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RESUMO

Com o decorrer dos anos 0 numero de criadores de equinos cresceu consideravelmente.
Hoje no Brasil temos em média 5.962.126 animais, sendo o estado de Minas Gerais
possuindo o maior rebanho do pais com 828.296 cabecas. Esse fato se deve
principalmente aos criadores da raca Mangalarga Marchador que contribuem com um
total de 697.688 animais distribuidos pelo pais, porém com concentragdo maior também
em MG. Entre 2018 e 2021 foram registrados na raga 40.695 nascimentos indicando que
o plantel de equinos tende a crescer cada vez mais. Com o objeto de sempre melhorar a
qualidade genética e indices zootécnicos de seus animas, 0s grande e pequenos criadores
estdo investindo cada vez mais em biotecnologias aplicadas a reproducdo como a
Inseminacgdo Artificial (1A) e a Transferéncia de Embrido (TE). Com a IA é possivel
realizar cruzamentos entre éguas do plantel com garanhdes com qualidade superior,
porém que estdo localizados em outras cidades, até mesmo estados e paises. Além de ser
possivel , com apenas um ejaculado inseminar mais de uma égua, ampliando a producéo
dessegaranhdo com a diluicéo e distribuicdo do sémen entre diferentes criatérios. Com a
TE o principal objetivo é obter mais de um produto por estacdo de uma mesma doadora,
sem comprometer sua performasse no caso de animais de competic&o. E possivel também
obter potros de éguas mais velhas, éguas com infeccéo uterina cronica, lesbes cervicais e
problemas externos, sendo esses animais incapazes de levar gestacdes a termo. Outro fator
de grande relevancia sobre as técnicas de IA e TE é a movimentacaofinanceira que gira
em torno de determinada raca e suas atividades. Na raca Mangalarga Marchador no ano
de 2021, foram movimentados 25 milhdes de reais em destribuidos em reproducdo,
exposicdes e leildes. Um grande contribuinte dessa quantia foi a crescente melhora
genética dos animais, consequéncia direta dos programas de 1A e TE. Por isso é relevante
nos atentar aos fatores que inviabilizam a qualidade desses programas, como qualidade
seminal dos garanhdes e tendo a endometrite como principal causa de subfertilidade e até
mesmo infertilidade nas éguas. Por isso, no periodo de estagio foramutilizadas diferentes
técnicas que buscavam sempre o melhor resultado nas TE realizadas.

Palavras-chave: Coleta de sémen, Endometrite, Inseminacao artificial, Mangalarga
marchador, Qualidade seminal, Transferéncia de embrido.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil é considerado um dos grandes paises criadores de cavalono
mundo, com um crescimento constante nesses nimeros. Ocupando o terceiro lugar no
ranking mundial, o pais conta hoje com 5.962.126 animais por todo o territorio nacional.
Em 2012 se teve o reconhecimento nacional de uma raca considerada originalmente
brasileira 0 Mangalarga Marchador, animais provenientes do cruzamento das ragas Alter
com cavalos regionais ha aproxim-+adamente 200 anos. Por ser uma raca que tem como
maior caracteristica a docilidade e comodidade tem ganhado cada vez mais adeptos.
Minas Gerais, mais precisamente o sul de minas é considerado o ber¢co do Mangalarga
Marchador. O caminho real, fazendas histdricas e centendrias, e a cultura local da regido,
juntamente com caracteristica da raca tem se evidenciando cada vez mais a pratica de
cavalgadas como meio de passeio turistico, fomentando ainda mais o mercado.

Atualmente a raca conta com 697.688 animais registrados na associacdo, em que
esse registro definitivo ocorre ap6s a monta do animal, em torno dos 3 anos de idade. Em
2021 tivemos o registro de 40.695 nascimentos indicando que o plantel de equinos tende
a crescer cada vez mais.

O mercado de leildes, provas, exposi¢des, cavalgadas e turismo se mantem aquecido
movimentando em 2021 um total de 25 milhGes de reais, gerando emprego e
oportunidades para todos envolvidos na atividade. Devido a isso 0s proprietarios tendem
a buscar melhorias genéticas e zootécnicas em seu plantel, fazendo uso das biotecnologias
aplicadas a reproducdo como inseminacéo artificial, transferéncia de embrides, transporte
de sémen fresco e congelamento de sémen para o uso de sémen congelado.

Em busca de sempre melhorar os resultados na reproducdo, deve-se atentar a fatores
importantes que podem alterar o rendimento das atividades, como nutrigéo e sanidade das
éguas e garanhdes em geral, qualidade seminal, vida reprodutiva da doadora, qualidade
zootécnica e manejo de receptoras e afec¢des que podem acometer as fémeas, como,
principalmente, a endometrite.

A endometrite é a principal causa de subfertilidade e infertilidade, por isso busca-se
sempre diminuir seu indice com uso de lavagens uterinas e tratamentos como a

ozonioterapia.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1- Ciclo estral da égua

O ciclo estral equino é definido como o periodo em que ocorrem modificaces
referentes ao trato reprodutivo da fémea, no qual se repete, em média de 21 a 22 dias
durantes as estacOes de primavera e verdo (SHARP et al., 1980). A estacdo de monta
ocorres nessas estacdes devido a interferéncia do foto periodo, em que as fémeas equinas
sdo classificadas como poliéstricas estacionais de dias longos, ou seja, tem a atividade
ovulatoria direcionada a maior quantidade de luminosidade durante o dia (Palmer;
Guillaume, 1992; Hafez; Hafez, 2000). Este ciclo é dividido em duas fases, a fase folicular
(estro) e a fase luteal (diestro) (DUTRA, 2016). Fatores como idade, status reprodutivo,
nutri¢do,condigéo corporal e temperatura (Nagy; Guillaume; Daels 2000; Sessions et al.,
2004) séo capazes de interferir no ciclo dessas fémeas.

Na hipofise, € liberado o hormdnio foliculo estimulante (FSH), que estimula o
crescimento dos foliculos priméarios. No decorrer do processo de desenvolvimento e
maturagdo folicular, juntamente com o FSH, o hormoénio luteinizante (LH) atua
estimulando a ovulacdo dos foliculos maduros. A fase de estro é caracterizada pela
presenca de um foliculo com mais de 30 mm de didmetro em um dos ovarios, o qual
produz niveis elevados de estrogeno a partir das células da granulosa (JACOB, 2007),
tendo como indicio de estro a receptividade em relacdo ao macho (CLAYTON et al.,
1981), resultando na ovulagdo, e em seguida na formacdo do corpo liteo, a partir da
elevacdo dos niveis de LH. Os niveis de LH aumentam de acordo com as proporc¢des
crescentes de estradiol que os foliculos ovarianos secretam, influenciando no
comportamento especifico do estro (MACHADO, 2004).

A duracdo do periodo do estro é bastante varidvel, mas em média compreende o
periodo de sete dias, com o minimo de dois dias e 0 maximo de 14 dias. Sabe-se que esta
fase termina quando o animal ovula e cessam as manifestacdes de cio, porém, mesmo
apos a ovulacgdo (12 & 48h apds) a maioria das éguas ainda pode apresentar receptividade
sexual (MCCUE, 2003). Apos esse periodo, a égua volta a ficar agressiva quando um
garanhdo se aproxima, ndo aceitando mais o macho (DUTRA, 2016).

As elevadas concentracdes de estrogeno sdo responsaveis também por expandir o
edema uterino, porém a intensidade do edema é reduzida até dois dias antes da ovulacéo
(BURATINI, 1997).

A fase subsequente ao estro comp6e um periodo mais delimitado, com duracdo media

de 15 dias. Essa fase é conhecida como fase luteal (diestro), sendo caracterizada pela
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presenca de um corpo luteo formado a partir da ovulacdo antecedente (BACK et al.,
1974). Nesta fase acontece a producéo de progesterona (P4), responsavel pela manuencéo
inicial da gestagdo. Independente da presenca de foliculos em crescimento secretando
estrogeno, a P4 é o hormonio predominante no diestro, promovendo alterag@es no trato
reprodutivo da fémea, preparando o mesmo para o decorrer da gestacdo (SAMPER,
2008).

A fase de diestro finaliza quando ha lute6lise ou regressdo do corpo lateo (CL), que
acontece quando o endométrio libera prostaglandina, que pela circulagdo sistémica é
conduzida até o ovario que contém o corpo luteo (GINTHER, FIRST., 1971). Na auséncia
de um concepto no Utero, a prostaglandina (PGF2a) induz a lutetlise. Quando ha presenga
de concepto no Utero, haveré bloqueio da lutedlise ou prolongamento dessa fase (ALLEN,
2005).

2.2- Eguas doadoras

O foco principal da transferéncia de embrido é a genética de éguas doadoras de
odcitos, consideradas de melhor qualidade genética e zootécnica. Varios sdo 0s critérios
para a selecdo dos animais, tais como valor de interesse zootécnico, registro definitivo e
diretrizes na raca trabalhada, historico reprodutivo, valor da égua e de seus produtos,
premiacdes em competicdes e demanda do mercado (Evangelista, 2012).

Para uma Inseminagdo de qualidade, em busca de bons resultados, 0 manejo de
controle do ciclo estral da égua doadora é fundamental, incluindo palpacéo transretal,
ultrassonografia para acompanhamento das atividades foliculares e deteccao de possiveis
impasses que possam atrapalhar a inseminacdo e posteriormente o lavado positivo do
embrido.

Como na maioria das vezes ¢ utilizado sémen de garanhdes que ndo estdo presente na
propriedade, saber o0 momento de induzir a égua para inseminar é fundamental para toda
a logistica do processo.

O objetivo de induzir a ovulacdo e ter um maior controle do ciclo estral, reduzindo o
periodo do estro e sincronizar 0 momento da inseminagdo mais proximo possivel da
ovulacdo . (MEZALIRA, 2018). O intervalo de inseminagdo é variavel de acordo com o
sémen utilizado, em caso de sémen fresco ou refrigerado, a ovulagdo pode ocorrer até 48

horas ap0s a realizacdo da inseminacdo (BERGEFELT, 2009), ja em sémen congelado, 0

ideal é que a inseminacao seja realizada o mais proximo possivel da ovulagdo, em até 6

horas antes ou 6 horas depois da ovulagdo (MILLER, 2008).



Diversos sao os indutores de ovulacéo disponiveis no mercado, como a gonadotrofina
corionica humana (hCG), o GnRH (DUCHAMP et al., 1987) e seus analogos, sendo eles:
a deslorelina (FARIA, GRADELA., 2010), a buserelina (BARRIERBATTUT et al.,
2001),e a histrelina (GRECO, 2016). Dentre estes, os dois principais agentes indutores da
ovulacdo mais usados em equinos sdo a hCG e a deslorelina (FARIAS et al., 2016). Essa
inducdo deve ocorrer com a presenca de no minimo um foliculo dominante, com diametro

de 35mm por 35mm e edema uterino grau 3 (Evangelista, 2012).

2.3- Agentes indutores de ovulagdo

2.3.1- Gonadotrofina corionica humana (hCG)

O hCG tem a funcdo semelhante do LH, sendo um horménio peptidico produzido pela
placenta humana (GRECO, 2012). A partir de sua administracdo, o hormonio tem a
capacidade de induzir a ovulagao entre o periodo de 36 a 48 horas (BERGEFELT, 2000).

Esse hormdnio é um estimulante de receptores foliculares e sua administracao induz

a ocorréncia de um pico de LH, promovendo a maturacdo oocitaria e folicular, além da

inducdo da ovulagdo (Evans, 2006).

2.3.2- Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH é um hormonio sintetizado e armazenado no hipotdlamo sendo o indutor que
faz a ligacdo dos sistemas nervosos e enddcrinos, pois quando ocorre a estimulacdo
nervosa referente a esse hormonio, pulsos de GnRH sdo ativados no sistemaporta-
hipotalamo-hipofisario-gonadal, induzindo a liberagdo de LH e FSH ao atuar na hipofise
anterior ou adenohiptfise (HAFEZ; HAFEZ., 2004).

O GnRH geralmente € utilizado como um substituto potencial do hCG, induzindo
foliculos pré-ovulatérios (FLEURY et al., 2003). Analogos do GnRH sdo mais utilizados
devido ao tempo de meia vida mais longa, sendo mais eficientes para a inducdo da
ovulagéo, entre os mais utilizados esta a deslorelina (FARIAS et al., 2016).

Em relacdo a dosagem de deslorelina, Fleury et al. (2004) indica que dosagens entre
0,5 ml a 1,0 mg tem resultados semelhantes, promovendo a ovulacédo entre 40 a 50 horas
apos sua aplicacdo. Ja Squires et al. (2003), ao administrar 1 ml em fémeas que seriam
inseminadas com sémen congelado teve a ovulagdo em um periodo médio de 36 a 46

horas apos a inducéo.
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2.4- Eguas receptoras

As receptoras de embrides levam consigo uma grande importancia para o sucesso dos
programas de TE, pois séo elas que irdo reconhecer o embrido e fornecer condigdes
necessarias para seu desenvolvimento e levar a gestacdo a termo (Fleury et al., 2007). Por
isso, a selecdo e manejo dessas receptoras é de importancia fundamental nesse processo
(Vanderwall & Woods, 2007).

Critérios de selecdo incluem peso adequado, de 400 a 500 Kg, idade do animal entre 3
a 10anos, ciclo estrais normais, conformacéo fisicadeve ser semelhante a égua doadora,
indicando bom escore de condicdo corporal, habilidade materna, e historico satisfatorio
(Evangelista (2012). Por isso, em muitos casos se utilizam animais da mesma raca, ou
racas semelhantes (Alvarenga et al., 2008).

O manejo sanitario das receptoras também merece bastante atencdo, sendo
fundamental que toda a vacinacdo necessaria esteja em dia, ndo tenhamdoencas
infectocontagiosas, como, Leptospirose, Mormo, Anemia Infecciosa Equina, entre outras.
Devem também estar livres de endo e ectoparasitas, (Alvarenga et al. 2008).

Esse grupo de éguas também devem ser examinadas diariamente, se possivel, para
deteccdo e identificacdo da fase do ciclo estral em que cada animal se encontra,
monitorando sempre o crescimento folicular, ovulagéo e qualidade uterina (McKinnon &
Squires, 2007).

No momento da ovulacdo Carnevale et al., (2000) classificou através de palpacéo retal
e ultrassonografia éguas aceitaveis para transferéncia de embrido quando as mesmas
apresentavam corpo liteo bem definido, ténus uterino e cervical variando de bom a

excelente,e nenhuma outra alteracdo uterina.

2.5- Sincronizacao doadora- receptora

A sincronizagdo entre doadora e receptora € um ponto fundamental para a
transferéncia de embrido ocorrer de forma adequada, pois a falta de sincronia pode
resultar em mortalidade embrionaria (EVANGELISTA, 2012).

Essa evento pode ocorrer de duas formas, com o cio natural da receptora, ou com a
terapia hormonal. Com a terapia as chances da sincronizagdo ocorrer sdo mais

satisfatorias. O ideal é que se tenha, no minimo, duas receptoras para cada doadora, assim,
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a probabilidade de se ter uma receptora adequada para receber o embrido é maior (SILVA,
2014).

Para realizar a sincronizagdo, a prostaglandina é bastante utilizada encio em fémeas
equinas, mas a resposta a este agente luteolitico é dependente da existéncia de um corpo
luteo funcional, levando em consideracdo que o CL sO se torna responsivo a
prostaglandina a partir do quinto dia apds a ovulagdo. A utilizacdo da prostaglandina,
associados a administracdo de indutores de ovulacdo, sdo bastante utilizados para a
preparacédo de receptoras nos programas de transferéncia de embrides, dessa maneira se
tem o controle do cio estral da receptora (MEIRA, 2007).

Os embrides sdo carreados da tuba uterina para o utero entre o quinto e o sexto dia
apos a ovulacdo. Preconiza-se que a coleta de embrides seja realizada entre o sexto e o
nono dia de gestacdo, sendo que o periodo ideal é entre o sétimo e o nono dia apds a
fertilizagdo (LIRA et al., 2009). Geralmente, consideram-se como sincronizadas as
receptoras que ovulam um dia antes até no maximo trés dias apos a doadora, verificando-
se que melhores condicdes do ambiente uterino para estabelecimento e manutencao da
gestacéo (SILVA, 2014).

2.6- Colheita de embrido e recuperacdo embrionaria

O odcito da égua equina é fecundado na tuba uterina e transportados para o Utero
entre o quinto e sexto dia apds a ovulagdo e fecundacdo, e se encontram na fase de moérula
compactada para blastocisto inicial (Hafez & Hafez 2004). Essa caracteristica permite
que a colheita do embrido seja viavel do sexto ao nono dia ap6s a ovulacdo (Alvarenga
et.al., 2008) em que o ideal seja no sétimo e oitavo dia. A indicacdo para que os embrifes
sejam recuperados no sexto dia é para o seu congelamento, pois ainda se encontram na
fase de morula (Squires & Seidel, 1995). J& no nono dia para aqueles embrides que foram
oriundos de inseminacéo artificial com sémen congelado, que naturalmente seu tamanho
é reduzido em aproximadamente 1 dia, devido a inseminacdo ser realizada apos a
ovulacéo, e a descida do embrido para o Utero ser mais tardia (Cuervo-Arango et al.,
2009).

Para a recuperacgdo do embrido se utiliza uma sonda transvaginal com a presenga
de um balonete que é inflado anteriormente a cérvix para realizar a lavagem uterina
(Fleury et al.,2001). Uma vez que a sonda € inserida no corpo do Utero, lava-se o Utero
com solucdo deRinger com lactato de 3 as 4 vezes, com infusdo de 1 litro por vez
(Alvarengaetal., 1992).
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A manipulacdo do embrido é subjetiva e relativamente simples, no qual o
rastreamento do embrido é realizado por uma lupa de aumento de 10 a 40 vezes. A placa
de petri deve estar previamente riscada, auxiliando na localizagéo do embrido. Uma vez
localizado, este é removido por aspiracdo com o auxilio de uma palheta de 0,5 ou 0,25
ml, acoplada a uma seringa de insulina, e transferido para uma placa de petri menor (35
x 10 mm), contendo o0 meio de cultura, no qual esse embrido serd lavado nesse meio por
10 vezes consecutivas (Alvarenga et.al., 2008).

A qualidade do embrido e seu grau de desenvolvimento é fundamental para uma
transferéncia segura. Com 6 dias apés a fertilizacdo o embrido se encontra na fase de
morula, com presenca de zona pellcida e delimitacdo evidente e blastdmeros tomando
boa parte do espaco perivitelinico. Com 7 dias o embrido atinge a fase de blastocisto
inicial, podendo observar a blastocele e, cavidade que esta situada internamente ao longo
das células do trofoblasto, também sendo observavel a massa celular interna e a capsula
embrionaria, peculiar dos equinos, bem definida. Com 7,5 dias o blastocisto expande,
sendo possivel a distingdo do trofoblasto, do botdo embrionario e do blastocele
(Alvarenga et.al. 2008).

Figura 1: Estagio de desenvolvimento embrionario.

Legenda: Da esquerda para direita: morula, blastocisto inicial, blastocisto e
blastocisto expandido.

Fonte: Fleury (2000).

Em cada estagio de desenvolvimento os embribes sdo classificados em relacdo a
parametros de qualidade. Embrides com escores de qualidade pobres (>3) resultam em
baixa taxa de prenhez (Squires & Seidel, 1995). Embrides que sdo menores que 0 normal
para a idade deles, ou tém anormalidades morfoldgicas, também resultam em taxas de

prenhez reduzidas (Squires et al., 2003).
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Tabela 1 - Critério de classificacio do grau de qualidade de embrides equinos.

Classificacao Qualidade

Grau 1 Excelente - Ideais, esféricos. com tamanho, cor ¢ textura uniformes

Grau 2 Bom - Pequenas imperfeicdes com poucos blastdmeros extrusos, forma irregular ou separacdo de
trofoblasto

Grau 3 Razoavel - Problemas ndo muito severos de blastomeros extrusos, células degeneradas ou bastocele
colapsada

Grau 4 Pobre - Blastocele colapsada. vdrios blastomeros extrusos ¢ células degeneradas, mas com aparéncia

vidvel da massa embriondria

Grau 5 Degenerado - Od6cito ndo fertilizado ou embrido totalmente degenerado

Fonte: McKinnon & Squires, 1988

2.7- Técnica de transferéncia de embrido- Inovulagao

Com o advento de novo estudos, a técnica mais utilizada hoje em dia é a
inovulacdo, que tem como base a avaliacdo da receptora, sendo pouco invasiva e de alto
percentual de sucesso (Fleury et al., 2007).

Consiste no envase do embrido em pipeta plastica igualmentea de inseminacéao
artificial. Se alternam proporc¢des de meio de cultivo e ar, juntamente com o embrido, com
0 objetivo de menor movimentagdo do embrido dentro da mesma e assegura a perfeita
deposicdo do embrido no corpo do Utero. Emprega-se uma bainha plastica sobre a pipeta,
que sera rompida na entrada na cérvix, evitando passar para o GUtero qualquer tipo de

contaminacdo (Silva, 2003).
2.8- Diagnéstico de gestacéo

O estabelecimento de gestacdo no animal ocorre quando o concepto inibe a regressédo
do corpo lateo, impedindo a producdo de Prostaglandina e o retorno do animal ao estro
(HAFEZ, 1987).

O embrido equino tem a chega ao Utero a partir do 5° e do 6° dia pos a 1A, através da
migracdo no lumen se inicia o processo de reconhecimento materno da gestacéo (Hafez
& Hafez 2004).

Nas éguas, o reconhecimento materno da gestacdo ocorre, principalmente pela
mobilidade embrionaria no Utero, pois acredita-se que durante a migracéo do concepto o
mesmo secreta pequenas quantidades de PGF2a e PGEZ2, possivelmente responsavel pelo
estimulo local para as contracbes miometriais que movimentam o embrido (STOUT;
ALLEN, 2011a). Essas substancias sdo antiluteolitica, inibindo a secrecdo pulsatil de

prostaglandina F2a pelo endométrio, evitando a lise do corpo luteo (ALLEN, 2005).
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O término da fixacgéo se refere ao término da mobilidade embrionaria, ocorrendo pelo
16° dia (GINTHER, 1995). Nesse momento o embrido se fixa na parede do endométrio,
elevando o tonus uterino e reduzindo o padréo de contratilidade (Gastal et al., 1996).

O diagnostico de gestacdo pode ser realizado através da palpacao retal, observando
modifica¢cdes uterinas, como aumento do corno gestante e aumento do ténus uterino. Esse
método pode ser realizado de forma precisa a partir dos 25 dias apds a ovulagéo
(SIMPSONet al 1982). Porém, com esse método é muito dificil a detecgdo da vesicula
embrionaria, ou diferenciar quando forem gemelares.

A ultrassonografia € o método de diagnostico que permite a deteccdo da prenhez
precoce, em torno de 10 dias p6s ovulacgdo, , sendo possivelvisualizar a vesicula esférica
ndo-ecogénica com 10 a 15 mm de didametro (De LaCorte et al., 1994). Além de avaliar
certar anormalidades que eventualmente podem ocorrer em uma gestacdo, e também
gestacdo gemelar.

Deve-se realizar o exame novamente apos os 60 dias de gestacdo, com o objetivo de
reconfirmacdo da prenhez através da visualizacdo de batimentos cardiacos. E possivel

também realizar a sexagem fetal.

2.9-  Afeccles uterinas- Diagnostico e tratamento

Sdo diversas as afeccbes que podem acometer e interferir no estado de saude
reprodutivo dos equinos, e se tratando do Gtero, a que mais incide é a endometrite, sendo
a principal causa de subfertilidade e infertilidade (OVERBECK et al., 2011;
RASMUSSEN et al., 2015).

A endometrite é caracterizada por uma inflacdo aguda, crénica ou degenerativa do
endométrio (Kenney, 1992). Devido a essa inflamagdo, alguns animais apresentam
acumulo de liquido no utero, podendo estd associada a contaminacdo bacteriana ou
fangica (LeBLANC e CAUSEY, 2009). A bactéria mais frequentemente associada a falha
reprodutiva em éguas é a Escherichia coli, seguida pelo Streptococcus beta hemolitico
como o segundo mais frequente (ALBIHN et al., 2003) e em terceiro os fungos foram os
microrganismos mais encontrados em éguas com problemas de fertilidade segundo
(Albihn e colaboradores (2003). Durante a cobertura ou inseminagdo artificial, a
deposicao do sémen ocorre de forma intrauterina, fazendo com que o Utero das éguas seja
exposto a microrganismos induzindo uma resposta inflamatoria fisioldgica e transitoria
conhecida como endometrite pos-cobertura (KOTILAINEN, 1994; TROEDSSON, 2000).
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Apols o contato do sémen com o endométrio, € iniciado um processo inflamatdrio
fisiolégico (KATILA, 2012). O objetivo desta resposta € eliminar o excesso de
espermatozoides ndo vidveis, plasma seminal e contaminantes, evitando prejudicar o
transporte de espermatozoides viaveis, a fertilizagdo e antes também que o embrido
adentre o Gtero aos 5,5 dias ap0s a ovulacdo, aproximadamente (LeBLANC e CAUSEY,
2009). Em condigdes normais de satde do animal, essa resposta ocorre, em media 96
horas apds o inicio do processo inflamatorio.

Foi observado que éguas inseminadas com sémen congelado eram mais
susceptiveis a endometrite pds inseminacdo artificial. Watson, 2000b; Troedsson et al.,
2001 e kotilainen, 1994 indicam que fatores como, idade das éguas, hipersensibilidade a
alguns componentes do diluidor, ja que o diluidor de sémen congelado contém gema de
ovo e glicerol, remocdo do plasma seminal durante o processo de criopreservacao levando
a uso de pequenos volumes com elevadas concentracdes espermatica, sao fatores que
podem favorecer a incidéncia dessa endometrite. A liberagdo enzimatica de células
danificadas durante o processo de criopreservacdo também indica uma maior resposta
inflamatdria. De acordo com Fiala et al., 2007, a quantidade de neutrofilos no utero vinte
e quatro horas depois é maior nas éguas inseminadas com dose de 1 bilhdo de
espermatozoides quando comparada as éguas inseminadas com dose menores de 100 ou
500 milhdes de espermatozoides. Assim, sugere que a deposi¢do de sémen com maior
numero de espermatozoides lesados, promova maior resposta inflamatdria uterina. Outro
fator sugerido por Reilas, 2001 é que como a inseminacdo € realizada proximo ao
momento da ovulacdo, sendo o periodo de tempo de fechamento da cérvix menor, o que
impediria que éguas susceptiveis eliminassem o material inflamatério em tempo
adequado.

Eguas normais conseguem debelar a inflamacdo entre 24 a 96 horas apds a
cobertura (KATILA, 1995) e nas susceptiveis a inflamacdo persiste por mais de cinco
dias apo6s a inseminagdo (CAUSEY, 2006). Quando ocorre falha no sistema de defesa
uterino a inflamacgdo torna hostil o ambiente uterino, inviabilizando a gestacdo
(LEBLANC, 2003).

Nos casos de endometrite com sinais clinicos evidentes, é possivel constatar ao
exame ultrassonografico o acimulo de liquido intrauterino, bem como as caracteristicas
do conteldo através da ecogenicidade. Dobras endometriais intensas indicam edema
patologico do endométrio e alta correlagcdo com baixas taxas de prenhez (ADAMS et al.,

1987). Rasmussen e colaboradores (2015) demonstraram que éguas portadoras de
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endometrite apresentam edema uterino exacerbado quando comparadas as éguas
clinicamente normais.

Assim, tratamentos séo feitos com o objetivo de tratar e prevenir essas patologias,
antes que se instalasse um problema maior. As lavagens uterinas devem ocorrer durante
0 periodo de estro, em que a cérvix se encontrava relaxada e aberta, facilitando a
passagem da sonda e drenando o conteudo uterino, com posterior aplicacdode ocitocina
para auxiliar na drenagem mecanica desse liquido para 0 meio externo, através das
contracdes uterina provocadas pelo medicamento. Segundo Brinsko et al (1991), as
lavagens uterinas com aplicacdo de ocitocina podem ser realizadas quatro horasapos a

inseminacao artificial ou monta natural sem efeitos maléficos nas taxas de prenhez.
2.10- Anatomia testicular

Em condic¢Bes normais, um garanhdo possui dois testiculos localizados na regido
inguinal, no qual cada um tem formato elipsoide, orientados longitudinalmente no eixo
horizontal com um cordéo espermatico localizado cranio-dorsal. O funiculo espermatico
é recoberto pela tunica albuginea e contem a artéria testicular, plexo pampiniforme e
ducto deferente (LOVE, 1992, TURNER, 1998). A artéria testicular forma ramificacoes
sobre a superficie do testiculo, estes ramos se estendem para o parénquima testicular e
retornam para o plexo pampiniforme do funiculo espermatico em direcdo a cavidade
(TURNER, 1998). A regido cranial do testiculo é ligeiramente mais elevada que a por¢édo
caudal (LOVE, 1992).

2.11- Endocrinologia do garanhdo

Para que ocorra uma adequada producdo de espermatozoides de forma continua, o
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal necessariamente precisa estar em sincronia, para
que os hormdnios envolvidos em todo o processo sejam liberados adequadamente
(ALMEIDA, 2004).

O hipotalamo, localizado no diencéfalo, é responsavel pela liberacdo de GnRH
(Hormonio liberador de gonadotrofinas). O GnRH vai até a hipdfise estimular a secrecao
de gonadotrofinas FSH- horménio foliculo estimulante e de LH- horménio luteinizante.
Ambos os hormonios atuam nas células de Leydig e células de Sertoli, controlando a
quantidade e qualidade das celulas espermaticas produzidas, e sdo essas células
responsaveis pela producdo de hormonios esteroides, estrégeno e testosterona, que

participam da formacdo dos espermatozoides.
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No testiculo, as células de Leydig sdo estimuladas pelo LH a produzir e secretar
estrégeno e testosterona, que estdo diretamente relacionados a qualidade espermatica. Ja
as células de Sertoli sdo estimuladas pelo FSH a secretar inibina, ativina e proteinas
ligadoras de andrégeno (ABP) (ROSER, 2001).

Nos equinos, diferentemente das outras espécies, 0os machos produzem uma
elevada quantidade de estrogeno que sdo responsaveis pela maturacdo funcional dos
espermatozoides, além do desenvolvimento das células de Leydig (HOFFMANN &
LANDECK, 1999). Por isso, caso ocorra uma baixa nos niveis de FSH, ndo ir4 ocorrer
interferéncia direta na qualidade espermatica, pois a testosterona e 0 estrégeno
isoladamente sdo capazes de manter a qualidade da espermatogénese (INOUE et al,
1993).

2.12- Espermatogénese

O processo denominado espermatogénese consiste na divisdo e diferenciacdo de
células para a producdo dos espermatozoides nos tubulos seminiferos. O epitélio
seminifero é composto por células de Sertoli e células germinativas em desenvolvimento
(JOHNSON et al., 1997; JOHNSON et al., 2000).

As espermatogbnias sdo as primeiras células da divisdo para a formacdo do
espermatozoide e estdo localizadas na por¢do basal do epitélio seminifero, sustentadas
pelas células de Sertoli (JOHSON et al., 1997). As espermatog6nias dividem-se varias
vezes por mitose originando os espermatdcitos, que por meiose seguida de mitose,
formam quatro espermatides. Posteriormente estas sofrerdo modificacdes progressivas
originando os espermatozoides, sendo esta Ultima etapa denominada espermiogénese
(JOHNSON et al., 2000).

Detalhadamente a espermatogénese é dividida em trés fases. A primeira fase chamada
proliferativa onde as células se encontram na fase de célula germinativa passando por
mitose | e formando as espermatogbnias que em seguida passam por mitose Il, se
dividindo novamente e mantendo o mesmo material genético, se diferenciando em
espermatocitos primarios. Cada espermatogonia se torna um espermatocito primario. Na
segunda fase ocorre meiose | e Il onde os espermatdcitos primarios entram em meiose |
ocorrendo a divisdo e reducdo do material genético formando os espermatdcitos
secundarios. Os espermatdcitos secundarios passam pela meiose Il se dividindo e
formando as espermétides haploides. Ja na terceira e ultima fase ocorre a diferenciagédo

em gue nesse momento 0s espermatozoides sofrem alteracdes estruturais, perdendo a
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forma redonda, adquirindo flagelo e reduzindo o citoplasma. Assim o espermatozoide
estd apto para se movimenta, devido ao flagelo e a sua reducdo de peso (perda do
citoplasma).

Ao final da espermatogénese o0s espermatozoides sdo liberados no lumen dos tabulos
seminiferos (JOHNSON et al., 1997; JOHNSON et al., 2000), nesta fase estes possuem
flagelo, porém estas células ainda sdo imoveis e inférteis (BARTH & OKO, 1989).

A medida que passam pelo epididimo, os espermatozoides sofrem importantes
alteracdes morfofuncionais (BARTH e OKO, 1989). O epididimo é um 6rgédo alongado,
enovelado, localizado na superficie do testiculo (SULLIVAN et al., 2005). Ele pode ser
dividido anatomicamente em trés segmentos: cabeca, onde h& absorcdo de fluidos
(MARENGO, 2008); corpo, onde 0s espermatozoides passam a apresentar capacidade
fecundante, e cauda, cuja funcdo basica € o armazenamento e a manutencdo de
espermatozoides maduros (SHIVAII, 1988).

Estudos indicam melhores taxas de fertilizacdo utilizando espermatozoides colhidos
da cauda do epididimo, quando comparado a amostras colhidas da cabeca e do corpo
epididimario (YOUNG, 1931; ORGEBIM-CRIST, 1969; HOLTZ e SMIDT, 1976).

Ap0s a maturacao os espermatozoides sdo armazenados na cauda do epididimo e, ao
sairem da mesma, entram em contato com as secre¢des das glandulas anexas que, por sua
vez, estimulam a motilidade inicial dos espermatozoides (MAXWELL e JOHNSON,
2000).

2.13- Anatomia do pénis e fisiologia da ejaculacdo

A coOpula resulta de mecanismos reflexos integrados a erecéo, emissdo e ejaculacgéo.

O pénis do equino é classificado como musculocavernoso e pode ser
anatomicamente dividido em base, corpo e glande. Os corpos cavernosos do pénis estdo
rodeados pela tdnica albuginea. O corpo esponjoso é uma pequena area de tecido que
circunda a uretra ao longo do corpo do pénis e continua até a glande (TURNER, 1998).

A erecdo caracteriza-se pelo enrijecimento do pénis, desencadeado pela estimulagéo
psiquica do cortex cerebral ou estimulos sensoriais na glande do pénis (AMANN, 1993).
Impulsos parassimpaticos sacrais da medula espinhal promovem a vasodilatacdo arterial
e arteriolar, simultaneamente a rede venosa contrai aprisionando 0 sangue nos corpos
cavernosos e esponjosos do pénis (McDONNELL, 1992). Alem disso, existe um aumento
do tdnus dos musculos isquiocavernoso, bulboesponjoso e uretral levando a compressédo

da rede venosa contra o arco isquiatico, favorecendo a erecdo (AMANN, 1993).
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A emissao € a liberacdo de espermatozoides e fluidos das glandulas acessoérias para
a uretra conhecido como ejaculacdo. Esse processo ocorre pela contracdo da musculatura
lisa da parede da cauda do epididimo, ducto deferente, ampola, glandula vesicular,
glandula prostatica e possivelmente glandula bulbouretral, com consequente liberacéo de
fluidos e espermatozoides dentro da uretra. O reflexo de emissdo esta envolvido com
estimulacdo de fibras pré-ganglionares simpaticas das regiGes lombares e sacrais
(McDONNELL, 1992).

2.14- Colheita de sémen

A recuperacdo de células espermaticas pode ser obtida por varias técnicas como
vagina artificial (PICKETT, 1993), estimulacdo manual (McDONNEL & LOVE, 1990),
ejaculacdo quimica (JOHNSTON & DeLLUCA, 1998; McDONNELL, 2001) e colheita de
espermatozoides cauda do epididimo (MONTEIRO, 2010). .

A vagina artificial € o0 método mais utilizado em equinos, e, consiste em um tubo
rigido envolto internamente por uma mucosade latex. Entre o tudo rigido e a mucosa de
latex é adicionado agua a temperatura de 42°Ca 45°C e ar na tentativa de uma maior
proximidade com a sensacdo térmica da monta natural. Por dentro, emcontato com a
mucosa de latex é colocado uma mucosa plastica onde serd acoplado o copo coletor com
a presenca do filtro (PICKETT, 1993). Para realizar a coleta pode ser usado manequim
artificial ou em uma égua devidamente contida. O pénis do garanhao deve ser higienizado
de forma adequada com &gua e posteriormente € feita a secagem da regido com papel
descartavel. Vale ressaltar que ndo se utiliza lubrificante.

Nos equinos, apos a colheita, o gel presente no ejaculado € descartado (PICKETT, 1993).

2.15- Caracteristicas fisicas do ejaculado

De acordo com Pickett, 1992, apds a colheita do sémen, algumas caracteristicas fisicas
e visuais do ejaculado séo observadas, como volume, aspecto, motilidade, vigor e
concentragao.

O volume é expresso em mililitros (ml), sendo um valor relativo de acordo com a
raca, regime de servicos, tempo de excitagdo, frequéncia e método de coleta, em que na
vagina artificial € o0 método que apresenta valores mais proximos dos fisioldgicos. Nos
equinos que apresentam o gel, os valores devem ser analisados apds a retirada do gel pelo

filtro acoplado no copo coletor e podem variar de 20 a 80 ml (PICKETT, 1993).
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O aspecto é a avaliacdo visual que indica a cor e a aparéncia do ejaculado, sendo
diretamente influenciavel pela concentracdo de espermatozoides e eventual presenca de
sangue, pus e urina. Nos equinos a aparéncia ideal é branco acinzentado (PICKETT,
1993).

A motilidade é expressa em porcentagem conforme a proporg¢do de espermatozoides
que apresentam movimento, sendo uma avaliacdo subjetiva, podendo variar de acordo
com o treinamento do técnico responsavel. Os valores de motilidade total e motilidade
progressiva devem ser atribuidos separadamente, em que motilidade total sdo todos os
espermatozoides em movimento, enquanto a motilidade progressiva indica apenas a
quantidade de espermatozoides com movimentos retilineos para frente (PICKETT, 1993).

Vigor representa a forca do movimento que acaba influenciando a velocidade com
que os espermatozoides se movimentam. O mesmo é classificado de zero a cinco, onde
zero indica a auséncia de movimento e cinco indica movimentos vigorosos e velozes,
geralmente esses movimentos séo progressivos (PICKETT, 1993).

A concentracdo representa o nimero de espermatozoides por ml. O procedimento
mais comum para se obter a concentracdo espermatica € a contagem na camera de
Neubauer e espectrofotometria. Para o calculo na cAmera de Neubauer deve-se diluir em
solucdo salina na por¢do de 1/20 o sémen coletado e analisado em microscépio 6tico na
lente de aumento de 10 a 40 vezes. Ao fim da contagem se utiliza s seguinte formula:
CE=ao numero de espermatozoides que foram contados sobre altura a cAmera e laminula
(1/10) vezes diluicdo utilizada (1/20) vezes os cinco quadrados que foram contados na
camera (5/25). Ao fim, para converter para ml se multiplica o resultado por 1000. Ou seja,
CE= .. [ PR = X *1000 (PICKETT, 1993).

1/10 * 1/20 * 5/25

2.16- Refrigeracao e transporte de sémen

A utilizacdo da biotecnologia de sémen refrigerado equino intensificou-se nos ultimos
anos. Isto ocorreu devido maior aceitacdo nas associa¢Oes de criadores de cavalos, além
da maior flexibilidade para colheita e transporte do sémen (PICKETT, 1992).

A manutencdo de espermatozoides em baixas temperaturas tem a capacidade de
reduzir a atividade metabolica e consequentemente diminuir a producdo de producéo de
subprodutos, proporcionando maior viabilidade esperméatica (ALTHOUSE et al.,1998).

Os diluidores de sémen séo solugBes importantes na protecdo dos espermatozoides

em condigdes desfavoraveis e em prolongar sua sobrevivéncia durante a refrigeracédo e o
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transporte (DARENIUS, 1998).

O sémen deve ser diluido com no minimo 2 partes do meio diluente para 1 parte de
sémen,visando sempre manter na concentracdo entre 20 e 50 milhdes de espermatozoides
viaveispor ml. As amostrar serdo refrigeradas em caixas proprias para tal, como a Botuflex
da Botupharma, e ficardo em sistema de refrigeracdo de 15°C e 5°C devem ser utilizadas

noperiodo maximo de 24 e 48 horas, respectivamente (PICKETT, 1993).
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3. DESCRICAO DO LOCAL E PERIODO DE ESTAGIO

O estagio supervisionado foi realizado sob orientagdo da Médica Veterinaria
Giovanna S. Takakura, mestre pelo programa de pés-graduacdo do Departamento de
Zootecnia em Producdo e Reproducdo animal pela Universidade Federal de Lavras, no
periodo de 01 de novembro de 2021 a 01 de janeiro de 2022.

As seguintes atividades foram desenvolvidas: manejo reprodutivo de doadoras e
receptoras através de palpacdo e ultrassonografia transretal, inseminacdo artificial
utilizando sémen resfriado e congelado, transferéncia de embrido e tratamentos de
afeccOes uterinas. Além de colheita, envase e envio de sémen.

Tais atividades foram desenvolvidas em cinco propriedades, propriedade 1 em
Campanha, propriedade 2 em Varginha, propriedade 3 em Carmo da Cachoeira,

propriedade 4 e 5 em Trés coracdes.
3.1- Propriedade 1.

A propriedade 1 fica localizada na cidade de Campanha sendo uma propriedade
destinada apenas a criacdo de equinos. Nela se encontram doadoras, receptoras e
garanh@es. Ao todo a propriedade é composta por grandes pastos e 11 piquetes de 25m X
35m, separados por um corredor de 2 metros de distancia.

Doadoras e receptoras sao divididas em seus respectivos lotes e alojadas em
piquetes formados de forrageira BRS Tamani. Esse capim é a primeira cultivar hibrida
lancada pela Embrapa € resultado do cruzamento entre a planta sexual S12 e o0 apomitico
T60 (BRA-007234) e foi realizado na Embrapa Gado de Corte a partir de 1992. A cultivar
foi selecionada com base no seu porte baixo, abundancia de folhas e perfilhos,
produtividade, vigor, valor nutritivo (elevados teores de proteina bruta e digestibilidade),
resisténcia a cigarrinha-das-pastagens e facilidade e flexibilidade de manejo e € indicada
para diversificagdo das pastagens (embrapa, 2015), sendo um capim que apresentou

excelente resposta nutricional dos animais.
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Os garanhfes sdo alojados em piquetes também de 25m por 35m e tem o
fornecimento do capim BRS Tamani diariamente misturado com racdo farelada e sal
equino. Para o fornecimento dos alimentos tem no piquete uma area coberta que protegeo
alimento fornecido, a 4gua e também serve de abrigo nos periodos de chuvas.

Figura 2: Piquete onde fica um dos garanhdes.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 3: Parte coberta do piquete

Fonte: Do Autor (2021)
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Figura 4: Imagem panoramica do piquete

Fonte. Do Autor (2021).

Figura 5: Cocho de fornecimento de capim, racdo farelada e sal.

el DX

Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 6: Cocho para fornecimento de agua.

Fonte: Do Autor (2021).

Para avaliacdo ultrasonografica dos animais, a propriedade conta com uma
estrutura fechada que composta por: um tronco de contencéo individual, um ambiente de
espera caso precise separar o potro da mae, laboratério e na parte de tras quatro baias que

ndo sdo utilizadas.

Figura 7: Parte externa do local onde realiza os exames reprodutivos.

Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 8: Tronco individual.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 9: Local de espera.

Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 10: Imagem panoramica do troco de palpacao e local de espera. Ao fundo

(parede vermelha) estdo localizadas as 4 baias. No corredor a direita esta localizado o

laboratério.

&
e

—

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 11: Imagem interna do laboratério.

Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 12: Imagem externa das quatro baias.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 13: Imagem interna de uma das quatro baias. (Tais baias ndo sao utilizadas)

Fonte: Do Autor (2021).

3.2- Propriedade 2.

A propriedade 2 esta localizada na cidade de varginha e é sdcia da propriedade 4,
por esse motivo as éguas da propriedade 2 se encontram na propriedade 4. Assim, as
atividades exercidas no local eram apenas colheita de semén para utilizacdo nas
propriedades e envio comercial das doses.
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Figura 14: Colheita de semén equino.
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Fonte: Do Autor (2021).
3.3- - Propriedade 3.

A propriedade 3 se encontra em Carmo da Cachoeira e tem suas atividades na
criagdo equina e cafeicultura.

Na propriedade eram realizadas todos 0os manejos reprodutivos em um so local,
colheita de sémen, e acompanhamento reprodutivo das doadoras e receptoras.

Conta também com um laborat6rio amplo e adequado para manuseio de embrides.

Os garanhdes ficam em baias e sdo soltos através de um revesamento entre 0s 3
garanhdes da fazenda.

Para a colheita de sémen, os garanhGes sdo destinados ao curral onde ocorre a
coleta.
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Figura 15: Colheita de sémen.

Fonte: Do Autor (2021).

Jé as éguas ficam soltas em pastos de Tifton 85 com &gua e sal ad libtum, divididas
em lotes de receptoras vazias, com potro ao pé, doadoras e gestantes.
Para andlise das doadora e receptoas, as éguas eram dispostas em lanchonetes de

2m X 0,70m, com a observacao que poderia ser de 1,70m X 0,70m.

Figura 16: Avaliacéo das doadoras e receptoras em lanchonetes.

Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 17: Foto panoramica da lanchonete.

Fonte: Do Autor (2021).
3.4- Propriedade 4.

Essa propriedade esta localizada em Trés Coracgdes, € destinada a criacdo de
equinos, poneis e mini vacas.

As éguas doadoras ficam em baias durante todo o dia e noite. Essas baias sao
abertas as 7 da manha e fechadas as 16 horas. Esse galpao é composto por duas baias de
garanhdo e doze baias de doadoras. Os animais da baia tém fornecimento de capim e

racdo, além de &gua a vontade.

Figura 18: Galpéo de baias
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Fonte: Do Altor (2021).
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Figura 19: Baias internas do galpédo de doadoras.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 20: Estrutura externa das baias de garanhdes.

Fonte: Do Autor (2021).

A higienizacdo da cama ocorre todos os dias, ja a troca é realizada uma vez por

semana. A cama é reposta em média 60 cm e é composta por serragem.
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As baias sdo estruturadas com trés cochos de granito, um para 4gua, um para sal

e o terceiro para racdo. Além de uma estrutura para sustentacdo de capim e feno.

Figura 21: Imagem da cama de serragem e 0s cochos de concreto

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 22: Cama da baia reposta, capim fornecido, sal, ragcdo e agua.
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Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 23: Cocho de sal mineral.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 24: Cocho de fornecimento de agua.

Fonte: Do Autor (2021).

Ja as receptoras ficam em piquetes de Brachiaria Decumbens. Ao todo sdo 4
grandes piquetes, com fornecimento de silagem, sal mineral e agua a vontade.

O local indicado pela seta laranja é a area de plantacdo de milho para producéo de
silagem. A seta azul indica os piquetes das receptoras, ja a seta amarela indica o galpéao

de baia.
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Figura 25: Imagem do alto da propriedade.

Fonte: Do Altor (2021).
3.5-  Propriedade 5.

A propriedade fica localizada na cidade de Trés Coracdes sendo composta por
duas unidades, a unidade 1 é destinada a sede e manejo das doadoras e 0s garanhdes e a
unidade 2 destinada as receptoras. A distancia de entre ambas as unidades é de
aproximadamente 2 km.

As éguas doadoras ficam proximas a sede da central, sendo o local dividido em
diversos piquetes de Panicum Maximum (Mombaca) e Tifton 85 e sete baias para trés
garanhdes e caso alguma égua precise de acompanhamento veterinario mais proximo. O
fornecimento de volumoso, sal mineral e 4gua é a vontade para todos 0s animais.

Todas as baias tem manejo de troca de cama semanalmente, e a cama era feita de

serragem.

Figura 26: Cama das baias de manejos dos animais e dos garanhdes.
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Fonte: Do Autor (2021).

Neste local ha uma estrutura para realizacdo de exames de rotina, como palpacéo
e ultrassonografia transretal, administracdo de farmacos, manejo sanitario e também
avaliacdo fisica dos animais. Tais avaliages sdo realizados com os animais contidos em
um tronco de contencdo individual. Os animais ficam em um curral de espera e sdo

levados um por vez ao tronco para a realizacao de tais exames.

Figura 27: Tronco para avaliagéo individual.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 28: Curral de espera indicado pela seta laranja

Fonte: Do Autor (2021).

O local para manuseio de embrifes ndo é o apropriado, sendo o local em conjunto

com o quarto de racdo e demais medicamentos.
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4. MATERIAL UTILIZADO

As sondas utilizadas para lavagem, tratamento uterino e coleta de embrides sdo
esterilizadas na casa da Veterinaria, no qual ndo acompanhei o processo. Porém foi
informado que o material passa por uma fervura e pressdo e em seguida é armazenado em
estufa. As placas de Petri utilizadas para rastreamento dos embrides sdo placas novas e
estéreis, no qual sdo descartadas apds a utilizacdo. Os filtros para coleta séo esterilizados
em estufa para reutilizacdo. O meio de cultivo (Holding Plus®, Vitrocell, Embriolife) fica
mantido na geladeira a 6°C. O indutor utilizado (Deslorrelina), Lutalyse, ocitocina e

demais medicamentos ndo necessitam serem mantidos refrigerados..
5. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As visitas no haras seguiam, na medida do possivel, dias corretos na semana,
sendo que na segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira eram visitas nas propriedades 2, 4
e 5. Jana terca-feira, quinta-feira e sabado as visitas eram nas propriedades 1 e 3. Porém,
em dias de lavado de embrido, inseminacdo de sémen oriundo de outras propriedades e
inseminacdo de sémen congelado, visitas eram realizadas independente do dia em

qualquer um desses haras.
5.1- Manejo das éguas doadoras

As éguas doadoras eram avaliadas igualmente em todas as propriedades, seguindo
sempre a mesma metodologia. Eram observados auséncia de prenhez, caracteristicas
uterinas com o objetivo de determinar a fase do ciclo estral em que cada animal se
encontrava. Quando em estro, na presenca de foliculo dominante, com diametro superior
a 30 mm, o controle folicular era realizado diariamente. A atividade ovariana eraanalisada
atraves de palpacao e ultrassonografia transretal. Os individuos que eram constatados com
foliculos de diametro minimo de 35 mm x 35 mm e edema uterino classificado entre 2 e
3, recebiam o agente indutor de ovulacdo, Deslorrelina. Nomomento da inducéo era
avaliado se a inseminacdo seria com sémen fresco de algum cavalo préprio da
propriedade, se seria sémen refrigerado de cavalo de outra propriedade, ou se seria com
Sémen congelado. Esse fator era importante para determinaro horario de inducdo. Nas
situagcdes em que o sémen era fresco ou refrigerado ndo tinha horéario determinado para
inducdo, ja nas situacGes em que o sémen era congelado a inducéo, necessariamente era
realizada as 19 horas da noite, para que tenha controle folicular a partir de 36 horas pés
inducdo.
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Figura 29: Imagem de foliculo com mais de 35 mm de diametro.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 30: Imagem de edema uterina grau 3.

Fonte: Do Autor (2020).

No dia posterior a inducdo era realizada a Inseminag&o Artificial. Para a realizagao
adequada do procedimento era necessario envolver a cauda com luva de palpagéo ou faixa
e amarrada no proprio animal ou no tronco de contencdo. Realizava a higienizacdo do
local com detergente neutro e bastante dgua e logo apds secava a regido perineal. Esse
procedimento era feito com o objetivo de reduzir possiveis contaminagdes. Feito isso, a
inseminacao artificial era realizada e se levava em consideracao o tipo de sémen. Sémen
fresco e refrigerado era inseminado no corpo do Utero, ja 0 sémen congelado suadeposicao

era mais proxima do corno uterino possivel.
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Figura 31: Inseminacdo com sémen fresco.

Fonte: Do Autor (2021).

No dia seguinte a inseminacdo as éguas eram avaliadas para detec¢do da ovulagdo
e condicdo uterina. Em casos que o Utero apresentasse alguma pequena alteracdo como
acumulo de ar, ou pequena quantidade de liquido era aplicado nos animais 2 ml de
ocitocina. Em casos de histdrico de éguas ja com problemas pds inseminagdo artificial,
era realizada a lavagem uterina com ringer com lactato e em alguns casos com agua
oxigenada ou solugdo iodada para auxilio na expulsdo desse conteddo. Nesses casos
também era feita a aplicacdo de ocitocina para estimular a contracdo uterina, o que
auxiliava na eliminacgdo do liquido ao todo. A ocitocina pode ser aplicada até trés dias
apos a inseminacdo, pois apos esse periodo do desenvolvimento embrionario ndo é
desejavel que tenha contragGes. Entre sete a nove dias apds a ovulagdo era realizado a
coleta de embrido.
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Figura 32: Imagem ultrassonografica de Corpo Luteo.

Fonte: Do Autor (2020).

Figura 33: Lavado terapéutico pos IA com ringer com lactato e solucéo iodada.

Fonte: Do Autor (2021).

5.2- Manejo das éguas receptoras

As éguas receptoras eram avaliadas através de palpacao e ultrassonografia transretal
nos mesmos dias das éguas doadoras, devido a logistica de manejo de cada haras. Quando
o foliculo dominante atingia 35x35 mm de didmetro e havia edema endometrial

classificado em 2 ou 3, era avaliado a necessidade de inducdo (com analogos de GnRH-
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Deslorelina) em relacdo a sincronizacdo com a doadora, caso ndo era necessario, a

ovulagdo ocorria de forma natural.

A selecdo da receptora que ia receber o embrido era baseada no historico do animal
e na avaliacdo do exame ultrassonografico. Se o clico estral e crescimento folicular
ocorreu de forma correta, a presenca e ecogenicidade do corpo luteo, a homogeneidade
da parede uterina (auséncia total de dobras endometriais), a auséncia de ar no limen que
esta diretamente relacionado a capacidade da cérvix de mantar o isolamento uterino com
0 meio externo, caracterizada no ultrassom por pontos ecogénicos no interior do Utero; e
a simetria entre os cornos uterinos. Na palpacéo retal, eram avaliados o ténus da cérvix e
do Utero.

A presenca de um corpo lateo de qualidade indica, provavelmente, a producédo
satisfatoria de progesterona, no qual, quando a concentracdo sanguinea esta igual ou mais
elevada que 1 ng/ml provoca a auséncia de dobras endometriais (ALVES, 2018).

A ovulacdo da receptora deve, dentro do possivel, ocorrer de 2 a 3 dias apés a
ovulacdo da doadora. Assim as receptoras eram usadas no intervalo de D4 a D9, sendo o

dia preconizado D6.

Figura 34: Desenho esquematico da sincronizacao de doadoras e receptoras.
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Fonte: Alves, (2018).
5.3- Coleta de embriao

A coleta de embrido é realizada por meio ndo cirargico transvaginal. Todos 0s
materiais que entravam em contato com a vagina do animal, Utero e embrido ja tinham
sidos esterilizados. Para tal procedimento utilizava sonda de silicone, filtro de malha 75

micras, solugéo de ringer com lactato, seringa de 20 ml para inflar o balonete e gel.
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Figura 35: Materiais utilizados na lavagem de embrido.

Fonte: Alves (2018).

Apdbs contencdo e limpeza da regido perineal da égua, de mesma forma e
metodologia realizada na inseminacdo artificial, a sonda era introduzida via vaginal e
posicionada no corpo do utero, o balonete era inflado com 30 a 45 ml de ar e levemente
tracionado contra o Gstio cranial do cérvix, para evitar refluxo de liquido durante a
lavagem uterina. O ringer com lactato era infundido em quantidade suficiente para
preencher o corpo e 0s cornos uterinos. Apos o completo preenchimento do Utero, a méo
do técnico era colocada no reto do animal para que a massagem uterina fosse realizada de
forma eficiente, depois o liquido era drenado, passando por um filtro. O filtro permanecia
com no minimo 20 ml de solucdo, para evitar a desidratacdo do embrido. Este
procedimento era repetido de acordo com a visualizacdo a olho nu do embrido. Caso o
embrido era visto no primeiro soro, ndo eram necessarias mais lavagens, caso o embrido
ndo fosse visto, esse procedimento se repetia, em média, de duas a trés vezes.
Posteriormente retirava o ar do balonete, para a saida da sonda do Utero e o liquido contido

nela era transferido para o filtro.
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Figura 36: Esquema de lavagem de embri&o.
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Fonte: Adaptado de Squires & Seidel (1985).

Figura 37: Lavado de embri&o.

Fonte: Do Autor (2021).

Ap0s a coleta era administrado 1 ml de analogo da prostaglandina F2o. (PGF-
lutalyse), por via intramuscular, para induzir a lutedlise do corpo lGteo que estava em
atividade e o retorno ao cio dentro de trés a cinco dias. Posteriormente a cada coleta era
feita a procura e manipulagéo do embrido pela médica veterinaria responsavel.

O filtro era levado para o laboratério e seu contetdo colocado em uma placa de petri
estéril descartavel previamente riscada, com linhas paralelas no fundo, para guiar a
procura do embrido que ndo fosse visualizado a olho nu e com isso era feita a procura
com auxilio de uma lupa de aumento. Detectada a presenca do embrido, este era
classificado de acordo com seu estagio de desenvolvimento e quanto a qualidade. A
classificacdo por estagio de desenvolvimento considera o aspecto morfoldgico do
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embrido que encontrar-se em fase de mérula, blastocisto inicial ou blastocisto expandido.
Na classificacdo quanto a qualidade era observado o formato (esférico), coloragédo
(homogénea), extrusdo celular, integridade da zona pelucida e também se havia alguma

sujidade nesse embri&o.

Figura 38: Fases de desenvolvimento do embrido equino. A- O6cito ndo

fertilizado. B- Mérula de compactacdo. C- Blastocisto precoce. D- Blastocisto

expandido.

Fonte: BLANCHARD, T.L. et al. (2003)

Posteriormente a classificagdo, uma outra placa de petri era preparada com onde
gotas de meio de cultivo (Holding Plus®, Vitrocell, Embriolife) previamente aquecido de
32 a 37°C para a lavagem do embrido, entdo com uma palheta acoplada na seringa de 1
cc, 0 embrido era resgatado da placa de petri que continha o lavado e colocado em uma
das gotas de meio. O embrido era lavado a medida que passava pelas gotas sendo que o
processo era realizado através de movimentos de aspiracao e expiracdo do embrido com

auxilio de palheta.

Figura 39: Lavagem de embrido na placa e meio Holding.
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Fonte: Do Autor (2021).

Apds estes lavados, o embrido era transferido para um tubo criogénico contendo
meio de cultivo para ser transportado até o setor onde se encontravam as éguas receptoras.
No momento da transferéncia o embrido era aspirado juntamente com o0 meio por uma
pipeta de inseminacéo, respeitando a seguinte ordem, uma coluna de meio, uma coluna
de ar, uma segunda coluna de meio e outra de ar, a terceira coluna de meio contendo o

embrido, outra coluna de ar e outra com meio.

Figura 40: Meio de embrido armazenado em meio Holding aguardando a transferéncia.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 41: Preparo da pipeta para transferéncia de embri&o.

Fonte: Do Autor (2021)

A égua receptora escolhida para receber o embrido era contida na lanchonete e
realizava-se a lavagem e secagem da regido perineal. A pipeta com o embrido era
envolvida por uma camisa sanitaria (IMV® France) para proteger das contaminagdes

vaginais e era introduzida no cérvix. Apos introduzir a pipeta no terco inicial do cérvix,
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a camisa sanitaria era rompida e a transferéncia do embriéo realizada no corpo do utero.
Ao sentir resisténcia do corpo uterino, tracionava-se a pipeta 2 cm para tras e 0 émbolo

da seringa era empurrado para depositar o embrido no utero.
5.4- Recuperacdo embrionaria e diagnostico de gestacao

As taxas de recuperacdo embrionaria nos programas de Transferéncia de embrido
séo diretamente influenciadas pelo tipo de sémen utilizado, qualidade do sémen, niumero
de ovulagbes da doadora, idade da doadora e receptora, clima, conformacdo fisica da
receptora, ambiente favoravel, nutricdo adequada, entre outros fatores como a experiéncia
do Médico Veterindrio no momento da transferéncia. O diagndstico de gestacdo nas
receptoras é realizado por exame ultrassonografico 10 dias apds a TE (De LaCorte et al.,
1994).

Figura 42: Diagnéstico de transferéncia de embrido. D10.

Fonte: Do Autor (2021).

Figura 43: Diagndstico de transferéncia de embrido. D14.

Fonte: Do Autor (2021).
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Figura 44: Diagnostico de transferéncia de embrido. D16.

Fonte: Do Autor (2021).

5.5- AfeccOes uterinas

Os tipos de lavagem realizadas foram com perdxido de hidrogénio (dgua oxigenada),
querosene e infusdo uterina com o0 0zbnio ou soro ozonizado. Cada tratamento era
indicado individualmente para cada animal, levando em consideragdo a gravidade da
endometrite encontrada. Vale ressaltar que antes do procedimento de lavagem ou infuséo
uterina a cauda das eéguas era envolta por uma luva de palpacdo e amarrada no proprio
animal para que fosse realizada a lavagem e secagem da regido perineal e posteriormente

0s procedimentos eram realizados.
5.5.1- Lavagem uterina com perdxido de hidrogénio- Agua oxigenada.

O peroxido de hidrogénio, conhecido popularmente como agua oxigenada, cuja sua
formula é H202, é muito utilizado devido seu elevado poder antisséptico, exercendo
efeito antimicrobiano de amplo espectro contra bactérias, fungos, virus, leveduras e
esporos (Takakura, 2020), sendo muito utilizada em lavagens de feridas externas e
esterilizacdo de instrumentos.

Esse tratamento comecou a ser utilizado em endometrite apos (Verstraelen, 2008)
descobrir que bactérias que produziam a substancia que causava a patologia, como por
exemplo os lactobacilos, tinham seu desenvolvimento modulado ap6s a administracdo de
H202 intrauterino.

Para a eficiéncia do tratamento de endometrites em éguas com perdxido de
hidrogénio é recomendado a realizagdo de lavagem uterina com solucdo ringer com
lactato acrescido de solugéo de H202 a 3% (LeBLANC e McKINNON, 2011).

A escolha na utilizagéo desse tratamento era quando as éguas estavam no inicio do

estro, com presenca de liquido intrauterino, animais com historico de falha reprodutiva,
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indiferentemente de éguas doadoras ou receptoras, e pds cobertura, principalmente de
sémen congelado, com o objetivo de promover uma limpeza uterina e evitar endometrite
pos cobertura.

Em 900 ml de ringer lactado eram adicionados 100 ml de H202 de 10 volumes,
atraves da utilizacdo de uma sonda, o produto ficava no Utero por em media de 2 a 3
minutos, sendo retirado em seguida, sendo possivel a avaliagdo a olho nu se havia
presenca de descamacao ou qualquer tipo de sujidade. Apoés a retirada do contetido, eram
administrado 2 ml de ocitocina para elevar a contracdo uterina e promover uma melhor
drenagem de uma possivel quantidade que tenha ficado no utero por nao sair tudo na
sonda. Foi possivel observar que, nos animais que eram realizados esse procedimento, a

taxa de lavados de embri&o positivos eram maiores.

Figura 45: Pos lavado uterino com H202 com presenca de descamacao uterina.

Fonte: Alves, (2019).

5.5.2- Lavagem uterina com infusdo de querosene

O querosene € um liquido resultante da destilacdo do petréleo, com alto poder
irritativo na parede uterina causando necrose e descamacdo das células, renovando o
epitélio (Martins et al 2006).

A infusdo intrauterina com querosene ainda € bastante discutida entre os autores e

veterinarios, sendo descrita com resultados positivos em que nao afetam a saude em geral
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da égua (Podico e colaboradores, 2019) e negativos em relacdo ao endométrio
(BRADECAMRP et al, 2014; LeBLANC e CAUSEY, 2009).

O tratamento do Utero com aplicacdo de querosene remove muco, cilios e células
epiteliais, permitindo a regeneracdo do epitélio e do aparelho mucociliar (Morris e
colaboradores et al, 2020). Bradecamp e colaboradores (2014), relataram atraves de
biopsias seriadas que, em média vinte e quatro horas apds a infusdo, o querosene promove
uma diminuicdo significativa das células epiteliais ciliadas, no qual posteriormente sua
concentragdo retorna a niveis normais quatro dias apds a infusdo. O mesmo parece induzir
a curetagem quimica do epitélio endometrial, removendo de forma efetiva de
microrganismos proporcionando ambiente favoravel ao desenvolvimento embrionario
(BRADECAMP et al, 2014).

Estudos de tratamento uterino realizado com querosene concluiram que a infuséo de
querosene ndo afeta a salde da égua e ndo mostrou sinais de aumento de fibrose e
degeneracdo uterina pela avaliacao histoldgica (Podico et al., 2020). Martins et al., (2006),
afirmaram que o querosene pode ser uma alternativa usada no tratamento de endometrite
tendo em vista que é capaz de induzir uma resposta inflamatoria de curta duracdo além
de potencial antisséptico sendo considerada uma curetagem quimica sem ser um potencial
causador de fibrose uterina.

Esse procedimento era realizado em éguas receptoras de embrido que apresentavam
diversos problemas reprodutivos relacionados a viabilidade uterina, no qual demais
tratamentos ndo foram eficazes. Nos casos que o Utero apresenta biofilmes ja formados e
instalados por bactérias algumas substancias ndo sdo capazes de remove-los, devido a
ineficiéncia de penetrar na matriz desses patdgenos, ja com a utilizacdo do gquerosene,
devido a descamacdo uterina que ele provoca, é possivel a retirada do biofilme. (Costerton
et al., 1995; LeBlanc, 2010). O objetivo desse tratamento é evitar o descarte dos animais

e torna-los viaveis para a vida reprodutiva.
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Figura 46: Infusdo intrauterina de querosene

Fonte: Alves, (2018).

A infusdo era realizada utilizando uma botulA e uma pipeta de inseminacéo
artificial comum. Eram administrados via intrauterina 80 ml de querosene puro, sempre
feito quando o animal se encontrava no inicio do estro. Apos a infusdo era realizada uma
massagem uterina via transretal para uma distribuicdo homogénea pelos cornos e a

solucdo era deixada no utero.
5.5.3- Lavagem uterina com infusédo de Ozonio.

O ozbnio é composto por uma molécula contendo trés atomos de oxigénio, com
potencial oxidante. Por ser altamente instaveis em elevadas temperaturas, as moléculas
de O3 se decompbem facilmente em moléculas de 02, sendo isentas de residuos toxicos.
(LUKES et al, 2005). Essa molécula de oz6nio, ao entrar em contato com fluidos
corporais produz mensageiros com acdo oxidante, que ao atingir a circulacdo sistémica
do animal desencadeia estimulos de efeitos farmacoldgicos. (RE et al, 2014). Na
circulacdo sistémica, a ozonioterapia estimula a vasodilatacdo, através da liberacdo de
oxido nitrico pelas células, altera a plasticidade das hemacias melhorando a circulagéo
periféricas e sua oxigenacao, permitindo a chegada de componentes do sistema imune
para reparacgdo de tecidos danificados (Takakura, 2020).

Em éguas, lavagens uterinas utilizando soro ozonizado indicou importantes
resultados no tratamento de éguas com falhas reprodutivas. No estudo foram utilizados
33 animais, em que 10 receberam o tratamento controle com lavagem uterina com solucéo
fisiologica e 23 receberam lavagem uterina com solucéo fisioldgica ozonizada, indicando
que apenas uma lavagem uterina com solucdo ozonizada causa reducdo significativa de

células polimorfonucleares no endométrio inflamado (Takakura, 2020).
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Durante o estagio, as éguas que, apés a inseminacéo, apresentava alguma falha na
limpeza uterina ou que pelo histérico do animal ja era sabido a necessidade do tratamento
anterior a inseminacao, era realizado a aplicacdo do ozénio. A méquina é de propriedade
da veterinéria responsavel, o que facilitava toda a logistica. O equipamento gerador de
0zOnio é portatil e modelo O&L 1.5 (Ozone&Life®).

Figura 47: Maquina geradora de ozénio.

Fonte: Takakura, 2020.

A aplicacdo do ozonio ocorria de duas maneiras, através da insuflacdo ou através
do soro ozonizado, ambos diretamente no corpo do Gtero, sempre no estro, devido a
abertura cervical e resposta inflamatoria. Previamente a ambas as formas de tratamento,
a égua era contida, cauda amarrada e regido vaginal higienizada, como na inseminacao
artificial.

No tratamento que era realizado a insuflacdo, utilizava uma pipeta rigida de
inseminacao artificial que era acoplada na maquina através de uma micro sonda. A pipeta
ultrapassava a cervix e depositava o gas no corpo do utero. O fluxometro utilizado é
regulavel, porém, na grande maioria se utilizava na dosagem de ¥ de litros por minuto,
na concentragéo 8, sendo liberado entdo 40 pg/ml por minuto. Esse procedimento era
realizado até que notasse que o gas estava tendo refluxo pela cérvix. Durava em média 5
minutos, ou seja, 200 pg/ml por tratamento. O gas era deixado no animal, no qual era

expelido naturalmente apos algumas horas.
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Figura 48: Insuflacdo de Ozonio intrauterina.

Fonte: Do Autor, 2021.

Figura 49: Pipeta utilizada na insuflacéo da ozonioterapia.

Fonte: Do Autor, 2021.

No tratamento com o soro ozonizado, a regulagem do fluxdmetro de entrada de
02 também era ¥ de litros por minuto na concentracdo 8, tendo os mesmos 40 pg/ml por
minuto, porém o soro era ozonizado por 10 minutos, dobrando a concentracéo final,
passando para 400 pg/ml por tratamento. Devido a instabilidade do ozdnio em solucdes
aquosas a lavagem uterina era realizada imediatamente ap0s o preparo da solugéo. O soro
era introduzido no animal através de uma sonda de tratamento comum e logo em seguida

retirado.
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Figura 50: Soro ja ozonizado para tratamento.

Fonte: Takakura, 2020.

Figura 51: Tabela de controle do fluxémetro e poténcia.
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Fonte: Do Autor, 2021.
5.6- Coleta de sémen

As coletas de sémen eram realizadas de acordo com a demanda na propriedade
em relagdo ao uso interno do sémen de determinado garanhdo e ao envio de sémen.
Previamente a 4gua era aquecida em torno de 45 graus para que no momento que

colocasse na vagina artificial essa temperatura fosse para 37 graus.
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A vagina ja era pré-montada, em que a mucosa de latex ja esta acoplada e fixada
no tubo rigido da vagina. A mucosa plastica é adicionada no momento da coleta,

juntamente com o filtro e o tubo coletor.

Figura 52: Vagina artificial

Fonte: Do Autor, 2020.

Figura 53: Tubo e filtro coletor.

Fonte: Do Autor (2020).

A égua em cio era devidamente contida para evitar possiveis riscos e usada como

manequim para 0 momento da coleta.
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Figura 54: Egua contida usada como manequim para coleta de sémen

Fonte: Do Autor (2021).

No momento da coleta o pénis do garanhdo era higienizado com &gua corrente e
abundante, retirando qualquer sujidade presente na parte externa da uretra, glande e corpo
do pénis. Em seguida a peca do animal era seca com papel toalha.

Figura 54: Lavagem do pénis do garanhdo previamente a coleta

b o

Fonte: Do Autor (2021).

Ap0s esse processo 0 sémen era analisado e diluido.
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5.7-  Analise seminal

A analise era realizada para obter parametros de motilidade, vigor e concentracao
do ejaculado, para assim realizar a diluicdo adequada. Geralmente se utilizava a dilui¢éo

1:1 ou 2:1, sempre priorizando a Dose inseminante minima que é de 1 x 10° sptz viaveis,

com diluico entre 20 e 50 x 10° sptz/ml e volume final entre 20 e 50 ml.

5.8- Envio de sémen

Para os envios de sémen, o procedimento de coleta e analise eram 0s mesmos, assim o
sémen era colocado em um recipiente chamado BotulA e em seguida posicionadana caixa de
refrigeracdo BotuFlex que mantem esse sémen entre 15 e 5 graus, por até 48horas. A quantidade
de gelo na caixa era variavel de acordo com a caracteristica de cadacavalo, sendo no minimo um
gelo seco e no maximo dois.

A caixa entdo era lacrada e enviada ao solicitante com todas as informacdes do

momento da coleta e analise inicial.

6- Conclusao

Com o término desse trabalho fica claro a importancia do conhecimento e execu¢do com
excelencia das técnicias desenvolvidas, uma vez que o mercado exige cada dia mais a capacitacdo
de bons profissionais na area. O valor agregado no processo é relativamente alto, faxendo com que

as melhores técnicas sejam desenvolvidas em buscas de resultados superiores.
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