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RESUMO

O crescimento exponencial da equideocultura nacional implica na
necessidade da utilizacdo de biotécnicas da reprodugdo, com o objetivo de
aumentar a produgao e facilitar o manejo nos criatérios. Uma dessas ferramentas
€ a sexagem fetal, que pode ser realizada em diversas fases da gestacgéo, e que
ainda € um recurso pouco utilizado na rotina dos haras. Objetivou-se nesta
revisdo descrever as principais técnicas de sexagem fetal abordadas na literatura
que sao: identificagdo do tubérculo genital, das génadas fetais e do DNA fetal livre

circulante.

Palavras-chave: biotécnicas da reprodugao, equinocultura, gestagdo, sexagem

fetal.

ABSTRACT

The exponential growth of the national equine breeding implies the
necessity of using reproduction biotechniques, in order to increase production and
facilitate management on stud farms. One of this is fetal sexing, which can be
performed at different stages of pregnancy, and that is still so little used in routine
stud farms. The objective of this review is to describe the main techniques for fetal
sexing in mares reported in literature (genital tubercle, fetal gonad and free fetal

DNA circulating).

Keywords: equine breeding, pregnancy, reproduction biotechniques, sexing.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Esquema da Sexagem pelo Tubérculo Genital

Figura 2 — Ultrassonografia para identificagdo do Tubérculo Genital
Figura 3 — Esquema de Sexagem pela gbnada

Figura 4 — Ultrassonografia do sistema reprodutor do macho
Figura 5 — Ultrassonografia do sistema reprodutor do macho
Figura 6 — Ultrassonografia das glandulas mamarias

Figura 7 — Ultrassonografia de pénis ereto na fase fetal

Figura 8 — Ultrassonografia das gbnadas em anatomia topografica

© ® g4 o oA W N



SUMARIO

1. Introducéo

2. Revisao Bibliografica
2.1.Sexagem através da Identificagdo do Tubérculo Genital
2.2.Sexagem através da Identificagdo das Gbnadas
2.3.Sexagem através do DNA Fetal Livre Circulante

3. Conclusao

4. Referéncia Bibliografica

5. Relatdrio de Estagio
5.1. Atividades Realizadas
5.2.Controle folicular e manipulagao farmacolégica do ciclo estral
5.3. Inseminacéo Atrtificial
5.4. Transferéncia de Embrido
5.5.Colheita de Sémen
5.6.Congelamento de Sémen

6. Conclusao

N N o

13
14
17
17
18
20
21
23
24
27



1 - INTRODUCAO

O complexo do agronegdcio dos equideos no Brasil gera cerca de 3,2
milhées de empregos diretos e indiretos, movimenta mais de R$ 7,5 bilhdes
anuais na economia, € possui uma tropa de aproximadamente 5,6 milhdes de
cabecas. Somente em 2011 foi arrecadada uma quantia de aproximadamente R$
400 milhdes em leildes de cavalos contra R$ 22,5 mil em 1995 (LIMA et al., 2012).

A profissionalizagdo e o crescimento da equideocultura criam a
necessidade de cada vez mais utilizar as biotécnicas da reprodugdo, com o
objetivo de aumentar a producéo e facilitar o manejo. Uma dessas ferramentas é
a sexagem fetal, que pode ser realizada em diversas fases da gestacado, e que
ainda é um recurso pouco utilizado na rotina dos haras.

A determinacédo do sexo fetal deve se tornar uma pratica comum na
criagcao de equinos, ja que a técnica é de facil execugao e auxilia no manejo, pois
ajuda na determinacgéo e insisténcia em determinados cruzamentos; na estimativa
orgcamentaria a ser empregada; na introdu¢cdo ou ndo de animais em leildes;
influéncia no valor do produto; planos de venda; além de decidir o quanto antes o
garanhao que sera utilizado em seu plantel (BUCCA, 2005).

O diagndstico ultrassonografico na gestacéo de equinos teve inicio na
década de 80. Em 1989 foi realizada a primeira descricdo de sexagem fetal
através do tubérculo genital no tercgo inicial da gestacdo (CURRAN & GINTHER,
1989). Cerca de onze anos mais tarde foi relatado a sexagem através das
gbnadas e genitalia externa (RENAUDIN, 2000), realizada quando os fetos
atingem o terco médio da gestagdo. O ultimo método e mais recente para a
sexagem fetal é pelo DNA fetal circulante, que até entdo é realizado no terco final
da gestagao (LEON et al., 2012).

Objetivou-se nesta revisdo descrever essa biotécnica, assim como
abordar a anatomofisiologia da sexagem fetal em éguas, mediante as trés formas

descritas na literatura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SEXAGEM ATRAVES DA IDENTIFICACAO DO TUBERCULO GENITAL

O tubérculo genital é o processo embrionario que dara origem ao pénis
nos machos ou ao clitéris nas fémeas. A morfologia ultrassonografica em machos
e fémeas € idéntica, sendo uma estrutura hiperecoica, bilobulada com formato
oval e alongado de aproximadamente dois milimetros de diametro quando
observado entre 40 e 54 dias de gestagao, considerando o dia da fecundagao
como dia zero. Durante a diferenciagao o tubérculo se desloca da sua posi¢cao
inicial, entre os membros posteriores, em direcdo ao corddo umbilical, nos
machos, e em diregdo a base da cauda, nas fémeas (CURRAN & GINTHER,
1989) (Fig.1).

(A) (B) ()
Figura 1 — Sexagem pelo tubérculo. A) Tubérculo com 53 dias indiferenciado. B)
Tubérculo proximo a base da cauda (Fémea); C) Tubérculo préoximo ao cordao
umbilical (Macho). Bc, base da cauda; MP, membros pélvicos; TG, tubérculo
genital; CU, cordao umbilical; Co, costelas; MT, membros toracicos.

Fonte: Arquivo Pessoal/ Renata Yamim.

CURRAN & GINTHER (1989) verificaram que a primeira visualizagéo
do tubérculo ocorre com aproximadamente 53 dias. Sendo que o periodo para a
melhor identificagao € entre 59 a 68 dias, pois ja ocorreu a migracao do tubérculo.
Antes dos 53 dias é dificil a identificagao devido o posicionamento do tubérculo e
o tamanho do feto interferindo no posicionamento do transdutor. Dependendo do
plano de observagdo € possivel tracar um triangulo, onde os vértices se
encontram no tubérculo genital e nos membros posteriores uma vez que a tibia é

uma estrutura visivel e de possivel identificacdo (HOLDER, 2000) (Fig. 2).



Figura 2 — (A) Fémea com 62 dias de gestacdao. Uc- Cordao umbilical; Ti — Tibia;
Ta — cauda; Gt — Tubérculo Genital. (B) Macho com 65 dias de gestacao, Fe-
Fémur. Fonte: Livini (2010).

ApoOs o dia 69 até aproximadamente o dia 97 é dificil a identificacdo do
tubérculo, pois com o desenvolvimento da gestacdo a quantidade do liquido
alantoideano aumenta, e o feto migra para uma posicdo mais ventral no utero,
dificultando o posicionamento do transdutor (HOLDER, 2000).

Ha mais erros de diagndsticos em fémeas do que em machos, visto
que o tubérculo pode estar encoberto pela base da cauda do feto dificultando
ainda mais a identificacédo (MARI et al., 2002).

Com aproximadamente 90 dias o feto adota uma posigdo mais dorsal
no utero, faciltando seu acesso, porém nesta fase o tubérculo € menos
proeminente o que dificulta sua visualizagdo. Ja é possivel notar a genitalia
externas como: pénis, prepucio, glande e gbnadas nos machos e glandula

mamaria, clitéris e gdbnadas nas fémeas (LIVINI, 2010).

2.2 SEXAGEM ATRAVES DA IDENTIFICACAO DAS GONADAS.

A sexagem fetal através das gbnadas (ovarios e testiculos) nao é

realizada so6 pela identificagdo das mesmas, mas sim em conjunto com a genitalia



externa, como o pénis e clitoris, estruturas que foram originadas a partir do
tubérculo genital (BUCCA, 2005).

As gbnadas fetais sao estruturas ovais com dois a sete centimetros de
comprimento, dependendo do estagio da gestagcdo, e com ecogenicidade
semelhante ao figado fetal. Nos machos possui uma aparéncia homogénea com
uma linha fina central e longitudinal hiperecoico e ecogénica (representa o
mediastino), pouco visivel apés os 125 dias de gestacdo. Quando em
identificacao frontal as gbnadas situam-se na parte caudal e ventral do abdémen,
ao longo dos membros pélvicos. Nas fémeas, a gbnada possui um circulo
hiperecoico na parte central (representando a regido cortical e medular), separado
por tecido homogéneo e consistente até 133 dias. Apos esta data, todo o circulo,
metade ou uma pequena parte podera ser identificada. Seu tamanho e

localizagdo sao similares a gbnada do macho (RENAUDIN et al., 1997) (Fig. 3).

Go o Co C

(A) (B)

Figura 3 — Sexagem pela gbnada. A) Macho; B) Fémea. Go, gbénadas; ID,
intestino delgado; Co, costelas; C, coragdo. Fonte: Arquivo Pessoal/ Renata
Yamim.

Para identificagdo da gbnada deve-se determinar outras estruturas
como o coracao, cabeca e pescocgo, caracterizando a parte cranial do feto. O
formato de feijdo do estdbmago fetal assim como sua ecogenicidade caracteriza a
por¢cao caudal do feto. A determinacao do sexo é realizada pelo escaneamento
total do abdémen caudal, membros posteriores e nadegas, para a identificacdo
dos 6rgaos sexuais. Uma vez que os membros posteriores estdo devidamente
identificados e é possivel em plano frontal realizar a visualizagao de toda a coluna
vertebral. Com o transdutor posicionado paralelo a coluna em diregao ventral, na
parte caudal do abdémen € possivel a observacdo das gbnadas no abdémen

fetal. A mesma é de facil identificacao, situa-se préximo a porg¢ao caudal dos rins,



que representam um bom parametro topografico para o diagnéstico (BUCCA,
2005)

O feto pode se apresentar de forma anterior, posterior ou transversa. A
postura do feto pode variar de acordo com sua movimentagao, varias disposigdes
de membros, pescogo e cabecga, flexionado e/ou estendidos serdo identificados.
Além destes, outras estruturas e imagens podem interferir na visualizagdo da area
desejada como estruturas osseas fetais em movimento, causando sombras
acusticas sobre o abdémen caudal do feto (BUCCA, 2005).

Caracteristicas fetais masculinas identificadas incluem: génadas, pénis
€ prepucio; escroto e “bolsa testicular”; uretra. O pénis € visualizado caudal a
base do corddo umbilical, encontra-se completamente ou parte dentro do
prepucio. Muitas vezes localiza-se em repouso em cima ou muito proximo do
cordao umbilical onde a pulsacao forte das artérias deste, podem movimenta-lo
(LIVINI, 2010) (Fig.4).

Figura 4. Macho com 150 dias de gestacao. HI, membros posteriores; Ur, Uretra;
Sp, eixo do pénis; Pe, pénis. Fonte: Livini (2010).

A uretra é de facil identificagdo ao longo do eixo ventral sendo uma
estrutura hiperecoica ecogénica como duas linhas paralelas. Em corte transversal

a imagem da uretra podem ser obtida no perineo masculino. O escroto fetal



possui uma ecogenicidade composta por bolsa escrotal simétrica e areas ovais
menos ecogénicas (BUCCA, 2005; LIVINI, 2010) (Fig. 5).

Figura 5 - Macho com 118 dias de gestacgao. Ur, uretra; Hl, membros posteriores;

Tl, “alojamento testicular”. Fonte: Livini (2010)

Caracteristicas fetais femininas identificadas incluem: gdnadas; clitéris
e vulva; glandula mamaria e tetos. A glandula mamaria pode ser visualizada na
regido pubiana com aparéncia triangular ou trapezoide com ecogenicidade
uniforme. Os tetos emergem das bordas ventrais da glandula como dois grandes
pontos hiperecoicos. Diferente dos machos onde a uretra se mostra em toda a
sua extensao desde o pénis até o anus, ndo ha nenhuma estrutura de grande
interesse no perineo ventral. O clitéris fetal é hiperecoico e se estende para fora
das nadegas, posicionado acima no perineo, nao deve ser confundido com o anus
localizado proximo a base da cauda. Em corte transversal obliquo é possivel
identificar a comissura vulvar entre o anus e o clitéris. As gbnadas possuem uma
parte interna e uma externa, que posteriormente serdo chamadas de cortical e
medular, bem diferenciada e dividida por uma fina linha concéntrica com boa
identificagdo no exame ultrassonografico (BUCCA, 2005; LIVINI, 2010) (Fig. 6).



(A) (B) (C)
Figura 6: Fémeas com 110, 114 e 185 dias A, B e C respetivamente. Mg,

Glandula Mamaria; HI, Membros posteriores; Uc, Corddo Umbilical; Teats, Tetos.
Fonte: Livini, (2010).

A partir de 100 dias de gestacdo, o aumento do tamanho do feto pelo
desenvolvimento permite a identificacdo de suas estruturas bem como o
posicionamento agora de volta a regido pélvica, facilitam a identificagdo das
estruturas de interesse. Os ovarios e testiculos tém um crescimento consideravel
entre 90 e 270 dias de gestagdo pela hipertrofia e hiperplasia de células da
camada interna da gbénada, inicialmente iguais em machos e fémeas (NAVES et
al, 2008).

O periodo de identificagao do prepucio e pénis nos machos vai de 100
a 240 dias, nas fémeas a identificagdo da glandula mamaria e dos tetos é melhor
de 118 a 227 dias de gestacao. Nas fémeas antes de 118 dias os tetos sdo muito
pequenos para identificagdo no exame detalhado dos membros pélvicos e
também pela movimentacdo excessiva do feto nesta fase. Apds os 200 dias de
gestacéo é cada vez mais dificil a identificagdo da genitalia externa em ambos os
sexos, ja que os fetos se encontram grandes demais para a visualizagdo por
completo da regido de interesse (RENAUDIN et al., 1997).

RENAUDIN et al.(1997) foram os primeiros a relatar erecéo fetal, em
um dos fetos observados, aos 194 dias de gestagdao, que é considerado um

comportamento normal em fetos humanos (Fig. 7). Nas fémeas foi identificada a



glandula mamaria com os dois tetos, sendo uma estrutura hiperecoica com

formato triangular como a rafe perineal, entre 133 e 227 dias de gestacgao.

Figura 7 — Macho com 194 dias de gestagao. Pénis ereto. P, pénis; PR, prepucio;

A, abdémen; UR, uraco; HL, membro posterior. Fonte: Renaudin (1997).

Apos esta data a identificacao sexual torna-se muito dificil, pois o feto
ja se apresenta em posicao anterior, ficando os membros pélvicos localizados no
abdémen da mae (RENAUDIN et al., 1997).

A diferencga ultrassonografica entre a génada masculina e feminina tem
uma melhor janela de diferenciacdo entre 100 e 130 dias. Nesta época o feto é
facilmente acessado, seu tamanho e posicionamento possibilitam um
escaneamento completo do corpo. Para a melhor identificagdo e confirmacgao do
sexo feminino a identificagdo da parte circular interna da génada antes da
visualizagdo da glandula mamaria e dos tetos € necessaria, sendo assim os fetos
do sexo feminino podem ser identificados antes dos 118 dias de gestagdo. A
posicdo das gbnadas em ambos os sexos € similar em quase toda a gestacgéo,
sendo diferente apds 270 ou 300 dias nos machos quando as gbnadas comegam
a migrar para o canal inguinal e la permanecem até o parto (RENAUDIN et al.,
1997; LIVINI, 2010) (Fig.8).



Figura 8: (A) Macho com 107 dias de gestagdo. (B) Fémea com 95 dias de
gestacdo. Ab, abddébmen; Go, gbnadas; Ta, cauda; He, coragdo; Si, intestino
delgado. Fonte: Livini (2010).

O tempo necessario para realizar o exame varia de 2 a 15 minutos,
dependendo basicamente da experiéncia do examinador, posicionamento e
movimentacdo do feto, qualidade do equipamento, baixa luminosidade,
posicionamento do ultrassom na altura dos olhos do examinador e égua que
tolere bem o exame conseguindo ao maximo ndo se movimentar durante o
mesmo. Fetos muito ativos dificultam o diagnéstico para examinadores com
pouca experiéncia, as estruturas dos membros posteriores podem interferir na
producdo adequada da imagem. Gravar o exame € uma otima alternativa para
auxilio no diagndstico por oferecer chance de uma observagdo mais detalhado
(BUCCA, 2005; CURRAN & GINTHER, 1989).

A sexagem pela identificacdo das gbnadas pode ser considerada
superior em relagdo a sexagem fetal pelo tubérculo genital devido algumas
caracteristicas como: para a identificagdo do tubérculo genital € necessaria maior
experiéncia e a janela para a identificagdo € muito curta sendo de apenas nove
dias; para identificacdo das gbnadas o feto esta maior sendo mais facil a
identificacdo das estruturas; oportunidade para identificar mais de um 6rgao para
confirmar o diagnéstico (RENAUDIN et al., 1997; LIVINI, 2010).
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2.3 SEXAGEM ATRAVES DO DNA FETAL LIVRE CIRCULANTE

O mais recente método para a sexagem fetal em equinos é através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que fornece resultados sensiveis,
precisos, confiaveis e rapidos (HAN et al., 2010). Isto porque a diferenciagao
sexual é determinada pela presenga do cromossomo Y e pela expressao do gene
SRY (sex determining region Y). As gbnadas femininas continuam seu
desenvolvimento com a auséncia destes fatores (HAN et al., 2010; PIPREK,
2010).

PEIPPO et al.,(1995); CHOI et al.,(2010) realizaram a sexagem com
base na PCR para a identificagao do sexo de embrides equinos, onde a sexagem
foi descrita com os genes SRY e AMELX-ALMEY (HASEGAW et al., 2000) e
ZFX/ZFY (PEIPPO et al., 1995).

Esta técnica se baseia na detecgcdo do cromossomo Y onde esta o
gene SRY. Este fragmento de DNA determina o sexo do animal. Codifica a
proteina TDF (fator de determinagao testicular) que vai agir nos tecidos gonadais,
dando origem aos testiculos. O TDF é uma proteina que age como gatilho na
porcao reguladora para a expressao deste gene na gbnada indiferenciada para
que deixe de ser ovario e passe a ser testiculo. Com a agdo do TDF ha a atrofia
dos ductos de Miuller; o desenvolvimento da génada masculina, formagao de
tubulos seminiferos, formacado das células Leydig e producdo de testosterona
(DAMIANI et al., 2000).

LO et al., (1999) relatam a presenca de DNA fetal livre circulante
(ccffDNA) no plasma de mulheres gravidas. O diagnostico pré-natal pode ser
determinado pelo material genético presente no plasma de mée sendo possivel
determinar o sexo do feto podendo ser um método alternativo para tal
identificagdo(AKOLEKAR et al., 2010).

Os equinos tem a placenta do tipo epiteliocorial, com padrdo de
vilosidades coribnicas difusas completas onde nao ha comunicag¢ao da circulacéo
materna com a circulagao fetal (DYCE et al., 2002). Sendo assim, acredita-se que
células fetais que sofreram lise celular resultando danos fisicos, imunoldgicos

e/ou apoptose possam ultrapassar as barreiras placentarias e entdo incorporar o
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plasma da mae oferecendo assim uma forma menos invasiva para o possivel
diagnostico do sexo animal pré-parto (LEON et al., 2012).

LEON et al. (2012) executaram ensaios de PCR para detecgcao e
extragao do ccffDNA no plasma de éguas prenhas no terco final de gestacéo para
determinar o sexo fetal através da identificacdo do gene SRY, além de validarem
através da re-amplificacdo do produto de PCR e PCR quantitativo em tempo real
(qPCR) e com um grupo o controle.

Para o exame € necessaria a colheita de sangue em tubos com
anticoagulante onde posteriormente serdo centrifugadas duas vezes, a primeira
com intuito de separar o plasma, depois sera recentrifugado para separagéo dos
detritos. O plasma obtido armazenado e fracionado em recipientes de 0,5mL e a
menos 80°C por no maximo dois dias. O DNA entado é extraido para a detecgéo e
ampliagdo da sequéncia do cromossomo Y que foi desenhado através de um
software para obter o par de primers pela sequéncia ja existente de Equus
caballus no GenBank (LEON et al., 2012).

Em todas as analises existiu um grupo controle, sendo um controle
negativo com DNA feminino e outro positivo com DNA masculino diluido a 2% em
DNA feminino padronizando as corridas. As anadlises eram re-amplificadas
visando aumentar a quantidade de fragmentos do DNA denominada de reagao
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) (LEON et al., 2012)

Nas analises para identificar a presengca do SRY a eficiéncia foi de
85%, sensibilidade de 72,7%. Na re-amplificagcdo a eficiéncia foi de 95% e a
sensibilidade 90,9%. A especificidade foi de 100% identificando as fémeas.
(LEON et al., 2012).

O plasma materno com fetos femininos € marcado pela auséncia do
cromossomo Y. Entretanto no diagndstico por PCR pode ocorrer incapacidade de
deteccdo do DNA circulante fetal podendo as éguas estar gestando fetos
masculinos. Devem ser testadas alternativas para minimizar as falhas, como
maior volume de plasma e testes mais sensiveis. O qPCR tem maior sensibilidade
detectando numero baixo de copias de DNA, fazendo diferenga em gestagdées em
estagios iniciais (LEON et al., 2012).

A presente identificacao do sexo pelo DNA circulante fetal, foi realizada
em éguas no tergo final de gestagdo. Outros trabalhos estdo sendo realizados
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para melhorar a sensibilidade do mesmo e determinar o menor periodo de
gestacdo em que é possivel detectar a ccffDNA em concentragdes satisfatérias

para detecgao molecular do sexo em fetos equinos (LEON et al., 2012).
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3. CONCLUSAO

As técnicas de sexagem pelo tubérculo genital assim como pelas
gbnadas e genitalias externas dependem do conhecimento anatdbmico e das
estruturas identificadas pelo examinador, posicionamento do feto, equipamento de
qualidade, periodo ideal para a identificagdo de cada estrutura, entre outros. Para
a identificagdo do tubérculo genital a melhor idade é entre 58 e 69 dias de
gestacédo, para identificacdo da gbnada e genitalia a melhor fase é entre 100 e
130 dias de gestagcdo. A determinacdo do sexo pelo DNA fetal livre circulante
mostra que € possivel a identificacao utilizando a técnica de PCR, porém ainda
deve ser aprimorado para permitir a identificacdo no terco inicial ou médio da
gestacado podendo entdo ser uma técnica de melhor aplicabilidade do que as

outras uma vez que diminuem os fatores que dificultam a sexagem.
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5. RELATORIO DE ESTAGIO

O estagio supervisionado teve inicio em quatro de setembro e final em
sete de dezembro de 2012. Acompanhando o Médico Veterinario Carlos Augusto
Salvagni, CRMV-8 1670/5. O estagio foi realizado em sua central de reprodugao
equina: Caballus Central de Reproducédo Equina, em Abadia de Goias — GO, no
antigo Haras Luar e em fazendas e haras que o mesmo atende no estado de

Goias, nas areas de reprodugao, clinica e cirurgia equina.

5.1 ATIVIDADES REALIZADAS

Na central foram realizadas atividades como: controle folicular de
doadoras e receptoras, com confirmagao de prenhez a partir de quatro dias apos
a inovulacao nas receptoras por transferéncia de embrido; controle folicular para
inseminacgao artificial com sémen congelado ou refrigerado com confirmagéo de
prenhez 12 dias apds a inseminagcdo. Nos casos de sémen congelado com 13
dias apds a inseminacgao (considerando o dia da inseminagao como DO0); lavagem
uterina; hospedagem de animais; curativos apos cirurgias (Quadro 1).

As atividades realizadas nas fazendas e haras assistidos incluiram
também diagndstico de gestagdo, exame para compra de receptoras, atendimento
para alinhamento dentario, cirurgias em geral, que foram possiveis de realizagao

a campo (Quadro 1).

QUADRO DE ATIVIDADES

ATIVIDADES QUANTIDADE
Controle de doadoras 44
Controle de receptoras 90
Controle folicular 153
Lavagem uterina 04
Transferéncia de Embrido 17
Diagnostico de gestagao 133
Colheita e Analise de sémen 07
Inseminacgéo Atrtificial (sémen congelado) 03
Inseminacéo Artificial (sémen refrigerado) 42
Exame para compra de receptoras 14
Orquiectomia 06
Coleta e envio de sémen 02
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QUADRO DE ATIVIDADES (CONTINUACAO)

Congelamento de sémen 02
Herniorrafia 03
Cauterizagao de Sarcoide 01
Cirurgia de Membros Posteriores 02
Grosa para alinhamento dentario 10

QUADRO 1 — Atividades desenvolvidas no estagio curricular realizado na Central
de Reprodugao Equina Caballus, fazendas e haras da regido do estado de Goias,
de 03 de Setembro a 07 de Dezembro de 2012

A Central era dirigida pelos veterinarios responsaveis, Carlos Augusto
Salvagni e Andreia Cristiane da Costa Monteiro.

A central possui dois pavilhdes com um total de 34 baias, todas com
bebedouro, comedouro e local para feno. As camas das cocheiras eram de palha
de arroz. Também possuia um laboratério equipado com geladeira, microscopio,
lupa estereoscopica, mesa aquecedora, forno microondas, autoclave, armario de
remédios e matérias utilizados na reproducao; escritério; um apartamento para
estagiario com cama, banheiro, sofa e televisdo; sala de racdo com estrados de
madeira para que a mesma nao fique em contato com o piso evitando umidade e
roedores; selaria.

Uma lanchonete com 12 bretes e com dois troncos de contencé&o no
mesmo patio; dois redondeis com cinco metros de raio, sendo um gramado e
outro com areia; uma pista de laco iluminada com bretes e embarcadouro; sete
piquetes com uma area total de 15 hectares, e tamanhos variados; um troco
coberto.

Os animais ao chegarem eram pesados com a fita de pesagem e
recebiam 1% de seu peso vivo de racao e feno dividos em duas refeicdes diarias.
Os animais dos piquetes também recebiam a mesma alimentagdo, porém com

quantidade inferior de feno.

5.2. CONTROLE FOLICULAR E MANIPULACAO FARMACOLOGICA DO CICLO
ESTRAL.
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Realizado com o intuito de auxiliar no diagndstico da ovulagdo bem
como acompanhar o ciclo estral por completo a fim de ajudar a planejar as futuras
prenhezes. Foi o primeiro passo para as transferéncias de embrides ou
simplesmente para a inseminacgao artificial. Detectando o que seria o melhor

momento para a cobertura, agilizando o processo de produgéo de potros.

O controle folicular levou em consideracdo a individualidade de cada
animal. Foi utilizado um aparelho de ultrassonografia portatil, modelo Aloka
SSD500 durante toda a estagao de monta de 2012/2013 acompanhada. As éguas
foram examinadas, levando em consideracdo tamanho e numero de foliculos
ovarianos, consisténcia dos foliculos, tbnus uterino e integridade uterina,
presenga ou nao de liquido e presenga ou nao de cisto(s) uterinos.

Os animais foram contidos em bretes, para restringir a movimentagao;
com a mao devidamente enluvada e lubrificada com carboximetilcelulose foi
realizada a palpacéao retal seguida sempre por ultrassonografia transretal. Todos
os dados foram anotados e datados em tabelas e cadernos individuais de cada
propriedade, ajudando na organizagdo e visualizagdo de como estavam os
planteis, determinando as estratégias que seriam usadas posteriormente,
dependendo do interesse e planos dos proprietarios.

As fémeas ja ovuladas, com corpo luteo (CL) bem formado, e com mais
de cinco dias de ovulagdo, em sua grande maioria responderam a tratamentos
com Prostaglandinas (PGF2a), (1mL/animal, IM, Lutalyse’ ou Ciosin?),
promovendo a lise do corpo Iuteo e iniciando um novo ciclo em aproximadamente
trés dias. A ovulagdo na maioria das éguas ocorreu com sete a dez dias apds a
aplicagao do medicamento.

Nas maioria das éguas com foliculos dominantes a partir de 35 mm
receberam tratamento com Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG), (Vetecor®,
2500 Ul/animal, 1V,), e analogos do Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH)

como a Deslorelina (Sincrorrelin4, 3mL/animal, IM). Apds a administracao dos

! Lutalyse — Proprietario: Laboratérios Pfizer Ltda. Guarulhos, Sao Paulo, Brasil.
Fabricante: Ouro Fino Saude Animal Ltda. Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil

2 Ciosin — Proprietario: Intervet do Brasil Veterinaria Ltda. Cruzeiro, Sdo Paulo, Brasil.
Fabricante: Ouro Fino Saude Animal Ltda. Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil

® Vetecor - Proprietario e Fabricante: Laboratério Calier S.A. Les Franqueses del
Vallés, Barcelona, Espanha.

* Sincrorrelin — Ourofino Saude Animal Ltda. Cravinhos, Sao Paulo, Brasil.
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indutores de ovulagdo, as éguas com foliculos responsivos ovularam em
aproximadamente 36 horas apds a administracdo. A inseminagdo com sémen
fresco ou refrigerado ocorreu sempre na manha ou na tarde do dia seguinte, com

aproximadamente 24 horas apos a administragao do medicamento.

5.3. INSEMINACAO ARTIFICIAL

Apos o0 acompanhamento do desenvolvimento folicular e a indugdo da
ovulagdo as éguas eram cobertas por monta natural ou inseminadas com sémen
refrigerado ou sémen congelado.

Nos casos das inseminagdes artificiais por sémen refrigerado, eram
realizadas com 24 horas apds a aplicagdo do indutor de ovulagdo. A égua era
colocada no brete, era realizado um exame ultrassonografico para detecgdo do
foliculo pré-ovulatério. Depois tinha a base da cauda enfaixada, a regido do
perineo lavado com detergente neutro e agua entdo a regiao era seca com papel
toalha. A pipeta era preparada de forma a ser preenchida pelo sémen evitando
que fosse introduzido ar no utero.

Com a mao devidamente enluvada de preferéncia do avesso a pipeta de
inseminacao era colocada entre os dedos e introduzida angulada na vagina
evitando que entrasse no meato urinario, com um dos dedos a ceérvix era
localizada e entdo a pipeta era introduzida até o fundo do corpo utero onde era
levemente tracionada e o sémen era depositando no corpo do utero. Apds a
retirada da pipeta era realizada uma leve massagem no clitéris.

No caso da inseminacdo por sémen congelado, a inseminacao era feita
logo apds a identificacao da ovulagao. 24 horas apds a indugao da ovulagao era
realizado um controle folicular de seis em seis horas durante o dia, a partir das 22
horas o controle era realizado de duas em duas horas, mas também alguns foram
realizados de seis em seis horas.

Para a inseminacdo com sémen congelado apds a identificacdo da
ovulagdo, a égua era prepara da mesma forma que as éguas por inseminagao
artificial com sémen refrigerado. Seis a oito palhetas de sémen eram
descongeladas em banho-maria a 38°C por 20 segundo. Uma gota de sémen era

entdo colocado em uma lamina com laminula previamente aquecidas a 38°C e
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entdo observada no microscoépio eletrénico , tendo no minimo trés de motilidade
30% de vigor. As palhetas eram levadas até a égua. Com a mé&o enluvada e o
inovulador entre os dedos era introduzido na vagina angulado evitando atingir o
meato urinario, com um dos dedos identificava-se a cérvix e entdo o inovulador

era introduzido no utero e o conteudo das palhetas eram depositados no mesmo.
5.4. TRANSFERENCIA DE EMBRIAO

Depois de realizar o controle folicular, a inseminagao e a sincronizagao
da doadora com as receptoras. A colheita do embrido ocorreu entre o sétimo (D7)
e o oitavo dia (D8) apds a ovulagao, considerando o dia da ovulagdo como dia
zero (DO). Nas éguas inseminadas com sémen congelado a colheita era realizada
em D8 ou no nono dia (D9) pos-ovulagao. No caso da receptora, eram escolhidas
as que tinham ovulagao entre os dias cinco (D5) e o oito (D8) pés-ovulagdo, no
dia da colheita da doadora. Quando a receptora encontrava-se entre os dias nove
(D9) e doze (D12) de ovulada, era feita a administragao de Progesterona (P4) (10
mL/animal, IM, Afisterone® ), apos a inovulagdo e uma vez por semana durante
doze semanas, auxiliando na manutencao da prenhez. Nos casos que a receptora
estivesse com dois dias de ovulagdo (D2) era inovulada e logo aplicado P4
criando um “ambiente” uterino semelhante a D5.

Para as colheitas de embrides foram utilizados os seguintes materiais:
sonda de lavagem uterina (tipo bivona), adaptador em “Y”, filtro coletor, solugéo
Ringer Lactato, lupa, placa de Petri, seringas de 20mL, agulha (40x1,20 mm),
meio de lavagem e manutengao do embrido (Holding), palhetas de 0,5mL, pipeta
de inseminacao artificial para equinos ou inovulador metalico bovino dependendo
de qual material estava disponivel.

O adaptador era conectado a sonda de lavagem, filtro coletor e a
solugao de ringer. Com a méao enluvada e devidamente lubrificada estendia-se a
ponta entre o polegar e a palma da mé&o, assim que a ceérvix era localizava a
sonda era introduzido no utero. O baldo era inflado com 30 mL de ar e a sonda
tracionada para tras assegurando-se de que estava na posi¢ao adequada. A mao

enluvada entdo era colocada no reto para acompanhar a lavagem uterina, onde

® Afisterone 1% — Hertape Calier Saude Animal S/A. Juatuba, Minas Gerais, Brasil.
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eram realizadas massagens e acompanhamento para que nao deixasse o 6rgao
muito distendido causando qualquer incomodo par o animal. Usava-se 1,5 L de
Ringer Lactato por lavagem, e eram realizadas duas lavagens.

Apoés a lavagem uterina, uma pequena quantidade de liquido ficava no
filtro coletor para evitar que o possivel embrido aderisse a tela ou parede do filtro.
O conteudo do filtro era colocado em uma placa de Petri e entdo era lavado com
uma seringa (20 mL) e agulha (40x1,20mm) carregada com Ringer Lactato. A
placa de Petri era riscada com caneta ou a propria agulha para orientar a procura
e visualizacdo com a lupa. A Procura do embrido era feita por toda a placa,
preferencialmente em formato de “U” e “U invertido” evitando que qualquer local
ficasse sem ser observado. Apds identificar o embrido, a busca continuava até
toda a placa ser percorrida certificando-se de que n&o haveria mais de um
embrido.

Com uma seringa de 1 mL acoplada a uma palheta de 0,25 ou 0,5mL o
embrido era retirado da placa e colocado em outra placa de Petri, ja preparada
com no minimo nove gotas de solugdo tamponada (SYNGRO Holding®, Holding
Plus 0,4%") para proceder a lavagem do mesmo passando-o gota a gota evitando
que qualquer célula da doadora ficasse aderida ao embrido para ndo provocar
uma situacado de corpo estranho na receptora causando uma reacéao inflamatéria
levando a morte deste. Apds passar pela lavagem, o embrido era envasado do
embrido em palheta de 0,5 ou 0,25 mL, ou pipetas de inseminacéo, de forma a
conter uma coluna de meio, uma coluna com ar, uma coluna de meio mais o
embrido, outra coluna de ar e por fim mais uma coluna de meio no caso das
palhetas, tomando sempre o cuidado para que a primeira coluna encostasse na
bucha que se encontra em uma das pontas da palheta evitando que esta perca o
seu conteudo. Se o envase ocorria na pipeta as colunas eram colocadas de forma
a percorrer mais a mesma evitando perder o conteudo. A palheta era colocada
dentro do inovulador e sé entdo conduzidos até a receptora.

A receptora ja contida, com a base da cauda enfaixada, tinha a regiao
do perineo lavada com detergente neutro ou iodopovidona degermante e depois a

regido era seca com toalhas de papel. Com a mé&o enluvada (preferencialmente

® SYNGRO Holding — Bioniche Animal Health USA, INC. Pullman, WA, United States.
4 Holding Plus 0,4% - Vitrocell. Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
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com a luva pelo avesso) e lubrificada (lubrificante vaginal estéril) posicionava-se a
pipeta abaixo dos dedos e a introduzia dentro da vagina, passando os labios
vulvares com angulagao para evitar introduzir o inovlulador ou a pipeta no meato
urinario. Identificava-se a cérvix, com um dos dedos e a pipeta era introduzida até
o corpo do utero, local onde era depositado o embrido. O uso do inovulador ou da
pipeta dependia ndo s6é do tamanho do embrido, mas também de qual dos dois
materiais estava disponivel no momento da inovulagdo deste. O uso da pipeta
dava-se mais com embrides maiores e quando so este material era disponivel.

Apos a colheita, a doadora recebia PGF2a (mesma dose anterior)
causando entdo a lise do CL iniciando um novo ciclo estral para que fosse
realizado nova cobertura/inseminacgao artificial, no momento correto ou para
gestacao. Esse procedimento também era evitado que ocorresse uma gestagao
caso o embrido nao fosse coletado na lavagem.

Foram coletadas doadoras de diferentes faixas etarias sendo a mais
nova com dois anos de idade e a mais velha com 28 anos. Os animais de até 14
anos foram coletados entre D7 e D8, no caso de animais mais velhos a coleta foi
realizada em D8 e D9 uma vez que se sabe que estes animais tem um
desenvolvimento embrionario tardio, sendo assim a colheita era realizada um
pouco mais tarde.

Para cada doadora foram examinadas cerca de duas ou trés
receptoras, o que aumentou as chances de sincronizagao de ovulagédo, podendo
escolher aquela com os melhores parametros no momento da inovulagcdo do
embrido. Para a transferéncia levou-se em consideracdo também as
caracteristicas morfoldgicas e zootécnicas da receptora uma vez que o tamanho

do feto e da receptora interferem e muito no seu desenvolvimento.

5.5. COLHEITA DE SEMEN

Para obtencdo do sémen para o congelamento era realizada a colheita
do mesmo. Para tal, procedia-se a montagem da vagina artificial, que consiste no
tubo rigido, tubo flexivel, camisa sanitaria, copo coletor graduado e filtro de nailon.
Adicionava-se agua aquecida para que a temperatura interna estivesse entre 42 a
45°C, adicionando a agua com uma temperatura de aproximadamente 50°C uma
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vez que ha perda de temperatura para o meio. A pressao interna deveria estar
apropriada, podendo ser aferida introduzindo o bragco com luva de palpagéo, o
mesmo deveria ter alguma resisténcia ao entrar. Um lubrificante ndo espermicida
foi utilizado para auxiliar a penetragao do pénis na vaginal artificial.

Os garanhdes realizaram o salto ou em uma fémea que se encontrava
em estro ou entdo uma fémea mais calma que tolerasse o procedimento sem
machucar o garanhao, o veterinario ou mesmo os funcionarios das propriedades
0s quais estavam auxiliando a colheita. O garanhao era conduzido até a égua
através de um cabresto. Antes da colheita, caso o animal estivesse muito tempo
sem cobrir era realizada uma lavagem peniana com agua morna com temperatura
entre 38 a 40°C, retirando entdo o esmegma acumulado. Para proceder a
lavagem o garanhao foi conduzido préximo da fémea ja preparada para que
pudesse entdo expor o pénis e ser feita a lavagem peniana.

A fémea era contida com cabresto e peias (cordas), que eram fixadas
nos membros pélvicos (articulagao interfalangeana, falanges proximal e média,
zootecnicamente denominado: quartelas) e amarrados em uma peiteira, com o
cuidado de deixar as mesmas passando pela parte interna dos membros
toracicos. A base da cauda era enfaixada e amarrada de forma a se encontrar
entre os membros pélvicos dificultando a cépula.

Para a colheita de sémen o garanhdo era conduzido até a égua
podendo entdo expressar todas as fases da cépula como aproximacao, reflexo de
Flehmen, excitagdo. Logo apds a monta o pénis era desviado e introduzido na

vagina artificial. A ejaculac&o era observada pelos movimentos da cauda.

5.6. CONGELAMENTO DE SEMEN

Apods a colheita era realizado os exames imediatos: volume, aspecto
(cor e densidade), motilidade e vigor. Uma gota era diluida em 19 gotas de agua
para realizar entdo a concentragdo, colocando a diluicio em uma camara de

Neubauer sendo preenchida por capilaridade.
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Imediatamente apds as analises, o ejaculado era diluido na proporg¢ao
de 1:1 com diluente tipo Kenney (BotuSémen®), a temperatura ambiente. O
volume resultante era colocado em tubos de centrifuga de 15 mL e entdo
centrifugados por dez minutos, formando um pellet de espermatozoides no fundo
do tubo.
Para saber a quantidade de palhetas que seriam congeladas:
Volume do sémen (mL) X Motilidade (%) X Concentragdo (x10¢/mL) =Y
Y = Quantidade de espermatozoides vivos
Cada palheta de 0,5 ml deveria conter no minimo 100 milhdes (100x10°) de
espermatozoides.
1 palheta 100x10¢
N palhetas Y

N = numero de palhetas

Apods a centrifugagdo, o sobrenadante era retirado. Para confirmar a
concentracdo e a quantidade de palhetas foram refeitos os calculos de
concentracao para conferéncia dos dados. S6 entédo era adicionado o crioprotetor
(BotuCrio®) de modo a ter o volume certo para preencher todas as palhetas.

1 palheta 0,5mL
N Z mL

Z= quantos mL de crioprotetor devem ser adicionados para preencher todas as palhetas.

As palhetas eram identificadas com o nome do garanhao, registro, raca
e data da colheita. Apds a identificacdo as palhetas foram envasadas e lacradas
com alcool polivinilico. Uma coluna no centro das palhetas era sempre deixada a
fim de evitar que a mesma rompesse quando fosse descongelada.

Antes do congelamento o sémen era estabilizado 5°C por um tempo 30
minutos a 1 hora em geladeira com temperatura controlada. Depois as palhetas
foram transferidas para uma caixa de isopor que continha nitrogénio liquido onde

foram mantidos a seis centimetros deste por 20 minutos, sendo entdo mergulhado

8 BotuSémen — Botupharma Ind. e Com. de Produtos Veterinarios Ltda. Botucatu, Sao
Paulo, Brasil.

® BotuCrio - Botupharma Ind. e Com. de Produtos Veterinarios Ltda. Botucatu, Sao
Paulo, Brasil.



26

no nitrogénio liquido. Com uma pinga longa foram retiradas do nitrogénio e
colocadas em raques metalicas e posteriormente em canecas dentro do botijao de
sémen em menor tempo possivel para que n&o ocorresse recristalizagao uma vez
que a técnica de congelamento tenta ao maximo nao promover a cristalizagao
evitando romper as membranas dos espermatozoides.

Apods o congelamento uma palheta era descongelada e analisada. Para
descongelar a mesma era imersa em banho-maria a uma temperatura de 38°C
por 30 segundos. Na analise microscopica deveria ter no minimo 30% de
motilidade e vigor trés. Se os parametros estivessem abaixo do recomendado o

sémen nao poderia ser utilizado para inseminacao sendo descartado.
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6. CONCLUSAO

Por meio do acompanhamento das atividades descritas neste relatério,
foi possivel confirmar que tanto conhecimentos tedricos quanto praticos séo
necessarios para um bom desempenho, mas € importante saber adaptar esses
conhecimentos as necessidades. Com o tempo a maioria dos profissionais acaba
por se acomodar e deixar de lado algumas praticas de grande importancia,
principalmente no quesito higiene. O estagio foi de grande valia, ampliando

conhecimentos e incitando maior senso critico.



