e de uso
geral, entre outros; um laboratério principal (Figura 4), onde é realizado tanto a analise,
manipulacdo, resfriamento e congelacdo de sémen quanto o mesmo procedimento com 0s
embribes, contendo materiais para tais procedimentos como duas lupas, dois microscopios
Opticos, uma centrifuga, um banho maria, diluentes, pipetas e inovuladores, placa aquecedora,
placa de cultivo celular, seringas, agulhas, entre outros; 12 piquetes sendo quatro destinados
aos garanhdes, um para éguas prenhes e paridas, um para doadoras (Figura 5), um para
receptoras e cinco para outras finalidades; e um escritério.

s de
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Figura 1 - Vista externa do pavilhdo de baias de éguas doadora

Lt e T e AR A ‘a_—xiﬁ;;mnuk
Fonte: Autor (2019)

Figura 2 - Vista interna do pavilhdo de baias das éguas doadoras

Fonte: Autor (2019)
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Figura 3 - Sala de medicamentos e de esterilizagcdo de instrumentais cirdrgicos

Fonte:Ator (2019)

Figura 4 - Laboratorio principal

Fonte: Autor (2019)

Figura 5 - Piquete destinado as éguas doadoras de embrido

Fonte: Autor (2019)
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A recuperacdo embrionéria é realizada utilizando tronco de contencdo, de
dimens6es 2,2 m x 0,9 m x 2,5 m, que fica ao lado do laboratdrio, facilitando a manipulagéo e
envase do embrido. O laboratério também possui uma sala destinada a lavagem, esterilizacao
e embalagem de materiais utilizados nas diferentes biotecnologias aplicadas na central, com
equipamentos como estufa e botijoes de nitrogénio. Na parte externa, fica a area de colheita
de sémen, que possui um manequim, tronco de contencdo ja citado, mesa de inox e uma sala

para preparacao de materiais como a vagina artificial para colheita de sémen.

2.3.  Manejo Alimentar

Além do fotoperiodo no caso dos equinos, a reproducdo é influenciada por varios
outros fatores extrinsecos como nutri¢do, estresse, e até mesmo as particularidades de cada
individuo. Estar livre de fome e sede € a premissa basica do bem-estar animal, e caso nédo
forem respeitadas as necessidades do animal, a reproducdo ndo obtera os resultados
almejados. Sem uma nutricdo adequada, 0 metabolismo de qualquer ser vivo ndo consegue
chegar a homeostase ideal para que todos os sistemas respondam corretamente. Portanto,
assim como todo o organismo do animal, a reproducdo depende de um manejo alimentar
eficiente para que ela seja eficiente. Dessa forma, a alimentacdo escolhida para todos os
animais da Central € composta por quatro quilos de racédo, fracionados em duas refei¢des, uma

pela manha e uma a tarde; pasto, feno e sal mineral a vontade.

2.4. Manejo de Doencas Reprodutivas

Existem varias doencas que podem afetar os equinos e causar prejuizos a gestacao
dos mesmos como perda embrionéaria, aborto, endometrite, entre outros. Assim, a empresa
adota um protocolo de imunizacao das fémeas com cinco, sete e nove meses de gestacdo, com
a vacina Pneumabort®, via Intramuscular (IM), para a prevencdo de Aborto Equino a Virus,
causado por um Hespesvirus Tipo I, o qual é o segundo agente mais comum como causador
de aborto (12% dos casos), ocorrendo nos ultimos quatro meses de gestacdo (MCKINNON et
al., 2011). Além disso, com trés e seis meses de gestacdo, sdo administrados 40 mL de
Estreptomicina via IM, como terapia profilatica para Leptospirose, causada por bactérias do
género Leptospira, o que leva ao aborto em equinos com seis meses ou mais de gestacdo,
podendo chegar a 6% dos casos (MCKINNON et al., 2011). Neste caso, a vacina ndo é

utilizada, uma vez que a mesma nao garante imunidade para todos os sorotipos da Leptospira.
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3. CENTRAL DE REPRODUCAO EQUINA: GUTAVET

3.1. Introdugéo

O Haras RAA foi fundado em 1976, e a Central de Reprodugdo Equina -
GUTAVET em 2008, ambos pertencentes a Fazenda Santa Rita Il, que se encontra as
margens da Rodovia Aldo Bolini, no km 82, no municipio de Piracaia, estado de Sdo Paulo. A
fazenda possui 81 piquetes, sendo que seus tamanhos variam de um a cinco hectares (Figura
6).

Figura 6 - Piquetes destinados aos animais do pensionato

Fonte: At (2019) '

A central é destinada, principalmente, a aluguel de receptoras a proprietarios
externos, mas também aluga baias e piquetes para pensionato. Os servi¢os reprodutivos
oferecidos séo: colheita de sémen; acompanhamento folicular de éguas, manejo de éguas
aciclicas, inseminacdo artificial em éguas, exame do sistema reprodutivo dos animais,
transferéncia de embrides em equinos, aspiracao folicular para producdo in vitro de embribes
através da técnica de clonagem ou Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI),
confirmacdo e acompanhamento gestacional, tratamentos de enfermidades uterinas em
doadoras e parto assistido.

O controle folicular, inseminacéo artificial, e colheita de sémen eram realizadas
pelas veterinarias que trabalham na Central, no entanto, outros servicos sdo terceirizados. As
transferéncias de embribes convencionais sdo executadas por trés veterinarios, as
transferéncias de embrido de ICSI e clone, sdo feitas por outra veterinéria, e a aspiracao
folicular e selecdo de odcitos por outros dois veterinarios.

A escolha dessa empresa ocorreu por tratar-se de uma empresa composta por

profissionais de exceléncia na area de Reproducéo Equina, com infraestrutura completa para o
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desenvolvimento das atividades. A equipe é composta com por uma Médica Veterinaria
responsavel técnica, e duas Médicas Veterinarias residentes, aléem de 8 funcionérios (entre
tratadores e tratoristas), e estagiarios.

Portanto, o objetivo do estagio foi acompanhar uma rotina de profissionais da area
de reproducdo equina, entendendo os desafios para obter indices reprodutivos satisfatorios,

tendo em vista a grande demanda por receptoras.

3.2.  Estrutura Fisica

A Central é composta por quatro pavilhdes de  cocheiras
com 43 baias. Dois desses pavilhdes sdo destinados ao pensionato (Figura 7) totalizando 23
baias. 14 delas com dimensdo de 3 m x 4 m, e as demais de 3 m x 2 m. Os outros dois
pavilhGes séo de criacdo de Mangalarga Paulista (Figura 8) e contam com baias de 3 m x 4 m.

Figura 7 - Pavilh&o de baias do pensionato

Fonte: Autor (2019)

Figura 8 - Um dos pavilhes de baias dos Mangalargas Paulista

M‘i&“%mi‘ Ll S
Fonte: Autor (2019)
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O local também contém um escritério; um laboratério especializado (Figuras 9),
onde é realizado manipulacdo de sémen, analise e manipulacdo de embribes, contendo
materiais para tais procedimentos como: duas lupas, um microscopio éptico, uma centrifuga,
um banho maria, trés freegobares, diluentes, pipetas e inovuladores, placa aquecedora, placa
de cultivo celular, seringas, agulhas; uma sala de esterilizacdo (Figura 10) que possui uma
estufa e um autoclave. Além dessas dependéncias, hd também uma sala de botijoes de sémen.
Ao lado do laboratério existem dois troncos onde sdo feitas inseminacao artificial, colheita e
inovulacdo de embrido, e sdo destinados, principalmente, para controle reprodutivo de
doadoras. Para controle reprodutivo de receptoras, a Central conta com 32 troncos em uma

lanchonete (Figura 11). E na &rea externa, ha o manequim para a colheita de sémen.

Figura 9 - Laboratério especializado para manipulacao de embribes e sémen

Fonte: Autor (2019)
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Figura 10 - Sala de esterilizagéo de materiais
=

Fonte: Autor (2019)

de éguas receptoras

Figura 11 - Lanchonete destinada ao manejo reprodutivo

Fonte: Autor (2019)

3.3. Manejo Alimentar

A maior parte dos animais do pensionato passam a noite em baias e recebem
racdo, feno e sal mineral de acordo com a op¢éo do proprietario do animal, e durante o dia séo
soltos em piquetes formados com Tyfton spp.

As receptoras ficam em pastagens de Tyfton spp., com sal mineral a vontade. No
entanto, em épocas de estiagem, elas sdo alimentadas com silagem de milho, enquanto as

pastagens sdo conservadas para que possam receber 0s animais no periodo das chuvas. Como
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h& escassez de pastagens na seca, apenas as receptoras recém transferidas e as com prenhes

confirmadas ficam nos piquetes com pasto formado (Figura 12).

Figura 12 - Piquete em formagdo com Tyfton spp.

3.4. Recebimento de Animais e Manejo Sanitario

Como a propriedade é uma Central que aluga receptoras, todos 0s animais que
chegam no local, obrigatoriamente, devem possuir Guia de Transito Animal (GTA), exames
atualizados e negativos de Anemia Infecciosa Equina (AIE) e Mormo, e atestado de sanidade
encaminhado pelo Médico Veterinario responsavel. Além disso, no desembarque, 0s animais,
sdo desverminados com formulacdo comercial em pasta, de uso oral, a base de Ivermectina,
utilizando uma bisnaga para 500 kg, independente do peso do animal, vacinados e era
realizada a palpacdo e a ultrassonografia (US) para verificar em qual fase do ciclo estral
estava aquela fémea. Apesar de o correto ser pesar todos os animais e fornecer a dose
adequada de vermifugo, a Médica Veterinaria responsavel acredita que esse manejo € inviavel
frente ao grande nimero de animais (cerca de 250) e a rotina intensa da Central.

As vacinas utilizadas na imuniza¢do dos animais sdo EWT (tétano, influenza

equina e encefalomielite leste e oeste), garrotilho, raiva e leptospirose.
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4, ATIVIDADES ACOMPANHADAS

As atividades realizadas em ambas as centrais foram muito similares, com
algumas particularidades de cada empresa, que serdo citadas nos tépicos correspondentes.
Dentre essas atividades estdo o controle reprodutivo de doadoras e receptoras, e
hormonioterapia; o ciclo estral artificial; 1A; exames complementares e tratamentos uterinos;
a colheita e TE convencionais, de ICSI e de clone; o diagndstico de gestacédo, a sexagem fetal;
0 parto assistido; a aspiracédo folicular; o manejo reprodutivo de garanhdes incluindo colheita,
manipulacdo e biotecnologias aplicadas ao sémen equino; e 0 manejo diario de rotina dos
animais alojados como alimentacdo, cuidados com pelagem e cascos, vacinacdo e
vermifugagdo (Figura 13 e 14).

Figura 13 - Grafico de atividades desenvolvidas na empresa Embrio-Equi
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Fonte: Autor (2019)
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Figura 14 - Gréfico de atividades desenvolvidas na empresa GUTAVET
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Fonte: Autor (2019)

4.1. Manejo Reprodutivo de Fémeas

4.1.1. Controle Reprodutivo

As fémeas equinas sdo animais poliéstricos estacionais, ou seja, ciclam em
determinada época do ano. Essa época corresponde ao periodo de dias mais longos, com
maior incidéncia de luz. O controle reprodutivo é realizado através de alguns parametros:
palpacdo transretal, em que € avaliado o ténus uterino, classificado de um a trés.
Ultrassonografia (Figura 15) para mensurar e avaliar foliculos, presenca de corpo lateo (CL),
grau de edema uterino, classificado de um a quatro (edema inflamatorio) segundo a escala de
Samper, ou presenca de fluido inflamatério e ar. Além disso, na US € possivel avaliar e
classificar a ecogenicidade uterina, também classificada de um a trés. Determinadas
caracteristicas e alteragdes morfoldgicas como edema e ténus uterinos, além de
desenvolvimento folicular, séo perceptiveis tanto na palpagdo quanto na ultrassonografia, que
correspondem aos diferentes estagios do ciclo estral, sendo que os mais importantes na pratica
de reproducdo equina sdo: anestro, estro e diestro. Na Embrio-Equi utiliza-se aparelhos de
ultrassonografia ALOKA SSD-500 e o Mindray DP-10, e na GUTAVET era utilizado o
Sonoscape A5, ambos com probe linear de frequéncia de 5 Mhz.
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Figura 15 - Controle folicular e uterino via palp

acdo e ultrassonografia transretal

Fonte: Autor (2019)

As alteragdes observadas com relacdo ao inicio do estro sdo edema uterino
fisiologico (com classificagdo de um a trés), tonus uterino, relaxamento de cérvix e
mensuracdo folicular. Adota-se como padrdo para acompanhamento de ovulacéo, éguas que
apresentem foliculos > 35 milimetros (mm) de diametro e edema uterino de grau trés (MELO,
2006). Ao atingir o ponto de inducdo para ovulacdo, conforme os parametros apresentados
anteriormente, podemos utilizar de diversos protocolos hormonais (FARIAS et al, 2016). A
inducdo, era feita associando a Gonadotrofina Coridénica Humana (hCG) na dose de 1500 U.I
via intravenosa (IV), com andlogo de Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), a
deslorelina, na dose de 1 mg via IM. Tal protocolo confere caracteristicas reprodutivas
desejadas como um bom tbénus uterino e cervical, e maior confiabilidade na inducdo de
ovulacdo (FLEURY et al., 2007; AWAN et al., 2016).

4.1.2. Ciclo Estral Artificial

A estacdo de monta se inicia quando os dias ficam mais longos, justamente devido
a maior luminosidade a que estes animais serdo expostos. Contudo, existe o periodo de
transicdo, o qual é caracterizado pela producdo inadequada de horménios reprodutivos. Dessa
forma, podemos otimizar essa fase utilizando horménios exdgenos, estrogeno (E2) e

progesterona (P4), no intuito de mimetizar o ciclo estral da égua.
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O objetivo desses protocolos € mimetizar o ciclo estral natural desses animais,
com a elevacdo de estrogeno, o qual é imprescindivel para estimular a presenca de receptores
de progesterona no Utero. Este hormonio é administrado apds as aplicagdes de E2 no intuito
de preparar o Utero para a chegada de um embrido, uma vez que a P4 € o horm6nio que esta

associado a manutencdo da gestacéo.

4.1.2.1. Protocolo de Ciclo Estral Artificial preconizado pela Embrio-Equi

Os tipos de estrogeno que podem ser utilizados sdo o 17-p estradiol®, que deve
ser administrado diariamente nas doses de 1 mL no dia do inicio do protocolo, 2 mL no
segundo dia e 1 mL no terceiro dia; e 0 benzoato de estradiol, que tem uma duracdo mais
longa, e é administrado uma dose de 2,5 mL por trés dias. Apds 48 horas da ultima aplicacdo
de E2, coloca-se o implante intravaginal (Figura 16) de progesterona (P4) apenas se 0 animal

tiver respondido ao estrogeno, ou seja, ter apresentado um edema de grau trés.

Figura 16 - Implante Intravaginal de P4

Fonte: Autor (2019)

Para colocar o implante intravaginal de progesterona, deve-se lavar
adequadamente a wvulva, vestir uma luva virada, pegar o dispositivo e banha-lo com
terramicina spray, Terra-Cortril®, repetindo o mesmo em toda a luva. A P4-300® (300
mg/mL), de longa acdo, sO era utilizada apds confirmacdo do embrido na receptora aos 15
dias, em uma dose de 5 mL, uma vez por semana, até os 120 dias de gestacdo (a placenta
assume a producgdo de P4 a partir dos quatro meses de gestagdo), e o implante era retirado
depois de trés dias da aplicacdo da P4-300® pois esta demora dois dias para atingir seu pico
(Figura 17).
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Figura 17- Protocolo de Ciclo Estral Artificial - Embrio-Equi

| 2ah | 24h | 48h 5 dias 5 dias 48h
| | |
1mL 2mL 1ImL Implante P4 TE Retirar/trocar DG
178 17 17B implante
Fonte: Autor (2019)
41.2.2. Protocolo de Ciclo Estral Artificial preconizado pela Empresa GUTAVET

Existem dois tipos de protocolos executados na GUTAVET, um para embrides de
ICSI e clone, que € pré-determinado pela empresa IN VITRO, e o outro para embrides

convencionais.

4.1.2.2.1. Embrides de ICSI ou Clone

Sd0 administradas doses de 2 ml de E2, 17-B estradiol®, por trés dias
consecutivos, e € avaliada a resposta uterina ao farmaco no dia seguinte da primeira aplicacao
e no ultimo dia de administragdo. Caso no Gltimo dia o animal manifeste um grau trés de
edema uterino, 24 horas depois, é administrado progesterona oral, Altrenogest® . Repetia-se
este Ultimo no dia seguinte, juntamente com a administracdo de P4-300® (progesterona de
longa acédo). Posterior a isso, no dia da TE e no dia do DG, também era feita a P4-300®,
sempre na dose de 5 mL. Depois de confirmado o embrido na receptora com 15 dias, a
progesterona de longa acdo passava a ser fornecida uma vez por semana, na dose de 5 mL, até
0s 120 dias de gestacdo (Figura 18).

Figura 18 - Protocolo de Ciclo Estral Artificial (ICSl/clone) - GUTAVET

| 24h | 24h | 24h | 24h | 3 dias I 7 dias I
! | i | | [ !
2mL 2mL 2mL 10mL 10 mLP4 TE+ 5mL DG
178 17p 17 P4oral oral+ P4 LA
5mL
P4 LA

Fonte: Autor (2019)
41.2.2.2. Embrides Convencionais

O protocolo com estrégeno 17-f estradiol® era o mesmo dos embribes de clone
ou ICSI, porém, no quarto dia apds a primeira aplicacdo de E2, administrava-se Altrenogest®
injetavel IM, na dose de 5 mL. No dia da TE aplicava-se novamente progesterona, e no DG
positivo, administrava-se a P4-300® na dose de 5 mL, uma vez por semana até os 120 dias de

gestacdo (Figura 19).
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Figura 19 - Protocolo de Ciclo Estral Artificial (convencionais) - GUTAVET

| 24h | 24h | 24h | 5 dias I 7 dias I

! [

2mL 2mL 2mL 5mL TE+ 5mlL DG
17p 17 173  P4IM P4 IM

Fonte: Autor (2019)
4.1.3. Inseminacgao Artificial

A 1A é uma das principais biotecnologias aplicadas a reproducdo de diversas
espécies. Através dela, aliando com a manipulacdo de sémen, é possivel otimizar o nimero de
produtos gerados por estacdo de monta, diversificar os cruzamentos realizados, uma vez que
ndo € mais necessario que o macho e a fémea estejam na mesma propriedade, além de
minimizar a transmissao de doencas venéreas ndo diagnosticadas, e acidentes no momento na
monta natural (WEISS et al, 2003).

A 1A era realizada, aproximadamente de 24 a 36 horas apdés a inducdo da
ovulagdo, sendo que quanto mais proximo a ovulagdo, maiores chances de fertilizagdo do
oocito. Esse intervalo varia de acordo com a biotecnologia aplicada ao sémen do garanhdo. O
sémen fresco (in natura) tem viabilidade de, aproximadamente, 48 horas, por isso, a 1A pode
ser aplicada com maior antecedéncia a ovulacdo da fémea. O sémen refrigerado possui
viabilidade de cerca de 24 horas, além de necessitar de um periodo de capacitacdo
espermatica. J& o0 sémen congelado tem viabilidade de fertilizacdo de, em média, somente 12
horas apds sua deposicdo intrauterina, por isso, ao ser utilizado, é necessario que se faca o
acompanhamento da fémea através da ultrassonografia em intervalos de 1 hora, proximo ao
momento estimado para ovulacéo.

A égua a ser inseminada era contida em tronco de contencao adequado, para que
fosse realizada a limpeza do reto, palpacdo e ultrassonografia transretal e, posteriormente,
lavagem externa da vulva e regido perineal com detergente neutro, repetindo o procedimento
de lavagem trés vezes. Na sequéncia era feita a secagem com papel toalha e limpeza do
vestibulo vaginal com papel toalha e gel estéril. Para a inseminacdo em si, coloca-se a luva de
palpacdo ao contrario (estéril), depois essa luva era lubrificada com gel intimo estéril, e ja
com a pipeta em maos, protegendo sua extremidade, o Médico Veterinario introduz o braco
pelo canal vaginal e, com auxilio do dedo indicador a cérvix é localizada. Neste momento a
pipeta € introduzida até o Utero. Em seguida, acopla-se uma seringa ou frasco (Botu-1A®)
contendo o sémen fresco ou refrigerado, depositando-o no corpo do utero. Para IA com sémen
congelado, primeiramente ele deve passar pelo processo de descongelacdo, que foi utilizado

uma temperatura de 37 °C, sendo ele exposto a ela por um minuto, na empresa Embrio-Equi, e
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com a mesma temperatura, porem com apenas 20 segundos exposto a descongelagdo, na
empresa GUTAVET. E usado uma pipeta flexivel para que a deposicio de sémen seja feita na
ponta do corno uterino ipsi lateral a ovulacdo. 6 a 12 horas ap6s a ovulacdo pode ser
administrado ocitocina na dose de 20 U.l para promover contracdo uterina e auxiliar na
expulsao de restos seminais e de liquidos, contribuindo para a ndo ocorréncia de endometrite

patoldgica.

4.1.4. Citologia Uterina, Cultura Uterina e Antibiograma

Esses procedimentos eram executados apenas pela Empresa Embrio-Equi.

No inicio da estacdo de monta séo realizadas citologia uterina, cultura bacteriana e
fungica, e antibiograma em grande parte de doadoras e receptoras que serdo usadas no manejo
reprodutivo da estacdo em questdo. Estes exames séo realizados apos ser identificado liquido,
pontos hiperecoicos no Utero ou edema uterino exacerbado.

Os procedimentos eram realizados apenas quando 0 edema uterino era
classificado como trés ou mais, sendo utilizados para diagnosticar possiveis infeccbes e
determinar qual a melhor forma de trata-las.

Antes do procedimento em si de colheita de material uterino, os animais eram
contidos no tronco para a limpeza do reto, palpacédo e ultrassonografia para definir qual a fase
do ciclo estral dessas éguas. Somente aquelas que possuiam pico de estrégeno passavam pela
colheita de material, para isso, previamente era realizado a lavagem externa da vulva
conforme descrito no procedimento de IA.

A colheita de material para citologia € realizada através de uma haste contendo
uma bainha, envolvida por uma camisa sanitaria (estéril). Dentro da haste ha uma escova
ginecoldgica. Quando devidamente posicionada no interior do (tero, a escova era exposta e
rotacionada de trés a cinco vezes para cada lado, com o objetivo de colher uma amostra para
obtencdo de resultados fidedignos. Ao retirar a escova do sistema reprodutivo da fémea, era
realizado imprint em lamina de vidro, que depois de seca, era fixada e corada utilizando
panotico rapido. Em seguida as laminas eram avaliadas no microscépio éptico, utilizando a
objetiva de 100x, com Gleo de imersdo, para a pesquisa de polimorfonucleares (neutréfilos).

Ao contar 100 ceélulas, o resultado é considerado positivo com a presenca de 3%
ou mais de neutrdfilos, e o grau de infeccdo varia conforme a quantidade de neutréfilos
encontrados.

Para colher material para cultura, é utilizada uma haste, assim como a de

citologia, porém, substituindo a escova ginecoldgica por um swab. Apds a colheita, 0 swab
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era imerso em meio de Stuart, colocado na geladeira para, posteriormente, no laboratério ser
conduzido o plaqueamento de cultivo de bactérias. As placas eram colocadas em estufa a 37°
C, e o cultivo era observado de 24 a 48 horas. Além deste método, a colheita pode ser
realizada utilizando um lavado de baixo volume, recuperando cerca de 50 mL de Ringer com
Lactato, o qual era posteriormente centrifugado, e somente depois passava para 0
plagueamento (MCKINNON et al., 2011). Também era realizado o antibiograma para
verificar a sensibilidade das bactérias cultivadas aos antibidticos, colocando cinco discos de
diferentes antibidticos (Sulfa com Trimetropim, Ceftriaxona, Enrofloxacina, Amicacina e
Ceftiofur) ap6s o plaqueamento da bactéria que foi cultivada anteriormente. Essa placa era
colocada na estufa a 37° C e ap06s 48 horas observava-se a formagdo de halos ao redor dos
discos indicando ou ndo sensibilidade ao determinado antibiotico. Caso haja crescimento de
hifas de fungos, é necessario fazer o antifungiograma.

Usualmente, como tratamento, era feita lavagem uterina com um litro solugéo de
Ringer com Lactato, acrescido ou ndo de peroxido de hidrogénio a 10% ou de lodo Povidine.
Apos as lavagens, procedia-se com infusdo de antibiotico que foi verificado sensibilidade no
antibiograma ou era iniciado a antibioticoterapia sistémica, no caso de infec¢bes bacterianas.

Se elas fossem fungicas iniciava-se tratamento utilizando antifungicos.

4.1.5. Recuperacdo e Transferéncia de Embrides

Para a TE, o animal é contido da mesma forma descrita para a IA, esvazia-se 0
reto do animal para que as fezes ndo atrapalhem o massageamento do Utero. Em seguida, é
feita a lavagem externa da vulva e regido perineal com detergente neutro, repetindo o
procedimento de lavagem trés vezes. Os materiais utilizados sdo previamente esterilizados em
autoclave e estufa.

O embrido colhido da égua doadora deve estar, preferencialmente, no dia 8 pos
ovulacdo (D8) (Figura 20) e a receptora deve estar no dia 5 pos ovulacdo (D5), em embrides
convencionais. J4 para os de ICSI e clone sdo desenvolvidos até D8 e transferidos para
receptoras 4 dias pos ovulacdo (D4) uma vez gque estes embribes possuem um atraso em seu
desenvolvimento. Esses dias podem variar, sendo que a recuperacdo embrionaria, na doadora,
geralmente pode ser realizada entre os dias sete e nove pos ovulacdo, e a inovulagdo na

receptora pode variar dos dias cinco e oito p6s ovulacédo (FLEURY et al., 2007).
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Figura 20 - Embri&o D8

Fonte: Autor (2019)

O Meédico Veterinario responsavel deve vestir uma luva de palpacdo virada ao
contrario, para minimizar os riscos de contaminacdo e, com a ajuda de um auxiliar, retira a
sonda de TE do saco estéril, com a mao enluvada protegendo a extremidade que sera
introduzida no ambiente intrauterino. Posteriormente, conecta-se soro Ringer com Lactato e
deixava o liquido passar pela sonda, com objetivo de retirar todo ar que existia dentro dela.
Lubrificava-se o dorso da luva com gel estéril, e a sonda era introduzida através da vagina,
passando pela cérvix até chegar ao Utero. Para fixar a sonda dentro do Utero é necessario inflar
o cuff (balonete) com aproximadamente 40 a 60 mL de ar, 0 que impedia que a sonda ou
liquido voltasse pela cérvix. Apdés a fixacdo da sonda, a mao era retirada da vagina e
introduzida no reto, com isso acompanhava-se a distensdo do utero, possibilitando o
massageamento do mesmo para ajudar o preenchimento de toda extensdo dos cornos e corpo
uterino. O liquido era infundido com pressdo para o interior do Utero.

A colheita de embries era feita pelo método fechado na Embrio-Equi (filtro
coletor com tampa) e aberto na GUTAVET (filtro coletor sem tampa) e, a cada procedimento
de lavagem, era infundido em média um litro de Ringer com Lactato, dependendo do tamanho
do utero de cada animal. O liquido saia por gravidade e era auxiliada pela massagem uterina.
Se necessario, o procedimento pode ser repetido até que se observe a presenca do embrido no
filtro coletor. Em média sdo necessarias trés lavagens.

Apos a recuperacdo do embrido, sua manipulacdo acontece no laboratorio. Neste
local ocorria a lavagem do embrido em meio “holding” (oito a doze gotas) até que todas as
sujidades fossem removidas. Posteriormente, o embrido era colocado em uma palheta estéril,
de 0,25 ou 0,5 mL (dependendo do tamanho do embrido) com o proprio “holding”, na maioria
das vezes, ou em pipeta de IA. Com o auxilio de uma seringa de 1 mL aspira-se uma coluna
de meio, uma coluna de ar, 0 meio com o embrido, uma coluna de ar e completava-se a

palheta com o meio. Assim ele fica isolado por duas bolhas de ar no centro da palheta, isso
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impede que o embrido tenha muito movimento dentro da palheta e sofra lesbes que torne
invidvel sua transferéncia e gestacao.

A palheta, ja com embrido, era colocada no inovulador, o qual era revestido por
uma camisinha sanitaria, com o objetivo de proteger o inovulador e evitar possiveis
contaminagdes (CUERVO-ARANGO et al., 2018). O Médico Veterinario deve entdo vestir
uma luva de palpacéo virada ao contrario (estéril), proteger a ponta do inovulador e lubrificar
a luva com gel esteril. Posteriormente introduz a méo através da vulva, passa pela vagina,
localiza a cérvix com o dedo e passa o inovulador por ela. Ao sentir a parede uterina, volta um
pouco o material e progredi-se 0 mandril. Deve-se sempre conferir se 0 embrido ndo ficou na
palheta ou na ponta do inovulador.

Depois de recuperar o embrido da doadora, é aplicada prostaglandina (PGF2a)
para lisar o CL e o animal retorne em estro. Na TE, a cérvix da receptora deve estar fechada,
por consequéncia da acdo da progesterona, devendo ter o minimo de manipulacdo para que
ndo haja a liberagdo de PGF2a pelo endométrio, com o objetivo de evitar a lise do CL.

O DG é feito aos 15 dias de gestacdo na receptora, o qual é reconfirmado aos 45 e
aos 60 dias também. Na empresa GUTAVET, alem desses dias preconizados, era feito US aos
25 dias para conferir batimento cardiaco. Na Central Embrio-Equi, as receptoras eram
entregues com 60 dias de gestacdo, ja na GUTAVET, éguas prenhes de embrides
convencionais eram liberadas aos 60 dias de gestacdo, e as com embrido de ICSI e clone aos
90 dias.

4.1.6. Aspiracao Folicular

A aspiracdo folicular em equinos é uma técnica relativamente nova quando
comparada com a técnica em bovinos. Ela foi descrita a primeira vez via transvaginal por
Briick e Cook, e seus colaboradores, para foliculos dominantes e imaturos, respectivamente,
em 1992.

Para executar a técnica, alguns materiais como equipamento de ultrassom com
probe transvaginal com agulha acoplada, bombas de vacuo e de pressdo, banho maria, entre
outros sdo indispensaveis. Os animais sdo sedados com neuroleptoanalgesia, usando
cloridrato de detomidina (Detomidin®), na dose de 5 a 10 ug/kg, associado a butorfanol
(Turgesic®), na dose de 0,1 mg/kg. Para que os ovarios e a pobre intravaginal sejam
manuseados com mais facilidade, utiliza-se o butilorometo de escopolamina (Buscofin®), na
dose de 20 a 30ml, pela sua agdo antiespasmoddica e analgésica. Posterior ao procedimento,

administrava-se um anti-inflamatério e analgésico, o flunixim meglumine (Flumax®).

32



Os foliculos a serem aspirados podem ser tanto dominantes quanto imaturos. Os
dominantes ndo sd&o comumente usados pois necessitam de um manejo mais complexo, tendo
em vista 0 acompanhamento folicular, indu¢do da ovulacdo, e necessitam de um frasco
individualizado para sua recuperagdo, pois contém um liquido folicular mais viscoso. Apesar
disso, possui uma vantagem, o seu tamanho, em que as células ja estdao mais “soltas” no antro
folicular, consequentemente, tem uma maior taxa de recuperacdo e menor taxa de erros. Ja 0s
foliculos imaturos sdo utilizados com maior frequéncia, tendo em vista a facilidade de se
recuperar varios oocitos em uma sessao. Os foliculos devem ter no minimo 5 mm de
didmetro, portanto, ndo had necessidade de se fazer uma programacdo da aspiragdo, como
acontece na recuperacao de odcitos de foliculos dominantes (HINRICHS, 2016).

Para a aspiracdo de odcitos, a vulva deve ser higienizada antes da introducéo da
probe intravaginal. Via transretal o ovario com seu foliculo de escolha é posicionado proximo
ao fundo de vagina e a agulha acoplada a ponta da probe transretal € empurrada para dentro
do foliculo, a bomba de pressdo de vacuo € ligada e esse foliculo é aspirado. A agulha ¢
girada e o ovario movimentado ao mesmo tempo no intuito de “desgrudar” as células da
granulosa e as do cumulus oophorus facilitando a recuperacéo oocitaria. Em seguida, injeta-se
no foliculo, o liquido para fazer o “flushing”, composto de heparina e Tampé&o Fosfato Salino
(PBS), e esse liquido era aspirado. O flushing € realizado cerca de seis vezes. Ao aspirar todos
os foliculos, eles eram rastreados na lupa e levados ao laboratério para, por exemplo,
promover sua maturacdo até a metafase Il. A partir desse momento, o o6cito esta pronto para
ser fecundado, ou seja, executar a ICSI (HINRICHS, 2016).

4.1.7. Vulvoplastias

Apenas na empresa Embrio-Equi foram acompanhadas vulvoplastias.

As técnicas de vulvoplastias sdo empregadas para corre¢do de angulagdes ou
quadros de pneumovagina (PRESTES et al., 2003). Geralmente sdo necessarias apds partos
distécicos ou em éguas velhas que perderam a conformacédo e angulacdo ideal entre vulva-
perineo-anus.

Existem trés técnicas que sdo aplicadas de acordo com cada caso. A Caslick
(Figura 21) é a mais utilizada e consiste apenas em realizar o fechamento dos labios vaginais
(RODRIGUEZ et al., 2015), € empregada para matrizes e receptoras que irdo emprenhar e
parir novamente, pois, por ndo causar uma extensa fibrose, permite o rompimento dos tecidos
na hora do parto, caso seja necessario. A técnica Pouret, utilizada para éguas doadoras senis,

que perderam a conformacgdo e angulo entre o &nus e a vulva, predispondo a entrada de ar
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(pneumovagina) e fezes, proporcionando infegdes ascendentes. J4 a técnica de Mondino-
Merck é semelhante a Caslick, utilizada para diminuir a entrada para o canal vaginal, porém
deve ser utilizada para éguas idosas, que ndo irdo emprenhar, pois diminui consideravelmente
a abertura da vulva e promove maior fibrose dos tecidos. Na rotina, apenas uma vulvoplastia
com a técnica de Mondino-Merck foi realizada, e as demais foi utilizada a técnica de Caslick.
Para que seja realizada a vulvoplastia, o animal deve estar previamente sedado e
com bloqueio perineural. A empresa preconizava a sedacdo com Cloridrato de detomidina
(Detomidin®) 1%, na dose de 5 ug/Kg e o bloqueio com Cloridrato de lidocaina (Dorfin®)
2%, na dose de 15 mL,
Figura 21 - Vulvoplastia (Caslick)

\

Fonte: Autor (2019)

4.1.8. Sexagem Fetal

A sexagem fetal era realizada apenas pela empresa Embrio-Equi. Em equinos é
uma técnica mais complexa de ser realizada do que em bovinos, devido a posicdo do feto.

Para realizar o diagndstico, é utilizado a ultrassonografia transretal. As idades
fetais ideais que possibilitam a visualizacdo do sexo s&o de 55 a 65 dias (OLIVEIRA et al.,
2014), ou 110 a 150 dias. Depois deste ultimo periodo o concepto ja esta muito ventral dentro
da cavidade abdominal, e grande, a ponto de ndo conseguir atingi-lo e posiciona-lo.

Em um feto de 55 a 65 dias, podemos observar tubérculos genitais duplos, os
quais definem como fémea aqueles posicionados logo abaixo da cauda, € como macho
aqueles que estdo proximo ao corddo umbilical. J& com 110 a 150 dias, é possivel visualizar
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as gbnadas masculinas (testiculos) (Figura 22) e femininas (ovarios), prepucio nos machos e
glandulas mamarias nas fémeas (LIVINI, 2010).

Figura 22 - G6nada masculina (testiculo)

o —

Fonte: Autor (2019)

4.1.9. Parto Assistido

O parto assistido foi acompanhado apenas na empresa GUTAVET.

Por volta de sete dias antes da data programada para o parto, era iniciado o
plantdo noturno para realizar o parto assistido. Todos os dias a égua era inspecionada,
observando, principalmente, relaxamento do ligamento sacroiliaco, desenvolvimento de Ubere
e se saia secrecdo dos tetos, alem de sua viscosidade (quanto mais viscoso, mais proximo do
parto). Todos esses parametros sao subjetivos e variam de animal para animal sua ocorréncia
ou ndo, mas nos auxiliam quanto a proximidade do parto.

Durante o periodo de estagio ocorreu apenas um parto, de uma matriz, e ele foi
distécico, levando cerca de 40 minutos para ocorrer. A Médica Veterinaria responsavel teve
que posicionar o feto corretamente, pois a fémea ja ndo conseguia contrair de forma suficiente

para expulsa-lo. Ao reposiciona-lo, a estatica fetal melhorou, e entdo o potro nasceu.
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Figura 23 - Fim do Parto

Fonte: Autor (2019)

ApoOs 0 nascimento deve-se que observar a evolucdo do filhote, a liberacdo da
placenta da fémea, e realizar a cura do umbigo. Na primeira hora pos parto, o potro tem que se
levantar, nas primeiras duas horas ele deve ingerir colostro e liberar o0 mecdnio. Ja a placenta
tem que ser expelida em até trés horas apds o parto, e depois ela deve ser analisada no intuito
de verificar se tem alguma evidéncia de inflamacédo, sangramento, acimulo de liquido, entre
outros. Nesse caso, auxiliou-se 0 potro em todas as etapas, ajudando-o a ficar em estacdo,
ordenhou-se a fémea para fornecer o colostro com mamadeira. No dia seguinte foi
administrado enema pois ele ndo conseguiu liberar todo 0 meconio.

Quanto a fémea, dois dias apds o parto, foi observado um corrimento escuro na
vulva. Foi realizada lavagem uterina com Ringer com Lactato por trés dias e observou-se que
se tratava de uma endometrite pos parto. Alem desse protocolo terapéutico, inclui-se a infusdo
intrauterina de um grama (12,5 mL) de Ceftiofur (Minoxel®) por quatro dias e Sulfa com
Trimetropim oral (Trimetox®) na dose de 20 mg/kg (50 mL) duas vezes ao dia durante oito
dias. Apesar de ndo ter sido realizado colheita de material para cultura e antibiograma, a

literatura indica (MCKINNON et al., 2011) que este procedimento seja feito.
4.2. Manejo Reprodutivo de Machos
4.2.1. Colheita de Sémen
A colheita de sémen era realizada para IA no proprio Haras ou para ser usado em

outras propriedades que, nesse caso, era enviado de forma refrigerada (apenas a Embrio-Equi
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utilizava o sémen fora da propriedade). O modelo da vagina artificial utilizada era a de
Botucatu. Para a montagem da mesma, colocava-se uma mucosa de latex, depois uma mucosa
plastica onde era acoplado o copo coletor contendo uma camisinha ou saquinho coletor. Para
conforto do garanhdo e com o intuito de tentar mimetizar o ambiente vaginal da fémea, a
vagina artificial era preenchida com agua aquecida entre 48° C a 50° C.

Como a colheita era feita em manequim, utilizava-se uma égua no cio,
devidamente contida no tronco préximo ao manequim, para estimular a emissdo e posterior
erecdo do pénis do macho. Na Embrio-Equi, ao expor o pénis, este passava por um processo
de limpeza com auxilio de pano descartavel e 4gua morna, diminuindo a contaminacdo do
material e melhorando a qualidade do sémen (NETO et al., 2015). Posteriormente, 0 macho
era conduzido e bem posicionado ao manequim. O responsavel pela colheita desviava o pénis
com a mao, introduzindo-o na vagina artificial.

A ejaculacdo é percebida pelo balanco da cauda (cauda em bandeira), contracéo

dos musculos perianais, sapatear com os membros posteriores, e 0 pulso uretral.

4.2.2. Analise de Sémen

Ao finalizar a colheita, o ejaculado era levado para o laboratério, onde era filtrado
para tirar toda parte de gel do conteudo seminal, analisado a olho ni quanto a cor, aspecto e
viscosidade. No microscopio Optico avaliava-se a motilidade, vigor e concentracéo
espermatica. Depois ele era preparado conforme sua destinacéo (fresco ou refrigerado).

Os materiais utilizados para manipulacdo e analise do sémen eram previamente
aquecidos em placa aquecedora, com temperatura de 37° C a 38° C (Figura 24). Apos o
ejaculado ser filtrado, na Embrio-Equi, uma palheta de 0,5 mL era utilizada para coletar uma
gota de sémen que era depositada em um ependorf pré preparado com 19 gotas de 0,5 mL de
agua destilada, para fazer a concentracdo espermatica na camara de Neubauer. Ja na
GUTAVET, a diluicéo era feita com 1,9 mL de adgua e 100 uL de sémen. Ambos resultando
em 20:1.

O préximo passo era diluir todo o sémen 1:1 com o diluente adequado e coletar,
dessa solucdo, uma gota para colocar na lamina com laminula. Esse material era levado ao
microscopio oOptico onde era determinado a motilidade e o vigor. A motilidade é um
percentual dado ao numero de células mdveis, ja o vigor € a intensidade com que as células se
movimentam, sendo classificado de um a cinco, em que um € ruim e cinco é 0 maximo que se
deseja. Além disso, na Embrio-Equi, também era avaliado as morfologias, as quais eram

observadas no microscopio optico (PAPA et al, 2014).
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Fonte: Autor (2019)
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6. ENDOMETRITE BACTERIANA CRONICA EM EQUINOS: REVISAO DE
LITERATURA

6.1. Introdugéo

O agronegdcio do cavalo estd em constante ascensdo dentro da agropecuéria
brasileira, sendo uma importante atividade social e econbmica. Tal segmento movimenta
anualmente R$ 7,5 bilhdes, gera quase 650 mil empregos diretos, e acredita-se que quase 2,5
milhdes de empregos indiretos, assim, é responsavel por aproximadamente 3 milhdes e
pessoas ocupadas. Estima-se que o Brasil possui cinco milhdes de animais, e € o terceiro

maior rebanho de equinos do mundo (MAPA, 2014).

As éguas sdo animais poliestricos estacionais monovulatorios, e sabe-se que ha
influéncia da luz no ciclo estral dessas fémeas (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Apos a cobertura,
0 Sémen causa uma resposta inflamatéria no intuito de eliminar restos seminais e
contaminantes. No entanto, algumas éguas apresentam uma resposta exacerbada a esse
processo inflamatorio e o organismo ndo consegue debelar a infec¢do, levando a uma

endometrite cronica.

Diversos fatores podem estar associados a essa predisposicdo, como a ma
conformacéo do trato reprodutivo e idade do animal. Destarte, ao se deparar com esse tipo de
afeccdo, o Médico Veterinario deve seguir protocolos diagndsticos, principalmente para saber
qual é o microrganismo que esta causando a cronicidade da enfermidade, e como ela pode ser

tratada.

6.2. Resposta Inflamatoria e Casuistica da Endometrite Crdnica

Quando as fémeas equinas sdo inseminadas ou passam pela monta natural, o
sémen causa uma endometrite aguda transitoria que deve ser eliminada 24 a 36 horas apds sua
deposicdo, entretanto, se houver falha nesse processo, podera resultar em uma endometrite
crénica (CHRISTOFFERSEN et al., 2017). A suscetibilidade a essa enfermidade ocorre em
cerca de 15% das fémeas equinas, classificando-as como animais suscetiveis (ZENT et al.,
1998), e a maior probabilidade de ocorrer uma infeccdo é, principalmente, devido aos efeitos
do aumento da idade, lesbes no sistema reprodutivo e por algum desafio bacteriano que, se
tornando um ciclo vicioso de inflamacéo, de agressdes endometriais e acumulo de liquido, o
animal pode acabar se tornando infértil (MCKINNON et al., 2011). H& a tendéncia desses
animais terem caracteristicas comuns como idade avancada, com um histérico de falhas

reprodutivas consecutivas e de endometrites recorrentes (PYCOCK, 1994).
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De acordo com Woodward e seus colaboradores (2013), éguas suscetiveis ao
desenvolvimento de endometrite pds cobertura tém uma resposta inflamatéria evidente ao
sémen, ndo sendo capazes de modular o processo inflamatério quando ele é iniciado. Assim,
eles concluiram que ap0s seis horas da inseminacdo, essas fémeas apresentavam o pico da
reacdo inflamatdria, e é nesse periodo que os tratamentos devem ser iniciados para tentar

minimizar os danos causados pela endometrite.

A endometrite é uma das principais causas da reducdo da fertilidade (RAMUSSEM
et al.,, 2015), determinando a maior parte das perdas econbémicas na industria equina, com
prevaléncia de 25 a 60% das éguas com problemas de fertilidade (TRAUB-DARGATZ et al.,
1991). As bacterias sdo as principais causadoras desses prejuizos no potencial reprodutivo da
fémea equina que, segundo Causey (2006), ocorre uma infeccdo ascendente no sistema
reprodutivo devido aos mecanismos de defesa uterino comprometidos de um animal
suscetivel, levando a ocorréncia de uma endometrite crénica. A cronicidade dessa infeccéo
promove a perda de epitélio e da camada mucociliar do endométrio e, como consequéncia, faz
com que o tecido esteja mais vulneravel a adesdo bacteriana (LEBLANC, 2003; CAUSEY et
al., 2008).

6.3.  Principais Fatores Predisponente

Para debelar a infeccdo, o organismo responde com alguns mecanismos de defesa
como a resposta imune, a depuracdo fisica, e a drenagem linfatica, em conjunto com uma boa
conformacéo do sistema reprodutivo, 0s quais sao imprescindiveis para garantir um ambiente
uterino livre de complicacBes. Porém, a quebra de um desses pilares pode tornar o animal um
alvo para a cronicidade dessa inflamacdo (CHRISTOFFERSEN et al., 2017).

A angulacdo anormal da vulva, a falha no fechamento dos labios vulvares, a
comissura dorsal da vulva muito proxima do anus, entre outros (PASCOE, 1979), acabam
predispondo essa fémea a endometrite bacteriana. A vulva verticalmente posicionada com, no
minimo dois tercos dos labios vulvares localizados abaixo do assoalho pélvico, se caracteriza
como uma boa conformacio perineal. E necessario que a vulva possua tonus muscular para
que a regido tenha uma boa vedacdo, impedindo a entrada de microrganismos e de ar. A
pneumovagina e a infeccdo bacteriana ascendente, pode ser evitada executando técnicas
cirargicas como a de Caslick, de Pourret ou de Mondino-Merck. Além disso, um Utero caido
na cavidade abdominal e um mal fechamento cervical também sdo fatores que levam a

retencdo de liquidos uterinos pds copula e infecgdes persistentes (LEBLANC et al., 1998;
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LEBLANC et al., 1994). Todas essas caracteristicas estdo fortemente associadas a fémeas
geriatricas, onde ha falha de diversos mecanismos de protecdo uterina (BARBACINI et al.,
2003). Sabe-se que existe um maior grau de lesdes degenerativas tanto do endométrio quanto
de vasos sanguineos e linfaticos dessas éguas, diminuindo o aporte celular e hormonal ao
utero, dificultando a drenagem uterina (ESTELLER-VICO, 2016).

6.4. Diagnostico

Para realizar o diagndstico de endometrite, sdo comumente usados a citologia,
cultura, bidpsia uterinas, e até mesmo a ultrassonografia transretal como auxilio. As espécies
de bactéria predominantemente isoladas nessa afec¢do sdo a Streptococcus equi subspecie
zooepidemicus e Escherichia coli, em uma taxa de cerca de 80% dos casos (WINGFIELD &
RICKETTS, 1982; NIELSEN, 2005; LEBLANC et al., 2007). Algumas bactérias, como E.
coli, tém a capacidade de formar aderéncias nas superficies de epitélio, fazendo com que sua
remocdo seja dificil. Outros patdgenos, como 0s Streptococcus, estimulam a producédo de um
exsudato inflamatorio, o qual interfere no potencial fagocitico do neutrdfilo. Pseudomonas
aeruginosa secreta o biofilme, uma matriz adesiva que auxilia no crescimento e na
manutencdo de microcolonias bacterianas (LEBLANC, 2012). Outras bactérias isoladas do
trato reprodutivo das éguas incluem Streptcoccus, Corynebacterium spp., Staphylococcus
spp., Enterobacter spp., Actinobacter spp., Proteus spp. e Citrobacter spp (MCKINNON et
al., 2011). Portanto, o diagndstico € de suma importancia para que possamos utilizar a
terapéutica adequada para cada tipo de exigéncia microbiologica.

Alguns estudos mostraram que a E. coli tinha menos chance de ter um diagndstico
positivo na citologia uterina do que outras bactérias, ja o S. equi spp. zooepidemicus tem uma
probabilidade maior de ser positivo neste exame (RIDDLE et al., 2007; NIELSEN et al.,
2008; BINDSLEYV et al., 2008).

O género Enterobacter € composto por bacilos Gram-negativos anaerdbicos
facultativos, que possuem flagelo (DAVIN-REGLI et al., 2019), além de serem comensais
naturais da microbiota intestinal animal e humana (AKBARI et al.,, 2016). Esses
microrganismos estdo associados a um fendtipo de resisténcia a drogas, tornando o tratamento
ainda mais complexo (DAVIN-REGLI et al., 2019).

A cultura de tecidos ou fluidos uterinos, e bidpsia do endométrio sdo métodos
mais sensiveis para a identificagdo de E. coli e de outros organismos Gram negativos, do que

swab para cultura, enguanto a citologia uterina é capaz de identificar o dobro de éguas com
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inflamacdo aguda do que swab cultura uterino (LEBLANC et al. 2007; NIELSEN 2005;
RIDDLE et al. 2007).

6.4.1. Citologia Uterina

A citologia uterina pode ser obtida através de uma escova citolgica, sendo que a
inflamacdo é determinada detectando trés ou mais polimorfonucleares (neutrofilos) em cem
células, observada em um aumento de 100x em microscépio optico (MCKINNON et al.,
2011).

Segundo LeBlanc (2012), os microrganismos que estdo associados ao liquido
uterino, observado via US, sdo mais propensos a ter neutrofilos na citologia, enquanto

patdgenos ndo associados ao liquido uterino, tendiam a ndo ter neutrdfilos na citologia.

6.4.2. Cultura Uterina

A cultura uterina é coletada durante o estro, e a amostra pode ser recuperada por
um swab de cultura protegido acoplado a uma haste de extenséo estéril; atraves de um fluxo
uterino de pequeno volume, ou limpando uma amostra de bidpsia endometrial (MCKINNON
et al., 2011). A coleta por baixo volume pode ser obtida por infuséo de pequena quantidade de
fluido intrauterino, cerca de 150 mL a 250 mL, sendo que 50 mL a 75 mL s&o recuperados
para fazer a cultura (BOHN et al., 2014; WOODWARD et al., 2012; MCKINNON et al.,
2011).

6.4.3. Biopsia Uterina

A bidpsia consiste na retirada de um fragmento uterino, o qual é mantido em
formol 10%, e corados, ap0s seu processamento, com hematoxilina e eosina. Através dela é
possivel observar grau de inflamacéo (células inflamatorias) e de degeneracdo, e a presenca
de fibrose (RAMUSSEM et al., 2015).

6.4.4. Ultrassonografia

O exame ultrassonografico nos auxilia para verificar o grau de edema uterino e
presenca ou nao de liquido. O escore de edema endometrial, no inicio do estro, é um excelente
indicador de infeccdo, sendo ele classificado de 0 a 4 de acordo com a escala de Samper
(RAMUSSEM et al., 2015), além disso, pode ser observada a presenca de pequenas linhas
espessas e hiperecoicas na parede uterina, evidenciando a presenca de ar ou pus (ESTELLER-
VICO et al., 2016; LEBLANC, 2010). A presenca de liquido é fisiologica de 6 a 12 horas
apOs a cobertura, porém, se persistir por 12 horas ou mais, pode ser considerado uma
endometrite persistente (ESTELLER-VICO et al., 2016).
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As bactérias E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp foram
responsaveis pelo liquido intrauterino em menos de 40% dos exames ultrassonogréficos.
Entretanto, em éguas com Streptococcus f-hemoliticos, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
ou leveduras isoladas do Utero, foi possivel observar a presenca de liquido intrauterino em 45-
55% dos exames ultrassonogréficos (BURLESON et al. 2010).

6.5. Tratamento
6.5.1. Antibioticoterapia

Comumente, as endometrites infecciosas sdo tratadas por 3-5 dias durante o estro
com antibioticoterapia sistémica, ou na forma de infuséo intrauterina, em combina¢do com
lavagens terapéuticas (LEBLANC, 2009). Os antimicrobianos mais utilizados s&o Amicacina,
Gentamicina, Enrofloxacina, Penicilina, Sulfa com Trimetropim e Ceftiofur, segundo
McKinnon (2011)

O tratamento com infusdo de antibiotico deve ser feito durante o estro, fase em
que corresponde a uma maxima defesa uterina. A administragdo é feita diariamente por, em
média, 5 dias durante a fase estrogénica (ESTELLER-VICO et al., 2016). Este protocolo de
tratamento € considerado 0 mais comum para éguas com endometrite cronica (MCKINNON
et al.,, 2011). Essa terapéutica ndo € indicada durante diestro, pois quando é feita na fase
progesteronica, resulta em infecgdes bacterianas e fungicas resistentes (HINRICHS et al.,
1992). A antibioticoterapia sistémica tem a vantagem de atingir uma concentracao inibitoria
minima (CIM) mais alta no sistema reprodutivo em detrimento a terapia intrauterina, com
uma menor probabilidade de provocar desbalanco na flora vaginal, de os antibioticos serem
degradados pelas condic6es uterinas, e de provocar irritagdo no endométrio (MCKINNON et
al., 2011).

6.5.2. Mucoliticos

Os mucoliticos tém o objetivo de eliminar o muco produzido pela irritacdo
endometrial, além da utilizacdo de agentes quelantes por participarem da remocdo de
biofilme, mecanismo caracteristico de alguns agentes bacterianos para defesa da resposta do
sistema imune (LEBLANC et al., 2010), que é caracterizada por uma comunidade de
diferentes bactérias, que produzem uma matriz extracelular (biofilme), as quais coexistem
simbioticamente (WALKER, 2008), e que podem fornecer resisténcia aos antibioticos e as
defesas imunologicas, acarretando em infeccGes cronicas (ESTELLER-VICO et al., 2016).

O uso de um agente mucolitico ajuda na limpeza do muco, além de potencializar o

efeito dos antibidticos intrauterinos. Esses agentes incluem, principalmente, dimetilsulféxido
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(DMSO), querosene e N-acetilcisteina (NAC), podendo ser observado que éguas estéreis
tratadas com DMSO a 30% tendem a apresentar taxas de prenhez mais altas do que as éguas
infundidas com solucdo salina (LEBLANC, 2010; LEY et al. 1989). A NAC é um agente
mucolitico que tem seu mecanismo de acdo caracterizado pela ruptura de ligacGes dissulfeto
entre polimeros de mucina, o que desfaz a viscosidade do muco intrauterino. Ademais, ela
possui propriedades antioxidantes e possivelmente algumas antimicrobianas (ZUIN et al.,
2005; ESTANY et al., 2007; DURU et al., 2008) e anti-inflamatdrias (MCKINNON et al.,
2011).

Como os patdgenos induzem respostas uterinas diferentes e desenvolveram
métodos diferentes para evitar a resposta imune, o tratamento com mucoliticos ou agentes
quelantes tamponados pode melhorar o sucesso do tratamento. Alguns patégenos bacterianos
que invadem o atero produzem biofilme que pode conferir resisténcia a antibidticos,

contribuindo assim para uma endometrite cronica prolongada (LEBLANC 2010).

6.5.3. Lavagem Terapéutica

A lavagem uterina também € um tipo de tratamento eficaz com uma gama de
solugdes que podem ser usadas, incluindo DMSO, iodo, peroxido de hidrogénio (adgua
oxigenada), querosene, entre outros, diluidos ou ndo em Ringer com Lactato (ESTELLER-
VICO et al., 2016), entretanto, tais produtos devem ser usados com cautela por poderem
resultar em inflamac&o, processos necréticos e esterilidade reprodutiva (MCKINNON et al.,
2011).

6.5.4. Corticosteroides

Eguas com histérico de acumulo de liquidos apds o acasalamento ou com
incompeténcia cervical também podem ser tratadas com dexametasona uma hora antes do
acasalamento, ou receber doses baixas de prednisolona por 4 a 5 dias, come¢ando de 36 a 48
horas antes da monta natural ou 1A e as posteriores administracdes a cada 12 horas
(MCKINNON et al., 2011). Segundo Bucca e seus colaboradores (2008), essa terapéutica é
associada a uma resposta inflamatéria diminuida pds-acasalamento, incluindo reducdo do
edema uterino, do liquido intrauterino e aumento da limpidez deste fluido.
6.5.5. Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O PRP ¢é uma fonte autdégena de simples coleta e com baixo custo, que contém
diversos fatores de crescimento que atuam na reparacdo tecidual por possuir uma agéo
mitogénica, quimiotatica e neovascular. E derivado do sangue total, e apresenta de trés e cinco

vezes mais plaquetas do que os niveis fisiolégicos (GONSHOR, 2002; KEVY &
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JACOBSON, 2004). Este método de tratamento intrauterino esta em estudo pois alguns
animais ndo respondem a tratamentos convencionais, como a lavagem e infusdo uterina de
antibiéticos, e por saber que o PRP é capaz de controlar a inflamacdo e promover a
cicatrizacdo de tecidos. 1sso ocorre, pois as plaquetas secretam moléculas bioativas com
potencial regenerativo (METCALF, 2014).

Segundo Vendruscolo et al. (2012), ao testar diversos protocolos de obtengéo de
PRP, eles puderam concluir que o trabalho de Carmona et al. (2007) foi 0 mais eficiente.
Eram coletadas amostras de 100 mL sangue da jugular, as quais eram homogeneizadas e
imediatamente centrifugadas a 120 g, durante 10 minutos. De cada tubo centrifugado era
descartado 50% do plasma, na intencdo de ter um plasma mais concentrado em plaquetas na
segunda centrifugacdo. Para isso, o plasma que restou ap6s a primeira centrifugacdo foi
separado em dois tubos plasticos, os quais foram posteriormente levados a centrifugacdo. Em
seguida, o plasma foi dividido em duas fragdes: o sobrenadante (plasma pobre em plaquetas)
que foi descartado, e a fracdo remanescente denominada plasma rico em plaquetas. Os tubos
com PRP foram acondicionados em caixa isotérmica com gelo em uma temperatura entre 20-
25°C, por uma 1 hora até o momento da aplicacdo. A infusdo foi de 20 mL de PRP

distribuidos nos dois cornos uterinos (Figura 25).

Figura 25 - Esquema de colheita de material para obtencao de PRP

100 mL de
sangue -
centrifugar

Descarta 50%
do plasmaeo
restante
centrifuga

PRP
Sobrenadante armazenado
€ descartado em 20 a
252C/1 hora

Infundir 20 mL

Fonte: Autor (2019)
A utilizagéo dessa terapia na luz uterina provoca uma reducgdo na porcentagem de

neutrofilos no fluido uterino, modulando a resposta inflamatéria local (REGHINI et al.,

2016). Sabe-se também que a taxa de prenhez em fémeas subférteis pode aumentar de 20%
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para 80% apds tratamento com PRP. Destarte, em éguas suscetiveis a endometrite, a infusao
intrauterina de PRP autélogo pode levar a menor incidéncia de atraso na depuragdo uterina
apods inseminacdo artificial, obtendo melhores taxas de prenhez (METCALF, 2014).

6.5.6. Células Tronco Mesenquimais (CTM)

As CTM tém sido utilizadas experimentalmente com sucesso pois podem renovar
e dar origem a células especializadas. Em equinos, os locais mais comuns de coleta dessas
células sdo do tecido adiposo e da medula 6ssea. ApOs a recuperacdo do material, ele é
centrifugado, ressuspendido, depois é novamente centrifugado e passa por mais uma
resuspensdo, para posterior infusdo no Utero da égua (MAMBELLI et al., 2013). Pavao (2013)
observou uma reducdo de 30% de fibrose instalada no Gtero de éguas tratadas com células
tronco. A utilizacdo de CTM no endométrio € um procedimento seguro que leva a uma leve e
transitoria resposta inflamatoria, ndo tendo ocorréncia de nenhuma alteragdo clinica ou
reprodutiva mostrando-se uma promissora ferramenta para o tratamento de fibrose
endometrial (ALVARENGA et al., 2016a).

O uso de CTM reduz significativamente o numero de neutréfilos, em cerca de
50%, no lamen uterino 6 horas apds o desafio espermatico, e diminui a concentracdo de
citocinas inflamatdrias, sendo capaz de modular a resposta imune, nesta situacdo, em éguas
normais (FERRIS et al., 2014).
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1. RECUPERAQAO EMBRIONARIA EM EGUA SENIL COM ENDOMETRITE
BACTERIANA CRONICA: RELATO DE CASO

Um equino, fémea, da raca Quarto de Milha, de 24 anos de idade, paciente de
outro Médico Veterinario, na estacdo de monta 2017/2018, teve diagndstico positivo de
gestacdo ap0Os 15 dias da sua ovulacdo, que foi confirmada com 60 dias. Por volta do quinto
més, foi feito novamente o exame ultrassonogréfico e o feto apresentava condi¢cGes normais
de desenvolvimento. Depois disso, a égua ndo passou por NOVOS exames.

No nono més de gestacdo, a pedido dos proprietarios, o Médico Veterinario
responsavel pelo animal foi chamado, pois a fémea ndo demonstrava distensdo abdominal
condizente com uma gestacdo em seu terco final. Em um novo exame ultrassonogréfico, foi
diagnosticado um feto mumificado, e um protocolo de inducdo de aborto foi adotado a base
de estrdgeno, associado a corticoide e PGF2a, no intuito de promover o relaxamento de cérvix
e contracdo uterina para que o conteudo fosse expelido.

Apo6s a expulsdo do feto, em um novo exame de US, foi diagnosticado uma
infeccdo uterina. Assim, foi instituido um tratamento com Enrofloxacina (Zelotril® 10%),
poréem, ndo foi realizado cultura e antibiograma do conteGdo intrauterino. Mesmo com
diferentes terapias com antibidticos, Enrofloxacino e Ceftiofur, sendo administrados em
varios ciclos estrais, ndo se obteve éxito na recuperacdo embrionaria ao longo de duas
estacdes de monta.

Os profissionais da Embrio-Equi foram chamados pelos proprietarios para o
atendimento, com o objetivo de se obter um produto, por se tratar de uma fémea de alto valor
zootécnico. De imediato, foi realizado exame completo do trato reprodutivo, mostrando que o
animal apresentava ciclo estral normal e um quadro de pneumovagina associada a infec¢do
uterina. Assim, iniciou-se um protocolo de inducéo de cio a base de PGF2a (Luteglan® 7,5
mg) com objetivo de lisar CL e induzir liberacdo de gonadotrofinas. Ao atingir o pico de
estrégeno, o animal apresentava edema exacerbado, indicando endometrite, e foi feita a coleta
de material uterino com swab no meio de Stuart, o qual foi encaminhado para laboratoério de
andlises clinicas para a realizacdo de cultura e antibiograma.

O exame constatou a presenca da bactéria Enterobacter aerogenes, sendo
sensiveis a alguns antimicrobianos como Enrofloxacina, Ceftiofur, Gentamicina, Ceftriaxona,
Cloranfenicol, entre outros. E resistente a Ampicilina, Cefalexina, Amoxicilina com

Clavulanato, entre outros.
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Foi realizada a infusdo de 10 mL de DMSO, 10 mL de peroxido de hidrogénio
(Agua oxigenada), 12 mL de NAC e 18 mL de Botukiller®. O DMSO tem funcéo anti-
inflamatoria, mucolitica e como potencializador de outros farmacos; a agua oxigenada é usada
como antisseptico; a NAC tem seu principal efeito como mucolitico e o Botukiller € um
sanitizante. Essa solucdo tem o intuito de remover biofilme, e permaneceu no Gtero da égua
por quatro dias e, somente depois, iniciou-se o protocolo de lavagens terapéuticas e de
infusGes com antimicrobiano. Optou-se pelo uso de Ceftriaxona dissddica (Amplospec® 1 g)
como antibidtico para controle da infeccdo uterina pois, apesar de outros antibidticos
considerados de primeira escolha terem se apresentado como sensiveis no antibiograma, os
mesmos j& haviam sido utilizados em terapias anteriores nesse animal. Foi usado 2 g por
infus&o, resultando em 20 mL de solucéo.

No primeiro dia de tratamento foi realizada uma lavagem uterina utilizando trés
litros de Ringer com Lactato, sendo que dois deles continham agua oxigenada 10%, e foi
administrado 1 mL de ocitocina (Placentex®) de manhd, e 1 mL a tarde. No dia seguinte, o
tratamento foi com 1 L de Ringer com Lactato com DMSO 5% e agua oxigenada 10%, 1L de
Ringer com Lactato somente com agua oxigenada 10%, e 1 L de Ringer com Lactato sem
adicionais, e foi iniciado o protocolo com infusdo intrauterina de antibiético. No outro dia, ja
houve uma diminuicgéo significativa do liquido intrauterino, entdo optou-se por apenas lavar
com 2 L de Ringer com Lactato e fazer a infusdo com Ceftriaxona.

Apos esses trés dias de tratamento, foi observado dois foliculos dominantes (um
de 35 mm x 36 mm e outro de 48 mm x 52 mm), assim, foi realizado o protocolo normal (2 L
de Ringer com Lactato e infusdo de antibidtico) e foi administrado hCG (Vetecor®) e analogo
de GnRH (Strelin®), no intuito de induzir a ovulacdo. No quinto dia, foi feita a lavagem
uterina com 2 L de Ringer com Lactato e a infusdo de 20 mL de Ceftriaxona na parte da
manha, e por volta de 17 horas foi feita a IA com sémen refrigerado pds ovulacdo de um dos
foliculos.

No primeiro dia ap6s a ovulacdo o Utero apresentava uma quantidade muito
pequena de liquido, e foi infundido novamente 2 L Ringer com Lactato e 20 mL de
antimicrobiano intrauterino. No dia seguinte, ndo havia mais liquido no exame
ultrassonografico, e somente a infusdo de Ceftriaxona foi feita, além disso, foi realizada a
sutura provisoria, com quatro pontos simples, do terco dorsal da vulva afim impedir a entrada
de ar e uma possivel recontaminacdo. No total foram sete dias de tratamento com lavagem

terapéutica, e seis dias de infusdo intrauterina de Ceftriaxona.
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Nove dias apds a ovulacdo, o Médico Veterinario responsavel retornou a
propriedade para fazer a colheita de embrido da égua. Como se trata de um animal senil, em
que € caracteristico um atraso no desenvolvimento embrionario, o embrido foi colhido no D9
(Figura 26), porém era um embrido com desenvolvimento de 7 dias, ou seja, um blastocisto
inicial. Ao final desse procedimento foi aplicado PGF2a para que ela voltasse em cio 3 a 4
dias depois. O embrido foi transportado até outra propriedade préxima, para ser inovulado em
uma receptora D5. Sete dias depois foi realizado o diagnostico negativo de gestacdo na
receptora.

Figura 26 - Embrido em fase de bastocisto inicial colhido 9 dias ap6s a ovulacéo

2

Fonte: Autor (2019)
Apos trés dias, foi realizado uma vulvoplastia com a técnica de Mondino-Merck

(Figura 27), a qual é responsavel por rebaixar o teto vaginal, diminuindo seu diametro. Para
isso o animal foi sedado com detomidina (Detomidin®) 5 ucg/kg, e recebeu bloqueio
perineural com botdo anestésico dorsal a comissura dorsal da vulva e na transicdo de pele e
mucosa dos labios vulvares, com lidocaina. Essa cirurgia é indicada para éguas doadoras de
embrido. Foi administrado Enrofloxacina 5 mg/kg IM como antibioticoterapia, Flunixin
Meglumine (83 mg/mL) na dose de 1,1mg/Kg a 2,2 mg/Kg como anti-inflamatorio, uso
topico de pomada cicatrizante (Vetaglos®) e spray repelente (Topline®) na ferida, como

terapéutica pos cirdrgica.
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~ Figura 27 - Vulvoplastia_(Mondino-Mer

ck).

Fonte: Autor (2019)

Ao retornar em cio, 0 animal apresentou, novamente, sinais de infeccdo uterina
como liquido inflamatério, e os proprietarios optaram por deixar a prépria égua levar a
gestacdo a termo em detrimento a TE. Assim, o tratamento utilizando a lavagem terapéutica
com 2 L de Ringer com Lactato sendo um com 5% de lodo Polvidine (PVPI) foi o de eleicdo.
No dia seguinte ela ja ndo apresentava liquido intrauterino, e foi realizada a inducéo de
ovulacdo com o mesmo protocolo anterior. Apos 24 horas, a égua foi inseminada com sémen
refrigerado pds ovulacdo, por isso, a IA foi feita na ponta do corno ipsi lateral a ovulacéo,
utilizando uma pipeta flexivel. 15 dias apds a ovulacdo o DG foi negativo.

Assim, pode-se observar que em dois anos sem conseguir recuperar embrido dessa
fémea, apds o tratamento definido pelo Médico Veterinario, foi possivel recuperar um
blastocisto inicial, ou seja, a terapéutica foi eficaz para a endometrite e, consequentemente, foi
possivel obter um embrido vidvel. No entanto, ao tentar fazer com que o animal ficasse

gestante, por algum motivo, ndo foi confirmada a prenhez nessa égua.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Durante todos os estagios realizados, ao longo dos dias passei a ter mais certeza
do quanto quero trabalhar com Reproducdo Equina. Os estagios curriculares foram de suma
importancia para meu crescimento intelectual e pessoal, devido ao alto nivel de conhecimento
dos supervisores, Carlos Schutzer e Maria Augusta, e pela disponibilidade e dom de transmitir
conhecimento.

Alguns procedimentos que nunca tinha visto durante a graduacéo, e que séo de
suma importancia para métodos diagnosticos e de tratamento, aprendi com exceléncia. Alguns
deles sdo citologia e cultura uterinas e antibiograma, juntamente com saber qual a conduta a
ser tomada ao visualizar os resultados. Além disso, pude acompanhar um parto, que também
nunca tinha presenciado, e como manejar um potro recém-nascido.

Ao realizar atividades em duas empresas distintas, pude ter contato com Centrais
de realidades diferentes, e que me possibilitaram enxergar a importancia da constante
atualizacdo e busca pelos melhores resultados, sempre presando pela saide e bem-estar dos

animais trabalhados.
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