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A diversidade das areas de conhecimento favorece ao leitor o melhor entendimento
dos mais variados assuntos na atualidade relacionados a ciéncia animal e suas
particularidades.

O livro abrange diversos temas importantes relacionados a saude animal e humana,
reproducdo animal, sanidade. Sendo divididos em volume Il composto por 16 capitulos e
volume |ll com 17 capitulos. Nestes foram descritos relatos, experimentos e revisdes no
ambito nacional e internacional. Que contém informag¢des concisas que proporcionaram
ao leitor uma visao clara e completa de todo conteudo abordado.

No volume Il e lll, sdo abordados assuntos como a ocorréncia de parasitas em
pescados, anestesia em pacientes cardiopatas, deficiéncia de cobre e zinco em pequenos
ruminantes, medicina, epidemiologia, forragicultura, equideocultura, areas da medicina
veterinaria e zootecnia.

O ambiente aquéatico se torna propicio para o surgimento de varias doencas
parasitarias. Estes podem gerar riscos a saude animal e na populagcdo humana consumidora
de pescados.

A (MDM) Associacao Médicos do Mundo World Doctors, € uma iniciativa privada e
filantropica que tem como objetivo promover atendimento humanitario a pessoas e animais
em situacéo de vulnerabilidade social, fornecendo atendimento médico e social.

Na producéo de volumosos a estacionalidade é um fator recorrente em varios sistemas
de producao animal. Principalmente na regido Nordeste, que apresenta irregularidade
das chuvas ao longo do ano e pode haver periodos de estiagem. E para amenizar as
perdas produtivas € a utilizacdo das técnicas de conservacéao de forragem, que favorece
na disponibilidade de alimento durante todo o ano.

Deste modo, a diversidade de assuntos abordados nos volumes Il e Ill apresentam
capitulos com pesquisas, relatos, objetivos e resultados, desenvolvidos por diferentes
pesquisadores, professores e estudantes de pés-graduacdo. Como uma maneira de
evidenciar a pesquisa cientifica como uma fonte importante para auxiliar na atualizacéo
de estudantes e profissionais.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: As massas neoplasicas séo comuns
nos caes, a maioria é benigna. Dentre os
tumores malignos hd o hemangiossarcoma.
Predisposicao racial, como Beagles, Huskies
Siberianose SetersIngleses,emédiadeidadede
8 anos representam o risco maior de apresentar
neoplasia palpebral.
€ uma neoplasia maligna que se origina

O hemangiossarcoma

nas células do endotélio vascular de vasos
sanguineos e ocorre mais frequentemente
em caes do que em outras espécies. Pode se
originar em qualquer lugar do corpo, as maiores

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3

incidéncias sdo em baco, atrio direito, tecido
subcutaneo e figado, mas mais comumente, em
visceras. No entanto, neoplasias primarias da
membrana nictitante de caes, especialmente de
origem vascular, sdo raras. O presente trabalho
relata o caso de um canino, da raca Pit Bull,
macho, de 7 anos, que foi encaminhado com
histérico de noédulo na por¢cdo medial do olho
direito, com evolucdo de aproximadamente
40 dias. Ao exame oftalmico foi constatado
secrecdo serosa no olho direito e presenca
de noédulo eritematoso na terceira palpebra
do mesmo olho. Diagnosticos diferenciais
incluem hemangiossarcoma, carcinoma de
células escamosas, linfossarcoma, melanoma
amelanéticos e adenocarcinoma. A base do
tratamento tem sido cirurgia, que, portanto,
foi realizada com remocdo de fragmento
de terceira palpebra contendo a massa,
que estava negro e macio, junto com ele foi
removido fragmento de palpebra inferior com
aparéncia esbranquicada e focos negros. O
exame histopatoldégico foi necessario para
diagnéstico definitivo, o qual, considerando
as carateristicas anatomopatologicas, foi
constatado o diagnéstico de hemangiossarcoma
de membrana nictitante. Nao foi realizado
quimioterapia adjuvante pois o animal nao

retornou para avaliagcbes posteriores de



necessidade.
PALAVRAS-CHAVE: Hemangiossarcoma; Neoplasia; N6dulo; Palpebra; Endotélio.

ABSTRACT: Neoplastic masses are common in dogs, most are benign. Among the malignant
tumors is the hemangiosarcoma. Racial predisposition such as Beagles, Siberian Huskies
and English Seters, and an average age of 8 years represent the highest risk of presenting
palpebral neoplasia. The hemangiosarcoma is a malignant neoplasia that originates in the
cells of vascular endothelium of blood vessels and occurs more frequently in dogs than in
other species. It can originate in any place of the body, the most incidences are in spleen,
right atrium, subcutaneous tissue and liver, but more commonly, in viscera. However, primary
neoplasms of the nictitating membrane on dogs, especially of vascular origin, are rare. The
present work reports the case of a canine, of the Pit Bull breed, male, of 7 years old, that
was referred with history of nodule in the medial portion of the right eye, with evolution of
approximately 40 days. The ophthalmic examination revealed serous secretion in the
right eye and the presence of an erythematous nodule in the third eyelid of the same eye.
Differential diagnoses include hemangiosarcoma, squamous cell carcinoma, lymphosarcoma,
amelanotic melanoma and adenocarcinoma. The basis of the treatment has been surgery,
which, therefore, was performed with the removal of a third eyelid fragment containing the
mass, which was black and soft, along with a lower eyelid fragment showing whitish-looking
and black foci. The histopathological examination was necessary for a definitive diagnosis,
which, considering the anatomopathological characteristics, was confirmmed the diagnosis
of hemangiosarcoma of nictitating membrane. Adjuvant chemotherapy was not performed
because animal did not return for necessary subsequent evaluations.

KEYWORDS: Hemangiosarcoma; Neoplasia; Node; Eyelid; Endothelium.

Massas neoplésicas sdo comuns em caes, sendo que a maioria € benigna (adenomas
sebaceos, melanomas benignos, histiocitomas, papilomas) e estdo associados as glandulas
meibomianas. O adenoma sebaceo (tarsal) € o tumor palpebral mais comum em caes,
seu crescimento é rapido e, histologicamente, parecem malignos, mas sao clinicamente
benignos, embora menos comuns, com incidencia de 10% a 25%. Os tumores palpebrais
malignos incluem os carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de
células basais, melanomas malignos, hemangiossarcomas ou fibrossarcomas. Beagles,
Huskies Siberianos e Seters Ingleses parecem ter um risco maior de apresentar neoplasia
palpebral, e média de idade de 8 anos (CAPLAN & YU-SPEIGHT, 2014).

O hemangiossarcoma, também conhecido como hemangioendotelioma maligno ou
angiossarcoma, € uma neoplasia maligna que se origina nas células do endotélio vascular
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de vasos sanguineos, ocorre mais frequentemente em caes do que em outras espécies
(FERNANDES & DE NARDI, 2016). Pode originar em qualquer lugar vascularizado do
corpo, no entanto as maiores incidéncias primarias sao: baco (50-60%), atrio direito
(3-25%), tecido subcutaneo (13-17%) e figado (BROWN, 1985), mas o mais comum é
em visceras (SCHULTHEISS, 2004). Ha relatos de tumores primarios em pulmao, pele,
Aorta, Rins, cavidade oral, musculos, 0ssos, bexiga, intestinos, lingua, préstata, vulva,
vagina, conjuntiva e peritonio (BROWN; PATNAIK; MacEWEN, 1985). O primeiro caso
de Hemangiosarcoma primario em cérnea foi relatado em céo da ragca Pastor Alemao
(HAEUSSLER et al., 2011) e em membrana nictitante em céo da raca Fila (LAUS et al.,
2008). No entanto, neoplasias primarias da membrana nictitantante de céaes, especialmente
de origem vascular, sao raras (LAUS et al., 2008).

De modo geral, o comportamento biolégico dessa neoplasia é altamente
agressivo, com muitas formas anatémicas do tumor infiltrando e provocando metastases
precocemente. As excecdes sao as formas primarias, cutdneas, conjuntivais e de terceira
palpebra, que possuem baixo potencial metastatico (COUTO, 2015). Os caes sao 0s
mais acometidos pelo hemangiossarcoma. Quanto a raca, ha maior ocorréncia de casos
em racas de grande porte, sendo o Pastor Alemé&o significativamente a mais acometida,
Labrador Retriever, Golden Retriever e Italian Greyhound também apresentam incidéncia
alta para este tipo de neoplasia. Predilecao por sexo ainda é discutida, MacEwen (2001) e
Schultheiss (2004) citaram haver incidéncia aparentemente maior em machos, enquanto
Prymak (1988) ndo encontrou diferenca significativa em sua pesquisa, embora tenha
relatado maior incidéncia em fémeas castradas quando comparadas com fémeas intactas.
O hemangiossarcoma € uma doenca de animais adultos, cometendo principalmente
individuos com idade variando entre oito e treze anos. Em caes, a doenca representa
5% de todas as neoplasias malignas primarias e a neoplasia secundaria mais comum na
medula espinhal (LECOUTEUR & WITHROW, 2007).

Segundo Salvado (2010), o hemangiossarcoma faz parte das neoplasias cujo grau
ou caracteristicas histolégicas permitem prever o seu comportamento biolégico. Sua
caracteristica agressiva, com elevado indice de metastase, se deve a sua origem de
células de vasos proporcionando, desta forma, rapida disseminacéo de células tumorais
por via hematégena e por implantacéo transabdominal. O 6rgdo mais acometido € o bago,
entretanto, figado, coracdo e pele séo frequentemente sitios primarios desta neoplasia.
Quanto a metastase, os tecidos mais atingidos incluem figado, omento, mesentério e
pulmades.

Morfologicamente, podem ser bem definidos, com dilatacdo cavernosa de vasos
sanguineos e invasado local (MOULTON, 1990; MULTARI et al., 2002), ou pouco
circunscritos com tamanhos variados, ndo encapsulados, e frequentemente aderidos
a Orgéos adjacentes. Apresentam coloracdo cinza palida a vermelho escuro em forma
nodular e consisténcia mole. Sendo comuns areas hemorragicas e de necrose.
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Segundo Moulton (1990), caes com hemangiosarcoma podem apresentar variados
sinais clinicos dependendo da localizagcdo priméaria do tumor e lesées metastaticas. Nao
havendo les6es especificas dessa doenca, os sinais podem ser: falhas cardiacas, devido
a invasao do tumor no érgao ou por hemopericarido; doencas respiratorias, associadas as
lesdes metastaticas e/ou causada por hemotérax e choque vascular, em casos de ruptura
de baco com intensa hemorragia. Quando se localiza na papebra, ha relatos de corrimento
ocular, escoriacéo periocular, conjuntivite, blefarite, ulceracdes e regides incrustadas ou
hemorragicas sobre a palpebra, podendo ainda ocorrer alteragdes secundarias em cérnea,
como ceratite, ulceracdes e alteracdes pigmentares (CAPLAN & YU-SPEIGHT, 2014).

Hemorragias intracavitarias ou hemolise microangiopatica podem causar anemia
regenerativa normocitica normocrémica caracterizada por policromasia, anisocitose,
hipocromasia, reticulocitose e presenca de hemacias nucleadas no sangue periférico. Ainda
pode ser detectada leucocitose neutrofilica, porém a anemia é o achado hematolégico mais
comum. Atrombocitopenia pode ser vista em 30% a 60% de cdes com hemangiossarcoma.
Além da incidéncia de 46,7% de Coagulacgao Intravascular Disseminada (CID) dos animais
doentes, podendo haver hemorragias espontaneas (FERRAZ et al., 2008).

A pele pode ser acometida como sitio primario ou metastatico do hemangiossarcoma.
Quando surgem na pele, sdo massas localizadas na epiderme ou subcutaneo, com uma
aparente predilecéo pela pele abdominal ventral. S&o mais comumente observadas em
Whippets, Pit bulls, Boxers e Dalmatas (PASTOR, 2002) e responsaveis por 3,3% de
todas as neoplasias cutaneas (SOUZA et al., 2006). Sua classificagcado pode ser de acordo
com a profundidade de invasédo dentro das estruturas cutaneas. O estagio | inclui os
tumores limitados a epiderme; os tumores no estagio Il estdo localizados na hipoderme,
com ou sem envolvimento da epiderme; e os tumores no estagio lll invadem a musculatura
subjacente (PAGE e THRALL, 2004).

Segundo Nikula et al. (1992); pode estar associada com exposicao a luz ultravioleta,
principalmente em individuos com pele menos pigmentadas ou com pelos mais rarefeitos,
como por exemplo, Beagles, Bulldogs brancos e o Pointer Inglés. Outro fator envolvido
no surgimento, e potencializacdo, de doencgas crénicas como a ceratite superficial (panus
oftalmico)incluialtitudeelevada (RIBEIRO,2015)ebaixaumidadedoar(SLATTERetal.,1977).
Segundo De Nardi (2015), o diagnéstico é fundamentado na resenha, anamnese e exames
fisico e hematologico, achados radiograficos ou ultrassonogréaficos e paracentese quando
indicada. O diagndstico definitivo é realizado através de bidpsia incisional ou excisional
do tumor primario ou das lesbes metastaticas.

Deve serfeito o diagnostico diferencial de mastocitomas, melanomas, adenocarcinoma
da glandula lacrimal da terceira palpebra, plasmocitoma, adenite linfocitica superficial e
protruséo da glandula da terceira palpebra (FERREIRA et al., 2016).

O prognostico varia de desfavoravel a bom, dependente da localizagéo da neoplasia.
Hemangiossarcomas como os atriais, 6sseos e esplénicos apresentam prognéstico
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desfavoravel, nos casos dos cutaneos dependendo da invasao no tecido pode ser de
reservado a bom. A quimioterapia como adjuvante aos procedimentos cirurgicos é de
grande importancia para aumentar a média de sobrevida dos pacientes, no entanto, o
tempo de sobrevida ainda é muito baixo (FERNANDES, 2016).

O estadiamento clinico permite estabelecer a extensdo anatémica da neoplasia
e 0 comprometimento do organismo pela invasao neoplasica. Por meio de uma escala
determina-se o grau de acometimento do paciente, o que permite melhores condi¢cbes
para estabelecer plano terapéutico adequado e progndstico. Em medicina veterinaria
o sistema utilizado é o proposto pela Organizacdao Mundial da Saude (OMS), chamado
de classificagdo TNM (T: Tamanho do tumor; N: Infiltracdo em linfonodos regionais; M:
Metastase a distancia) em animais domésticos. Eritrograma, leucograma e contagem de
plaguetas devem ser solicitados (RODRIGUES & LUCAS, 2017). Durante a remocéo, €
importante a excisdo completa de tecidos acometidos. Com remoc¢éo das margens de
segurancga, variando de dois a trés centimetros em todos os sentidos ao redor do tumor
(MACEWEN, 2001).

A quimioterapia é um importante adjuvante para a cirurgia, contribuindo contra o
carater altamente metastatico do tumor. Alguns Protocolos sdo baseados no uso de
doxorrubicina, sozinha ou em associacao a outros medicamentos quimioterapicos, como
vincristina, prednisona, ciclofosfamida e metotrexato, sdo os mais utilizados (MACEWEN,
2001). Entre eles, o Protocolo VAC utiliza doxorrubicina com vincristina e ciclofosfamida.
A literatura relata sobrevida média de 172 dias para caes tratados com o protocolo VAC
apos cirurgia, e de 19 a 65 dias para pacientes tratados apenas com cirurgia (HAMMER
etal., 1991).

Imunoterapia também pode ser realizada como adjuvante da terapia. Segundo
Vail et al. (1995) a associagdo de cirurgia, quimioterapia e imunoterapia com muramil
tripeptideo fosfatidiletanolamina encapsulada em lipossomo (L-MTP-PE), apresentou
aumento na média de 162 a 425 dias na sobrevida dos pacientes a depender do estadio
do hemangiossarcoma.

Segundo Morris & Dobson (2001), a radiacéo externa do feixe € raramente usada
no tratamento de tumores perioculares por causa dos efeitos prejudiciais da radiacao nos
tecidos do olho. A braquiterapia oferece uma abordagem mais localizada de radioterapia
que pode ter um papel no manejo de carcinomas perioculares, contudo, técnicas de
implantacdo ndo sdo amplamente utilizadas em pequenos animais devido a falta de
instalacGes especializadas de contencéo.

Neste relato de caso, os autores apresentam um hemangiossarcoma da membrana
nictitante afetando um cao macho brasileiro Pit bull.
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Um céo da raga Pit bull, macho de 7 anos foi encaminhado com o relato de nédulo
na porcdao medial do olho direito, com inicio do desenvolvimento h4, aproximadamente,
40 dias. Ao exame oftalmico, foi constatada secrecédo serosa em olho direito e nédulo
eritematoso na terceira palpebra do mesmo olho.

Segundo Laus et al. (2008), possiveis diagnoésticos diferenciais para a massa na
terceira palpebra podem ser hemangiossarcoma, carcinoma de células escamosas,
linfossarcoma, melanoma amelanéticos e adenocarcinoma. Da mesma forma, a
localizagdo do tumor também fez carcinoma de células escamosas um diferencial
adequado. Além de linfossarcoma, que também foi documentado em terceira palpebra de
caes. Hemangiossarcoma pode ser uma consideracao forte por causa da friabilidade do
tecido e sercrecao ocular serosa. Segundo Couto (2015), a base do tratamento de caes,
historicamente, tem sido a cirurgia, embora os resultados tenham sido pobres. O tempo de
sobrevida varia com a localizagao e estadiamento do tumor, mas, no geral, com excecao
dos hemangiossarcomas dermais, conjuntivais e de terceira palpebra, € muito curto.

O exame histopatologico foi necessario para uma definitiva diagnostico e discussao
depois com os tutores, a excisao cirurgica da terceira palpebra do olho direito e excisdo
da massa na superficie palpebral inferior foi planejado.

O animal foi sedado com Acepromazina e Meperidina, para entdo ter a inducéo
anestésica com Propofol e manutencao durante todo o procedimento com o0 mesmo. Em
decubito lateral, foi realizado a exérese de nodulo (E -49 e D-7), onde o fragmento de
terceira palpebra contendo a massa foi removida cirurgicamente, medindo 0,7x 0,5x 0,5¢cm.
O fragmento era negro e macio. Junto a ele, foi removido fragmento de palpebra inferior,
de aparéncia esbranquicado e com focos negros. Ambos foram fixados em Formalina a
10% e submetidos a exame histopatoldgico.

O poés-operatorio foi tranquilo e o animal teve alta no dia seguinte. Indicacdo de
aplicacao de pomada Epitezan duas vezes ao dia, por 3 a 4 dias. Houve retorno do animal
em sete dias para retirada dos pontos e discusséo do resultado do exame histopatdgico.
O animal retornou apenas uma vez e ndo se obteve mais contato posteriormente, por

conta disso houve falta de acompanhamento.

Avaliacdo histopatologica do fragmento de membrana nictitante direito
foi caracterizada por proliferagao neoplasica de células mesenquimais, ndo encapsulada,
nao delimitada e de crescimento infiltrativo. As células formam canais vasculares revestidos
por células endoteliais pobremente diferenciadas e preenchidos por sangue. As células
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possuem nucleos ovais, cromatina frouxa, nucléolos unicos proeminentes e citoplasma
fusiforme com limites imprecisos. O pleomorfismo celular e nuclear € discreto e o indice
mitético &€ baixo. Houve area focalmente extensa de ulceracdo de epitélio associada
a necrose e acumulo de fibrina. Enquanto o fragmento de palpebra inferior foi perdido
durante o processamento histolégico.

Segundo Wilcock (2013), o hemangioma e o hemangiossarcoma sdao neoplasias
vasculares endoteliais que surgem no interior da lamina prépria conjuntival da borda lateral
da terceira palpebra, e na conjuntiva bulbar lateral dos cées. Os tumores bem circunscritos
e com epitélio delicado sao classificados como hemangiomas, ja aqueles formados por
endotélio hipercromatico com pelo menos moderada anisocariose e invasao periférica
(como observado no crescimento infiltrativo do fragmento avaliado) sdo classificados
como hemangiossarcoma.

Ainda segundo Wilcock (2013), existe uma sequéncia continua na aparéncia
histolégica do hemangioma até o hemangiossarcoma, logo, muitos sao intermediarios ou
apresentam sequéncia continua de lesdes que variam de benigna a maligna dentro de
um mesmo tumor. A distincdo € realizada com base primariamente no grau de invasao
periférica. Ao menos nos caes (espécie mais acometida) a distincdo ndo apresenta
significancia no comportamento, ja que quase todos sdo benignos e cirurgicamente
curaveis conforme manobra adotada no caso.

Segundo Werner & Werner (2016), o termo diferenciagcdo refere-se ao grau de
semelhanca morfolégica e, em menor grau, a semelhanca funcional entre as células
neoplasicas e o tecido normal que Ihes deu origem. Por outro lado, em uma neoplasia
indiferenciada as células e tecidos ndo mantém as caracteristicas morfologicas normais,
fazendo com que seja dificil o reconhecimento de sua origem. Uma neoplasiaindiferenciada
também é dita anaplasica, pois anaplasia € um sinal importante de indiferenciacao e
malignidade, e, geralmente, o grau de indiferenciacéo coincide com o grau de malignidade
da neoplasia. A amostra avaliada indicou caréncia no grau de diferenciacao celular, o que
corrobora assim para o diagnéstico de malignidade.

Ainda segundo Werner & Werner (2016), pleomorfismo indica excessiva variagao de
forma e tamanho dos nucleos e das proprias células, também denominado anisocariose ou
anisocitose. Em tecidos normais, e consequentemente, nas neoplasias benignas ou nas
malignas mais diferenciadas, os nucleos tendem a ter formas e tamanhos relativamente
constantes, o que, portanto, ndo acontece nas neoplasias mais indiferenciadas. Indicando
assim também a malignidade da neoplasia, mais uma caracteristica observada na amostra.
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O diagnoéstico foi conclusivo para hemangiossarcoma conforme caracteristicas
morfolégicas observadas e caracterizadas na literatura. Apesar do tumor de natureza
localizada o animal devia ter sido reavaliado quanto a necessidade de quimioterapia
adjuvante, pelo carater sistémico que o referido neoplasma possui, porém, o animal ndo
retornou aposretiradados pontos e discussao do resultado histopatolégico, comprometendo
assim o adequado acompanhamento e monitoramento do caso.
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RESUMO: A Associacdo Médicos do Mundo
World Doctors (MDM) € uma iniciativa privada
e filantrépica com o objetivo de promover
atendimento humanitario a pessoas e animais
em situagao de vulnerabilidade social,
fornecendo atendimento médico e social em
diversas instancias. As atuagbes ocorrem
em algumas cidades brasileiras e nos paises
africanos Benim, Angola e Mogambique. Existem
20 projetos dentro da MDM equivalentes as
diferentes ocupacbes das areas da saude e
das ciéncias sociais. Apesar dos projetos serem
categorizados por profissdes, todos realizam os
seus atendimentos nos mesmos dia, horario e
local, de maneira integrada e multiprofissional,
por meio de encaminhamentos entre os projetos
de acordo com as necessidades e anseios dos
pacientes humanos. Particularmente, o projeto
Médicos Veterinarios de Rua funciona como
um consultério veterinario de rua, que tem
como objetivo o atendimento clinico dos céaes
e gatos dessas pessoas em vulnerabilidade,
realizando anamnese, exame fisico, medidas
profilaticas como vacinagao espécie-especifica
e antirrabica, controle de endo e ectoparasitas,
microchipagem, tratamento de enfermidades e
primeiros socorros. Os casos que necessitam
de intervencbes que ndo s&o autorizadas

para serem realizadas em consultérios, como



a castracdo, sdo encaminhados para outros servicos veterinarios ndao pertencentes a
associacao. Também, ha um trabalho de conscientizagao e educagdao em guarda responsavel
e distribuicao de racao, coleiras, roupas, camas e medicamentos para os animais. Para
as pessoas, ha parceiros que distribuem comida, roupas e fornecem estrutura para banho.
Outras ac¢des pontuais também podem ocorrer conforme a demanda dentro dos objetivos da
MDM. A Forca Tarefa de Catastrofes esta pronta para atuar nessas situagdes. Através desse
investimento multiprofissional integrado, que se preocupa com as saldes de pessoas e
animais em situacéo de vulnerabilidade, além da saude do ambiente onde eles vivem, dando
orientagdes quanto aos residuos e a¢bes preventivas, a MDM promove a Satde Unica.
PALAVRAS-CHAVE: Medicina Veterinaria do Coletivo. Medicina de Rua. Saude Coletiva.
Saude Unica. Vulnerabilidade.

ABSTRACT: The Association World Doctors (MDM) is a private and philanthropic initiative
with the objective of promoting humanitarian assistance to people and animals in situation
of social vulnerability, providing medical and social assistance in different instances. The
performances take place in some Brazilian cities and in the African countries Benin, Angola
and Mozambique. There are 20 projects within MDM equivalent to different occupations in the
areas of health and social sciences. Despite the projects being categorized by professions,
all of them perform their services on the same day, time and place, in an integrated and
multiprofessional way, through referrals between the projects according to the needs
and desires of the human patient. Particularly, the Street Veterinarians works as a street
veterinarian’s office, which aims to provide clinical care for dogs and cats of these vulnerable
people, carrying out anamnesis, physical examination, prophylactic measures such as
species-specific and rabies vaccination, control of endo and ectoparasites, microchipping,
treatment of illnesses and first aid. Cases that require interventions that are not authorized to
be performed in offices, such as spay and neuter, are referred to other veterinary services not
belonging to the association. Also, there is an awareness and education work on responsible
ownership and distribution of feed, collars, clothes, beds and medicines for animals. For people,
there are partners who distribute food, clothes and provide facilities for bathing. Other specific
actions can also occur according to the demand within the MDM objectives. The Disaster Task
Force is ready to act in these situations. Through this integrated multiprofessional investment,
which is concerned with the health of people and animals in vulnerable situations, in addition
to the health of the environment where they live, providing guidance on waste disposal and
preventive actions, MDM promotes One Health.

KEYWORDS: Shelter Medicine. Street Medicine. Collective Health. One Health. Vulnerability.
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A Associacdao Médicos do Mundo World Doctors (MDM) é uma iniciativa privada e
filantropica com atuagdes em diversas cidades brasileiras: Sdo Paulo, Sdo Caetano do
Sul, Candelaria, Itajuba, Pouso Alegre, Belo Horizonte, Recife, Petrolina, Curitiba, Ponta
Grossa, Floriandpolis, Caxias do Sul. Além do Brasil, a Médicos do Mundo atua nos paises
africanos: Benim, Angola e Mogcambique.

A iniciativa surgiu em 2015, quando o médico neurologista professor Mario Vicente
Campos Guimaraes, ap0s retornar de uma especializacdo nos Estados Unidos, onde
vivenciou a Medicina de Rua com o idealizador desse campo de atuacao, Jim Withers,
iniciou ag¢des pontuais na cidade de S&o Paulo de atendimento médico a pessoas
desabrigadas e em situacéao de rua.

A Medicina de Rua é uma area de atuacao médica recente, que foi desenvolvida nos
Estados Unidos noinicio da década de 90. De acordo com Jim Withers (2011), € a prestacéao
de cuidados de saude diretamente as pessoas que vivem nas ruas da comunidade e
que sao frequentemente marginalizadas. Esse campo representa uma tendéncia tanto
na prestacéo de servicos de saude, quanto na educagdo médica, em que a realidade das
pessoas atendidas é central, incluindo o ambiente em que vivem (WITHERS, 2011). Esse
olhar diferenciado € um dos principios mais notaveis da Medicina de Rua, uma vez que
ele tenta estabelecer um vinculo da medicina com a realidade do paciente, ja que existem
barreiras culturais, econémicas e de outras circunstancias que criam lacunas entre os
cidadaos em vulnerabilidade e o setor de saude (WITHERS, 2011).

Um dos momentos em que a area da saude se aproxima da realidade do paciente é
durante a visita domiciliar, recorrente na saude coletiva brasileira, em que os profissionais
de saude realizam consultas e alguns procedimentos no ambiente onde vive o paciente,
ou seja, no seu lar, porém como a populacédo alvo dessa area € justamente desprovida
de domicilio, a Medicina de Rua se adapta levando o atendimento onde a pessoa se
encontra naquele dia, tornando esses seres que sdo muitas vezes invisiveis na sociedade
em sujeitos de direito.

As realidades entre os Estados Unidos e o Brasil sdo diferentes, tanto em nimero de
pessoas em situacao de rua e de vulnerabilidade, quanto ao sistema de salde e 0 acesso
ao mesmo. Portanto, o fundador da MDM adaptou a Medicina de Rua para o contexto
brasileiro. Primeiramente, ele realizava as a¢des sozinho, no trajeto da estacdo de metrd
até o campus da Universidade onde leciona; posteriormente, agregou alguns de seus
alunos para essas ac¢oes, apds comentar sobre sua ideia em sala de aula. Com o passar
do tempo, esse projeto foi crescendo e recebendo apoio de voluntarios e entidades que
poderiam auxiliar no acolhimento dessas pessoas.

Em 2016, firmou-se parceria com a Pastoral de Rua de Sao Paulo, desta forma

regularizaram-se as acdes e ampliou-se o numero de atendimentos. Em 2017, a
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MDM institucionalizou-se com o propésito de atender pessoas em vulnerabilidade
social e em situacao de rua, devolvendo a saude, assistindo a condicdo de pessoa e,
consequentemente, garantindo a promocao social e a cidadania. Com a ampliacéo dos
atendimentos, novas demandas foram requisitadas pelos pacientes, assim como o0s
organizadores tiveram novas percepcdes sobre a necessidade de outros profissionais
da saude, convidando entdo voluntarios de outras areas para se juntaram ao time, como
0s médicos veterinarios. Dessa maneira, a associagéo passou a incluir os animais em
situacéo vulnerabilidade e de rua no seu escopo de atuagéo.

Os animais de estimagao ocupam um espaco importante na vida dos humanos e o
laco afetivo construido pode ser muito forte ou representar o Unico elo afetivo da pessoa
em situacdo de rua (BONAS S; MCNICHOLAS J; COLLIS G, 2000; MARTINS, M. F;
CAPELLI, L. L.; CASAMASSA; LIMA, 2013). Bonas, Mcnicholas e Collis (2000) e Martins,
Capelli, Casamassa e Lima (2013) analisaram os relacionamentos entre humanos e céaes,
comparando-os aos de humanos entre si, e eles chegaram a mesma conclusao de que
ambos relacionamentos apresentam caracteristicas em comum, o que permite que sejam
retratados de maneiras similares e com 0 mesmo grau de importancia. Todavia, Bonas,
Mcnicholas e Collis (2000) junto a Merizio e Garcia (2006), afirmam que a maneira que
0s animais contribuem para a dindmica de um relacionamento € diferente da contribuicao
humana, desse modo, os humanos também necessitam de uma interacdo social com
outros humanos, ndo podendo ficarem restritos as interacdes interespécies.

A propenséo pelo lago afetivo com animais de estimagdo por pessoas em situagao
de rua pode ocorrer, porque ao contrario do que acontece nos vinculos afetivos entre
humanos, nas relagées com os animais as pessoas nao apresentam o sentimento de medo
ou receio de abandono pelo outro ser (QUEIROZ, 2010). Além de representarem uma fonte
de afeto e lealdade, Queiroz (2010) afirma que a conexdo entre animais de estimacéao e
pessoas em situacéo de rua também retrata um carater protetivo frente a vulnerabilidade
gue ambos estéo suscetiveis, fazendo com que um proteja o outro, permitindo que os dois
mantenham-se vivos dentro de uma realidade cruel. Nesse sentido, é importante ressaltar
o papel intermediador do animal de estimacédo entre a pessoa em situacao de rua e a
populacdo em geral, ja que € comum que a populacdo em geral demonstre mais piedade
pela pessoa em situacéo de rua quando esta acompanhada de seu animal de estimacéao
(QUEIROZ, 2010).

A inclusao da Medicina Veterinaria na MDM com o projeto Médicos Veterinarios de
Rua (MVR) demonstra a valorizagcado das requisicbes dos pacientes humanos que tem
0s animais como membro da sua familia multiespécie, bem como o reconhecimento dos
animais como seres sencientes, ou seja, que sdo capazes de sentirem sensacdes e
sentimentos de maneira consciente, e também como sujeitos de direitos, inclusive aqueles
gue se encontram em situacao de vulnerabilidade e de rua.

Dentro da Medicina Veterinaria existe uma area que estuda e se dedica aos animais
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em situacdo de vulnerabilidade, de rua ou em abrigos, que é a Medicina Veterinaria do
Coletivo (MVC). Também desenvolvida nos Estados Unidos, no final da década de 90,
conhecida como “Shelter Medicine”, em portugués, medicina de abrigos, foi adaptada
no Brasil agregando as caracteristicas locais. A MVC articula as areas de medicina de
abrigos, saude coletiva e medicina veterinaria legal. Portanto, a MVC é multidisciplinar
e multiprofissional, pois trabalha em conjunto com os setores da saude, educacao,
assisténcia social, meio ambiente, seguranca publica, ministério publico, sociedade civil
e ONG.

Considerando os principios da Medicina de Rua e da Medicina Veterinaria do Coletivo,
norteadores das agdes da MDM, pode-se afirmar que a associacdo segue a linha de
promocéo da Satde Unica. A Satde Unica pode ser compreendida como uma abordagem
integrada e multiprofissional, que reconhece a interrelacdo entre as saudes humana,
animal e ambiental (BRANDAO, 2016). Isso vai ao encontro dos objetivos da instituicdo,
que sao promover atendimento humanitario as pessoas e aos animais em situacao
de vulnerabilidade, fornecendo atendimento médico e social em diversas instancias,
garantindo-lhes servicos que dificilmente teriam acesso, considerando a realidade do
ambiente que estdo inseridos. A missao da Associacdo Médicos do Mundo é fornecer
saude integral e de exceléncia a todos que dela necessitam e humanizar académicos das
ciéncias da saude e ciéncias sociais por meio da extensao universitaria. A visdo da MDM
€ atuar em todo mundo, auxiliando pessoas e animais em vulnerabilidade, fornecendo
saude, educacéo, cultura e direito a todos. Dessa maneira, utilizam-se os seguintes

valores: ética, transparéncia, honestidade, diversidade e sustentabilidade.

Existem 20 projetos dentro da Associacdo Médicos do Mundo equivalentes as
diferentes ocupacdes das areas da salde e das ciéncias sociais envolvidas nas acdes
da instituicdo e ao publico alvo: Médicos de Rua, Enfermagem de Rua, Mentes de Rua,
Médicos Veterinarios de Rua, Dentistas de Rua, Nutricdo de Rua, Reabilitacdo de Rua,
Farmacia de Rua, Laboratério de Rua, Assistentes de Rua, Podologia de Rua, Beleza de
Rua, Doutores Brinquedos, Justica de Rua, Mulheres Sem Medo, Voluntarios Eficientes,
Forca Tarefa de Catastrofes, Portas Abertas, Médicos do Brasil e Médicos da Africa. Apesar
de 16 projetos serem categorizados por profissdes, todos realizam em suas respectivas
tendas os seus atendimentos em um formato de mutirdo, nos mesmos dia, horario e
local, de maneira integrada e multiprofissional, por meio de encaminhamentos entre os
projetos de acordo com as necessidades e anseios das pessoas atendidas. Os outros
quatro projetos, Forca Tarefa de Catastrofes, Portas Abertas, Médicos do Brasil e Médicos
da Africa, s&do acionados de acordo com a demanda.

Ha uma variacao entre as cidades, porém, em sua maioria, as acdes tradicionais séo
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mensais. Em S&o Paulo, elas ocorrem em frente ao Patio do Colégio, no primeiro domingo
de cada més e duram, em média, quatro horas. A regido escolhida propositalmente no
centro da cidade € reconhecida pela elevada concentracdao de pessoas em situagcao de
rua, sendo que muitas dessas pessoas possuem animais de estimacdo, formando as
familias multiespécies, que se encontram em um ambiente vulneravel.

Figura 1 - Atendimento dos Médicos Veterinarios de Rua.

Fonte: acervo Médicos Veterinarios de Rua de Sao Paulo.

Particularmente, o Projeto Médicos Veterinarios de Rua funciona como um
consultério veterinario de rua, que tem como objetivo o atendimento clinico dos caes
e gatos dessas pessoas em vulnerabilidade, realizando anamnese, exame fisico,
medidas profilaticas como vacinagcao espécie-especifica e antirrabica, controle de endo
e ectoparasitas, microchipagem, tratamento de enfermidades e primeiros socorros. Os
casos que necessitam de intervencdes que ndo sao autorizadas para serem realizadas em
consultérios, como a castracédo, sdo encaminhados para outros servigcos veterinarios nao
pertencentes a associacdo. Também, existe um trabalho de conscientizagdo e educacéo
em guarda responsavel e distribuicdo de racéo, coleiras, roupas, camas e medicamentos
para os animais. Para as pessoas, além dos atendimentos dos projetos citados, ha
parceiros que distribuem alimentos, roupas e fornecem estrutura para banho.
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Figuras 2 e 3 - Atendimentos dos Médicos de Rua.

Fonte: acervo Associagdo Médicos do Mundo.

As acles tradicionais ja tém uma rotina e um fluxo determinado de atendimentos
que funcionam satisfatoriamente e contam com o auxilio de diversos voluntarios de outras
areas de atividade que dao suporte na organizacéo, logistica e seguranca. A equipe da
MDM é composta por profissionais voluntarios muito engajados e graduandos das areas
da saude e sociais dispostos a aprender e ajudar ao proéximo.

Outras ag¢bes pontuais também podem ocorrer em locais que tenham a demanda e
que estejam dentro dos objetivos da MDM, desde que haja disponibilidade das equipes
para atenderem fora do calendario oficial. A Forca Tarefa de Catastrofes esta pronta para

atuar nessas situacdes, conforme haja necessidade.

Ao longo dos seus cinco anos de atuacdo, a MDM ja atendeu mais de 255.000
pacientes humanos, somando os atendimentos de todas as cidades de atuacdo (MEDICOS
DO MUNDO, 2020).

As acbes mensais paulistas contam com cerca de 70 profissionais de diversas areas,
1000 graduandos de diferentes cursos, 300 pacientes humanos passam por triagem, 150
sao consultados e recebem atendimento, e 30 animais recebem atendimento médico-
veterinario.

Durante o periodo de 2018 a 2020, o projeto Médicos Veterinarios de Rua de Sao
Paulo realizou 771 atendimentos, conforme mostra o grafico da figura 4.

A Aldeia Tekua Pyau, préxima ao Pico do Jaragua na cidade de Sdo Paulo, recebeu
duas acdes da MDM, uma em julho de 2019 e outra em outubro de 2019, levando
atendimento médico, odontolégico e médico-veterinario para a comunidade, além das
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doacgdes de roupas e alimentos com parceiros. As figuras 5 e 6 ilustram o atendimento
médico-veterinario na aldeia.

A Forca Tarefa de Catéstrofes da MDM atuou para auxiliar: as vitimas do incéndio
a Creche Gente Inocente no municipio de Janauba, interior de Minas Gerais, em 2017;
as pessoas e 0s animais vitimas do rompimento da barragem em Brumadinho, Minas
Gerais, em 2019; e a populacdo em situacédo de rua durante a pandemia de COVID-19
nas cidades de Sao Paulo e Rio de Janeiro em 2020.
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Figura 4 — Total de animais atendidos entre 2018 e 2020.
Acdes pontuais:
* Comunidade dos Ciganos.
** Aldeia Tekua Pyau.
*** Parceria com ONG de protecdo animal.

Fonte: registros Médicos Veterinarios de Rua de Séao Paulo.

Figuras 5 e 6 — Atendimentos dos Médicos Veterinarios de Rua na Aldeia Teku4 Pyau.

Fonte: acervo Médicos Veterinarios de Rua de Sao Paulo.
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O projeto Médicos Veterinarios de Rua de Sao Paulo também realizou duas agdes
individuais, uma em marco de 2019 para prestar assisténcia a 19 animais de uma
comunidade que foi incendiada em um bairro central da capital paulista e outra em
dezembro de 2019, em parceria com uma ONG de protecdo animal que possuia 180 céaes

abrigados.

Por meio desse investimento multiprofissional integrado, que se preocupa com as
saudes humana e animal de pessoas e animais em situacao de vulnerabilidade, além da
saude do ambiente onde esses seres vivem, dando orientagbes quanto aos residuos e
acbes preventivas, a Associacdo Médicos do Mundo promove a Saude Unica.
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Data de aceite: 01/08/2020 e evolugdo do paciente. Tratando-se do sexo
das vitimas, 61% dos acidentes envolvendo
escorpides acometeram o0 sexo masculino.
Ademais, acerca da faixa etaria das vitimas,
60% dos acidentes acometeram pessoas
entre 20 — 59 anos. Sobre a etnia, 67% das
notificagbes negligenciaram a variavel. J& em
relacdo aos meses de ocorréncia, afirma-se
que em todos os meses tiveram notificagao,

salientando que os meses de janeiro e abril
RESUMO: Dentre os animais peconhentos g J

: L . foram os que apresentaram mais casos, com
listados pelo Ministério da Saude (MS), um g P

. . o . 11% dos casos cada més. Outrossim, sobre o
dos tipos de acidentes mais listados sdo os

. . tempo entre a picada e busca por atendimento
por escorpides. Com a crescente ocorréncia

) , , . . médico, em 67% dos casos o0s acidentados
destes acidentes, MS inclui tais acidentes

e , . procuraram a unidade de saude em menos de
como agravos de notificagcdo compulsoria,
) , 1 hora e 27% procuraram entre 1 a 3 horas.
considerando-os um grave problema de Saude

s . . , Outrossim, destaca-se que 86% dos pacientes
publica, evidenciando-se a necessidade de g ° P

, ) L tiveram seus casos avaliados como leves,
conhecer o perfil epidemioldégico dos mesmos.

: . 10% como casos moderados e 3% como
Nesse sentido, objetivou-se com este estudo,

) o, graves. Por conseguinte, 98% dos pacientes
estabelecer o panorama epidemiolégico de

. a . evoluiram para a cura. Portanto, os resultados
acidentes escorpidnicos em Colatina-ES. Trata- _ o _

. ) obtidos apresentam equivaléncia com o perfil
se de um estudo descritivo e retrospectivo, de

epidemioldgico brasileiro, predominando o
abordagem quantitativa, realizado a partir da P g P

. . - sexo masculino, a faixa etaria de 20-59 anos
andlise dos dados do Sistema de Informacgéao

e aumento de casos nos periodos de maior
de Agravos de Notificacdo (SINAN). Ademais, u . . P I_ !
pluviosidade na cidade de Colatina-ES.
PALAVRAS-CHAVE: Animais peconhentos,

Acidente Ofidico, Epidemiologia

utilizou-se as variaveis: sexo, faixa etaria,
etnia, taxa de morbidade, taxa de mortalidade
especifica, meses de ocorréncia, tempo entre a
picada e o atendimento, classificacdo do caso

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3



ABSTRACT: Among the venomous animals listed by the Ministry of Health (MS), one
of the most listed types of accidents are those caused by scorpions. With the increasing
occurrence of these accidents, MS includes such accidents as conditions of compulsory
notification, considering them a serious public health problem, highlighting the need to know
their epidemiological profile. In this sense, the objective of this study was to establish the
epidemiological panorama of scorpionic accidents in Colatina-ES. This is a descriptive and
retrospective study, with a quantitative approach, carried out from the analysis of data from
the Information System for Notifiable Diseases (SINAN). In addition, the variables used were:
sex, age group, ethnicity, morbidity rate, specific mortality rate, months of occurrence, time
between the bite and treatment, case classification and patient evolution. Regarding the sex
of the victims, 61% of accidents involving scorpions affected the male sex. Furthermore,
regarding the age group of the victims, 60% of the accidents affected people between 20 -
59 years old. Regarding ethnicity, 67% of notifications neglected the variable. In relation to
the months of occurrence, it is stated that in all months they had notification, noting that the
months of January and April were the ones that presented more cases, with 11% of the cases
each month. Furthermore, regarding the time between the bite and the search for medical
care, in 67% of the cases, the injured sought the health unit in less than 1 hour and 27%
sought between 1 to 3 hours. Furthermore, it is highlighted that 86% of the patients had their
cases assessed as mild, 10% as moderate cases and 3% as severe. As a result, 98% of
patients progressed to healing. Therefore, the results obtained are equivalent to the Brazilian
epidemiological profile, with a predominance of males, the 20-59 age group and an increase
in cases during periods of greatest rainfall in the city of Colatina-ES.

KEYWORDS: Venomous animals, Ophidian Accident, Epidemiology.

Animais peconhentos, segundo o Ministério da Saude (MS), sdo caracterizados por
produzirem peconha (veneno), que pode ser inoculada em outros seres com o intuito
de defesa ou caca. (BRASIL, 2020). Estes diferenciam-se dos animais venenosos por
também apresentarem um aparelho especializado parainocula¢do da pe¢gonha, que podem
ser dentes ocos, ferrbes ou aguilhdes, por onde o veneno passa ativamente, produzido
por glandulas. (BARROSO; WOLFF, 2012). Nesse contexto, acidentes com animais
peconhentos vém tomando importancia devido ao crescente numero de notificacoes
nos ultimos anos, especialmente em paises tropicais da América Latina, Africa, Asia e
Oceania. (CHIPPAUX; GOLFFON, 2008). No Brasil, no ano de 2019, foram notificados
268.445 mil casos em todo o territorio nacional. (BRASIL, 2019).

Além disso, segundo o Ministério da Saude (MS), o aumento na incidéncia foi de
18,7 a cada 100.000 habitantes em 2000 para 127,7 a cada 100.000 habitantes em 2018,
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com um total de 4.080 6bitos no mesmo periodo de 18 anos. (BRASIL, 2019). Destacam-
se as regides Nordeste e Sudeste, com maiores numeros de 6bitos. (BRASIL, 2019). De
acordo com o Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX), apenas
no ano de 2017, dos casos registrados de intoxicagcdo humana por animais pegonhentos,
aproximadamente 85% foram por acidente. (BRASIL, 2017).

Devido ao alto indice de ocorréncia de casos no Brasil, 0 MS incluiu tais acidentes
como agravos de notificagdo compulsoéria vinculado ao Sistema Nacional de Agravos
de Notificacdo (SINAN), deste modo, todo evento dessa natureza deve ser notificado
e repassado para a secretaria de saude municipal que alimentara o SINAN. Dentre os
animais peconhentos listados pelo MS, um dos tipos de acidentes mais listados séo os
escorpides, sendo notificados entre os anos de 2000 a 2018 1.109.443 casos de acidentes
escorpiénicos no Brasil. (BRASIL, 2019).

Nesse cenario, as espécies que causam mais acidentes por escorpides sao as Tityus
stigmurus (escorpidao amarelo do Nordeste), Tityus serrulatus (escorpido amarelo), Tityus
bahiensis (escorpidao marrom) e Tityus cambridgei (Escorpido-grande). (DOS SANTOS et
al., 2016). Ademais, nota-se que tanto acidentes ofidicos quanto escorpidnicos destacam-
se por levarem a manifestagdes sistémicas graves (inclusive a morte) quando na presenca
de altas doses de veneno, especialmente em populagbes de risco, como criangas.
(CHIPPAUX; GOLFFON, 2008). A maioria dos casos envolvendo evolu¢des graves dos
acidentes escorpidnicos em territorio brasileiro sdo causados por Tityus serrulatus, e
geralmente progridem de reacdes locais (eritema, edema e dor) a manifestagdes sistémicas
(arritmias cardiacas, hipotensao, insuficiéncia cardiaca, choque) e/ou finalmente ao 6bito.
(CUPO, 2015).

O aumento do numero de ocorréncias envolvendo acidentes com escorpides dentro
da area urbana pode ser atribuido a devastacéo do ecossistema por agéo antropica, gragas
a demanda habitacional e ao ritmo acelerado de urbanizacéo, levando a modificacdes
no perfil epidemiolégico destas regides. (FAVRETTO E SANTOS, 2013). Outrossim,
€ importante ressaltar que no Brasil ha também o registro de ocorréncias no Sistema
Nacional de Informag¢des Téxico-Farmacologicas (Sinitox), que compila os dados dos
Centros de Informacao e Assisténcia Toxicologica (CIATox). (BRASIL, 2016). Entretanto,
estima-se que os dados apurados via Sinitox estejam subestimados, devido a diminui¢cao
da participacao dos CIATs em levantamentos nos ultimos anos. (BRASIL, 2020).

Entende-se que este estudo podera contribuir como subsidio para que gestores e
equipes de saude atentem para a necessidade de qualificacdo da assisténcia prestada
aos casos de acidentes escorpidnicos, bem como acerca de agdes de prevengao dessas
ocorréncias. Além disso, identifica-se um numero insuficiente de publica¢gées nacionais
acerca do levantamento epidemiologico de acidentes por escorpides, assim como aqueles
referentes ao estado do Espirito Santo.

Posto isso, compreende-se a relevancia para a Saude Publica em gerar informacoes
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suficientes para se conhecer a dimensao real do problema, proporcionando o planejamento
adequado para seu enfrentamento; culminando no objetivo deste estudo, identificar o
perfil epidemioldgico dos acidentes escorpidnicos na cidade de Colatina-ES.

A presente pesquisa trata-se de um estudo descritivo e retrospectivo, realizado a
partir da utilizacao de dados secundarios oriundos do Sistema de Informacao de Agravos
de Notificagcdo (SINAN) referentes a cidade de Colatina-ES, no periodo de janeiro a
dezembro de 2019, cujo objetivo é identificar 0 panorama epidemioldgico de acidentes
escorpiénicos na cidade de Colatina-ES.

Dessa forma, utilizando-se dos dados da plataforma online do SINAN acerca de
acidentes envolvendo animais peconhentos da cidade, foi possivel analisar as variaveis:
sexo, faixa etéria, etnia, taxa de morbidade, taxa de mortalidade especifica, meses de
ocorréncia, tempo entre a picada e o atendimento, classificacdo do caso e evolugao do
paciente. Além disso, destaca-se que a taxa de morbidade corresponde a taxa de pessoas
picadas por escorpiao em relacdo a populacao total de Colatina-ES, ja no que se refere a
taxa de mortalidade especifica, é levada em conta a quantidade de mortes por escorpiao
a cada 1000 pessoas picadas.

A partir dos dados obtidos, foi realizado um estudo estatistico descritivo, utilizando-se
a plataforma Microsoft Excel e Microsoft Word para tabulacéo e analise dos dados, além
da priorizacdo de achados que apresentaram maior relevancia e recorréncia. Tendo em
vista que os dados foram obtidos via plataformas virtuais de dados referentes a vigilancia
epidemiologica do municipio, como o Sistema de Informacé&o de Agravos de Notificagcao
(SINAN), descartou-se a necessidade de registro em comité de ética em pesquisa com
seres humanos.

No espacgo temporal estudado, foram registrados no estado do Espirito Santo, 5.732
casos de acidentes por animais peconhentos, sendo eles, 3.629 acidentes ocasionados
por escorpides. No municipio de Colatina-ES, foram registrados 164 acidentes por animais
peconhentos, sendo descritos 144 (87,80%) do tipo escorpidnico. A Tabela | apresenta
os dados sociodemograficos analisados para os acidentes ocorridos no municipio de
Colatina-ES.
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Variaveis N %

Sexo
Feminina 56 38.89%
Masculino 88 61.11%
Faixa etaria
=1 ano 1 0.69%
1-9 anos 14 9.72%
10-19 anos 14 9.72%
20-39 anos 44 30, 56%
40-59 anos 43 29 B6%
B0-79 anos 27 18,76%
=80 anos 1 0.69%
Etnia
lgnorado/ branco a7 67 36%
Branca 40 27 T78%
Freta 2 1,39%
Parda 5 3.47%
Indigena 0 0.00%

Tabela |- Distribuicdo dos dados sociodemograficos dos casos de Acidentes Escorpiénicos notificados
no Municipio de Colatina-ES

Fonte: DATASUS

Como é possivel observar na Tabela I, houve predominancia do sexo masculino
(61,11%), bem como das faixas etéarias 20 a 39 anos (30,56%) e 40 a 59 anos (29,86%).
No que concerne a maior incidéncia de acidentes em pessoas do sexo masculino, este
dado corrobora com o panorama geral de agravos e acidentes externos no brasil, onde
homens jovens sdao os mais acometidos. Dentro dos acidentes com escorpides Feitosa,
et al em 2020 traz em seu estudo uma analise dos acidentes por escorpides ocorridos
em um municipio do estado de S&o Paulo, onde é evidenciado que 57,96% dos casos
ocorreram em individuos do sexo masculino (FEITOSA, et al. 2020).

As estatisticas supracitadas tem sua justificativa baseada na provavel maior
exposicao do género masculino a trabalhos bragais e em fazendas, aumentando assim a
possibilidade de ocorréncia de acidentes, em contrapartida as mulheres e criangas ainda
tem uma expressiva porcentagem de casos provavelmente relacionada aos acidentes
ocorridos no domicilio (OLIVEIRA et al., 2011; LIMA et al., 2009).

No tocante as faixas etarias mais acometidas, foi encontrada uma maior incidéncia de
acidentes em pessoas de 20 a 59 anos, totalizando 60,42% dos casos. O estudo de Carmo,
et al., (2016) analisou as internagdes decorrentes de acidentes com animais pe¢conhentos
no Hospital prado Valadares, no periodo de 2009 a 2011, onde foi encontrado que 50,4%
das pessoas estavam entre 20 a 59 anos. Os percentuais referentes a faixa etaria e sexo
encontrados nesse estudo corroboram com o panorama nacional de acidentes externos,
onde, no ano de 2018 foi registrado que aproximadamente 64,12% dos 6bitos por causas
externas no Brasil foram de pessoas de 20 a 59 anos (SINAN, 2018).
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Quanto aos dados relacionados a etnia das pessoas acometidas foi encontrada uma
alta porcentagem de negligéncia quanto ao preenchimento deste dado (67,36%), este
fato fragiliza uma analise concreta da variavel raca/cor. Dentro da variavel supracitada
também foi encontrado que 27,78% dos casos notificados foram de pessoas que se
autodeclararam brancas.

O municipio de Colatina tem populacdo estimada de aproximadamente 122.499
habitantes, em 2019 (IBGE, 2020). Sendo assim, a ocorréncia de 144 casos de acidentes
escorpidnicos suscita uma taxa de morbidade especifica de 1,18 para cada mil habitantes.
Obteve-se, para o ano de 2019, uma taxa de mortalidade nula, visto que ndo foram
registrados Obitos nem por acidentes envolvendo escorpides, nem por qualquer outro
animal peconhento. No que se refere aos meses de ocorréncia, aponta-se que houve
notificacées em todos os meses, salientando que os meses de janeiro e abril apresentaram
0 maior numero de casos registrados, e 0 més de maio 0 que apresentou menor ocorréncia,
assim como descrito no Grafico .

11.12%

11,11%
i 9,72% 10,41%
- 6,94%
6,25%
I I I “

Gréfico I- Distribuicdo dos casos notificados de Acidentes Escorpidnicos por més de ocorréncia no
municipio de Colatina-ES.

Fonte: DATASUS

Dentrodaliteratura nacional alguns estudos tratam sobre a sazonalidade da ocorréncia
de acidente escorpidnico, em alguns estudos trazendo um aumento do numero de casos
em periodos de aumento da temperatura associado a maior pluviosidade (SILVEIRA e
MACHADO, 2017; SOARES, et al., 2002; ALMEIDA, 2013). A cidade de Colatina tem como
periodo de aumento da temperatura e pluviosidade os meses de outubro a dezembro e
janeiro a marc¢o, coincidindo assim com os picos de registros de ocorréncia de acidentes
evidenciados no Grafico | (INMET, 2019)

A Tabela Il a seguir, descreve as caracteristicas dos acidentes escorpibnicos
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notificados no municipio:

Variaveis N Yo

Tempo para o atendimento

Ignorado/Branco 2 1,39%
0 a1 hora a7 67 36%
1 a3 horas 40 27 78%
6 a 12 horas 0 0,00%
12 a 24 horas 0 0,00%
24 e + horas 1 0,69%
Classificagio
Ignorado/ branco 0 0,00%
Leve 124 86,11%
Moderado 15 10,42%
Grave 5 347
Evolugdo
Ignorado/ branco 2 1,39%
Cura 142 98,61%
Obito 0 0,00%

Tabela II- Distribuicdo das caracteristicas casos notificados de Acidentes Escorpiénicos no municipio
de Colatina-ES

Fonte: DATASUS

No que concerne o tempo entre a ocorréncia da picada e a busca por assisténcia,
predominantemente, em 67,36% dos casos notificados a procura ocorreu em menos de
1 hora. A grande maioria dos acidentes foi classificado como leve (86,11%) e evoluiram
para cura 98,61% dos casos notificados.

Furtado et al., em 2019, aponta que a distancia da unidade hospitalar e a dificuldade e
deslocamento sé&o fatores que influenciam a demora para a realizagdo de um atendimento.
Ja Costa em 2016, aponta que os escorpides, ao encontrarem ambiente favoraveis
nas cidades como clima, alimento e abrigo adequados, se domiciliam com facilidade,
aumentando a probabilidade de acidentes na zona urbana. Sendo assim, ndo ha tanta
dificuldade no que se refere a chegada as unidades de saude.

Relaciona-se, portanto, o tempo satisfatério, decorrido entre o acidente e o
atendimento, obtido nos dados deste estudo, a nulidade do niumero de ébitos no municipio.
Visto que, a ocorréncia de casos graves e Obitos pode estar relacionada ao tempo de
atendimento das vitimas, como apontado por Lisboa (2020), relatando ainda, que a
maioria dos 6bitos que sao registrados decorreriam de acidente ocorridos na zona rural, 0
que predispde a condi¢des logisticas precéarias para um atendimento imediato e eficiente.

De acordo com o descrito por Costa (2016), a gravidade dos acidentes ocasionados
por escorpides estéa sujeita a fatores como a quantidade de veneno injetada, a sensibilidade
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do individuo ao veneno, o local da picada, e é maior quando a idade é menor. Posto
isso, pode-se associar o fato de que a maioria dos casos analisados neste estudo foram
classificados como leve, a medida que foram registrados menos casos nos individuos mais
jovens (0 a 19 anos), se comparados aos individuos adultos, em idade economicamente
ativa (20 a 59 anos). Além disso, condizente com este dado, Brasil (2010) aponta que
€ comum que adultos apresentem manifestagcdes locais benignas, enquanto criancas
cursam com manifestacdes sistémicas.

Em estudo realizado em municipios do Extremo sul da Bahia, estado que faz divisa
com o Espirito Santo, apresentou que mais da metade dos acidentes escorpiénicos (51%)
concentrou-se na faixa etaria de 20-49 anos (LISBOA, 2020). Corroborando com os dados
descritos neste estudo. Posto isso, vale ressaltar que a maior parte dos o6bitos deles
decorrentes foi de criangcas com até 9 anos de idade (7/10) (LISBOA, 2020). O que permite
inferir que a nulidade de 6bitos descritas no municipio de Colatina esta relacionada aos
poucos casos ocorridos nessa faixa etaria, visto que os casos sistémicos e graves estéao
relacionados a criangas e compreendem a maioria dos casos que evoluem para 6Obito
registrados no Brasil (COSTA, 2016).

No estado do Espirito Santo, dos 5.768 casos registrados, foram notificados apenas
5 Obitos, com uma taxa de letalidade de 0,09%, ndo obstante aos dados obtidos no
mesmo ano para a totalidade dos casos registrados no Brasil, que foram de 154.812
caos notificados e 169 6bitos, obtendo uma taxa de letalidade de 0,11%. Esses dados
chamam atencao para baixa ocorréncia de dbitos por acidentes escorpidnicos no Brasil e
no municipio estudado, o que contrapde outros estudos que indicavam alta letalidade em
periodos anteriores (LISBOA, 2020).

A partir dos resultados obtidos nessa pesquisa, foi possivel identificar e analisar
a situacao epidemiolégica dos acidentes por escorpides na cidade de Colatina — ES,
uma vez que dos 164 casos de acidentes por animais peconhentos relatados, 144 foram
do tipo escorpidnico. Esse fato revela que a cidade de Colatina-ES esta, em geral, em
concordancia com o perfil epidemioldégico de outras localidades do ES de acordo com
Centro de Atendimento Toxicologico.

Em relacdo ao sexo, o sexo masculino foi mais acometido que o feminino, bem como
a faixa etaria 20-59 anos concentrou 60% dos acidentes. Além disso, sobre o tempo entre
a picada e o atendimento médico, prevaleceram os casos em que a unidade de saude foi
procurada em menos de 1 hora. Esse dado é de fundamental importancia médica, pois
resulta na diminuicéo da incidéncia de complicacdes, como cefaleia, irritacoes, espasmos

musculares, enjoo e queda de presséo, contribuindo para a diminuicdo dos casos de
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Obito e, consequentemente, ocorréncia de casos leves como apontam os dados presentes
nesse trabalho, em que 86% dos pacientes tiveram seus casos avaliados como leves e
98% evoluiram para cura.

Portanto, faz-se necessaria a administracdo de medidas preventivas e que visem
a conscientizacao da populagao, para prevenir os acidentes com animais peconhentos,
principalmente os escorpides. Bem como, a utilizagdo de EPI’s, como botas, perneiras
e luvas, com o objetivo de evitar e diminuir a incidéncia de acidentes por estes animais.
Além disso, € extremamente importante disseminar informacdes acerca de como proceder
diante de um acidente envolvendo animais peconhentos e também sobre a importancia da
preservacéao ou identificagdo do animal para direcionar a conduta médica.

Por fim, salienta-se a necessidade da divulgacdo e alerta por meio dos agentes de
endemias sobre o risco da ocorréncia de acidentes com escorpides, principalmente em
criangas e o desenvolvimento de estratégias efetivas de prevengcdo, com o objetivo de
reduzir a morbimortalidade por acidentes escorpidénicos na comunidade estudada.
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RESUMO: A estacionalidade na producao
de volumosos € uma realidade recorrente em
muitos sistemas de producdo animal. Tendo
em vista que, o Nordeste € uma regiao que
apresenta distribuicao irregular das chuvas
com longos periodos de estiagem, as técnicas
de conservacgao de forragem tornam possivel a
disponibilidade de alimento durante todo o ano,
permitindo aos produtores a renda constante.
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Assim, objetivou-se neste trabalho, relatar a
experiéncia vivenciada na atividade prética
supervisionada (APS) sobre a produgédo de
silagem de qualidade. Para realizar o trabalho
foi utilizado o capim elefante, que por sua
vez foi cortado, compactado dentro de um
recipiente de vidro com tampa e por fim,
armazenado durante trinta dias através de
uma fermentagdo anaerdbica. Apds a abertura
do silo foi observado um material com cheiro
agradavel (adocicado), sem presenca de
fungos, alta umidade e coloracdo amarela,
parametros estes que indicam uma silagem
de qualidade. Assim, pode-se concluir que, a
experiéncia vivenciada na APS de forragicultura
foi de grande enriquecimento para o grupo e
que a silagem & um meio de conservagao de
forragens, qual oferecem diversas vantagens
dentro do sistema de producéo animal.

PALAVRAS-CHAVE: Forragem. Fermentacgéo.

Nordeste. Capim elefante.

ABSTRACT: Seasonality in the production of
roughage is a recurring reality in many animal
production systems. Bearing in mind that the
Northeast is a region that presents an irregular



distribution of rainfall with long periods of drought, forage conservation techniques make the
availability of food possible throughout the year, allowing producers a constant income. Thus,
the objective of this work is to report the experience of supervised practical activity (PHC) on
the production of quality silage. To carry out the work, elephant grass was used, which in turn
was cut, compacted into a glass container with a lid and finally stored for thirty days through
anaerobic fermentation. After the opening of the silo, a material with a pleasant (sweet) smell
was observed, without the presence of fungi and high humidity and yellow color, parameters
that indicate a quality silage. Thus, it can be concluded that the experience of the forage PHC
was of great enrichment for the group and that silage is a means of preserving forages that
offer several advantages within the animal production system.

KEYWORDS: Forage. Fermentation. Northeast. Elephant grass.

As técnicas de conservacao de forragem sao de grande importancia para alimentacao
animal, pincipalmente nos periodos criticos do ano de escassez de volumosos. O objetivo
principal desta tecnologia € o aproveitamento de volumosos nos periodos chuvosos, que
€ abundante em quantidade e qualidade, para serem armazenados e disponibilizados no
periodo de estiagem do ano, mantendo a qualidade nutritiva da forragem (Araujo Neto et
al, 2000).

A regiao nordeste do Brasil apresenta uma forte sazonalidade climatica, onde essa
distribuicdo irregular aumenta ou diminui a oferta de forragens em determinados periodos
do ano. Seguindo este contexto, foi proposto métodos de conservagao de forragens como
alternativa para evitar a escassez de alimentos no sistema de producao animal (Neumann
etal., 2010), sendo a silagem o método de conservacdo com destaque entre os produtores
devido a tecnologia de producédo simples e os excelentes resultados (Nascimento et al.,
2013).

A Silagem pode ser definida como a forragem verde, suculenta, conservada por
meio de um processo de fermentacdo anaerdbica. A ensilagem é o processo de cortar
a forragem, colocar no silo, compactar e proteger com a vedacédo (Amin; Paula, 2009).
Contudo, silo é a estrutura ou local de armazenamento da silagem. (Novaes et al., 2004).
Desse modo, para manter o valor nutricional do alimento armazenado, é necessario que
o procedimento de ensilagem seja realizado de forma correta. As propriedades rurais
podem estocar a silagem de varios tipos de silos, tais como: superficie, trincheira, cincho,
tambores, sacos plasticos ou Bunker.

O objetivo deste trabalho € relatar a experiéncia vivenciada na atividade pratica
supervisionada (APS) da disciplina de forragicultura, voltada para a producao de silagem
de qualidade.
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O trabalho foi desenvolvido na APS de forragicultura do curso de Medicina Veterinaria
do Centro Universitario Fametro, no semestre de 2019.1. A atividade consistiu em produzir
uma silagem de qualidade em miniatura.

Para a producéo da mini-silagem, o grupo realizou as seguintes etapas: inicialmente
realizaram a escolha e coleta da graminea (Capim elefante) em uma pequena propriedade
rural. Apos a colheita, o Capim elefante foi triturado em uma maquina forrageira, com
0 objetivo de facilitar o acondicionamento no silo. Posteriormente, o material foi bem
compactado dentro de um recipiente de vidro, onde foi utilizado como silo para evitar o
acumulo de oxigénio e proliferacdo de fungos e bactérias aerdbicas. Ap6s a constante
compactacédo e enchimento do recipiente, o mesmo foi vedado com plastico e com a
tampa de rosca. O recipiente com o material compactado foi armazenado sem manuseio
durante no minimo 21 dias.

A avaliacdo da qualidade da silagem foi realizada em sala de aula apds abertura
do silo em miniatura e avaliacdo dos seguintes parametros: presenca ou auséncia de
fungos, odor adocicado ou desagradavel, presenca de umidade e coloracdo do material

fermentado.

A silagem produzida no presente trabalho foi aberta apds trinta dias em sala de aula
e apresentou as seguintes caracteristicas: cheiro agradavel (adocicado), sem presenca
de fungos e alta umidade e colorac&o amarelo claro (figura 1)

Figura 1: Aplicacédo das técnicas de conservagao de forragens na pratica e produgao de silagem e feno
de qualidade. Fonte: Proprio autor.

Com base nos estudos em sala de aula e pesquisa em artigos cientificos sobre
o procedimento de producdo da silagem, as caracteristicas positivas observadas no
material foram obtidas devido a realizacdo de uma picagem e compactacdo bem feita,
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esta promoveu ao método de conservacédo da forragem condicdo de anaerobiose, onde
um grupos de microrganismos através da fermentagdo anaerdbica promoveu a queda do
pH do material, com a producéao de acido latico, garantindo assim, a conservagao do valor
nutricional do material por um longo periodo de tempo até a abertura do silo (Woolford
1984; Pereira e Santos, 2006). A abertura do silo s6 pode ser realizada em seguida de
vinte um dias do preparo do material, podendo ficar armazenado por anos.

Quando o procedimento é realizado corretamente, promove beneficios como: fonte de
energiae altaaceitabilidade pelos animais, manutencao do valor nutricional do alimento para
ser utilizado em periodos criticos do ano e o material pode ser armazenado em estruturas
grande ou em estruturas mais simples, como tambores e sacos plasticos. A utilizac&o de
um pote de vidro usado na presente APS, apresenta os mesmos principios quimicos e
etapas da producao de silagem no campo em um silo de trincheira ou de superficie, o que
muda sao as proporcdes de material armazenada, trabalho e equipamentos utilizados.

As forrageiras mais utilizadas para confec¢ao da silagem sao o milho, sorgo, capim
elefante e cana de acucar. Dentre elas, o capim elefante foi escolhido para o trabalho,
devido a facilidade e abundéncia na regido. O capim elefante esta entre as forrageiras
que apresentam maior produ¢do em periodos chuvosos. No entanto, o seu corte fora do
periodo de maturacdo pode apresentar alto teor de umidade, prejudicando o processo
de fermentagdo anaerobico, limitando o teor de matéria seca do material e a proporgéo
da 4gua presente durante o procedimento de ensilagem, podendo indicar aumento no
pH e na concentracdao de acido butirico e ambnia, que ndo sao desejaveis durante o
processo (Vilela et al., 1983). Neste caso, o emurchecimento do material antes de ser
picado e compactado seria uma alternativa para evitar esse problema (Wilkinson ,1983),
contudo, no trabalho n&o foi observado problemas de alta umidade, mostrando que, o
Capim elefante foi cortado no momento correto e com um bom teor de matéria seca.

A regidao nordeste do Brasil apresenta uma forte sazonalidade climatica, onde
essa distribuicao irregular aumenta ou diminuir a oferta de forragens em determinados
periodos do ano. Por essa razao, foi proposto métodos de conservacao de forragens como
alternativa para evitar a escassez de alimentos no sistema de producao animal (Neumann
et al., 2010), sendo a silagem o método de conservacédo com destaque entre os produtores
devido a tecnologia de producao simples e os excelentes resultados (Nascimento et al.
,2013).

Deste modo, para manter o valor nutricional do alimento, é necessario que o
procedimento seja feito de forma correta, obedecendo todos os procedimentos necessarios
para a producao da silagem de qualidade. No trabalho vivenciado, as unicas dificuldades
foram na busca da planta forrageira, pois a faculdade esta inserida no centro da cidade
além da falta de equipamentos para triturar o material, que foi conseguido em uma pequena
propriedade no momento da compactacao, que é a etapa crucial para uma fermentacao
adequada.
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Conclui-se que, a experiéncia vivenciada na APS de forragicultura foi de grande
enriquecimento para a vida profissional dos futuros Médicos Veterinarios, onde puderam
presenciar e realizar todas as etapas de producao de silagem de qualidade, identificando
e solucionando as principais dificuldades encontradas durante o processo de ensilagem.

Assim, a experiéncia com a producdo da silagem, mostrou ao grupo que essa
técnica oferece diversas vantagens para o produtor rural do nordeste brasileiro, tais
como: procedimento simples e facil e que quando bem executado, pode ser armazenado
por um bom periodo de tempo e que conserva o seu valor nutricional, apresenta uma
boa aceitabilidade pelos animais, 0 que aumenta significativamente a produtividade das

propriedades rurais.
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RESUMO:
infeccdo causada pela inalacédo de conteudos

Pneumonia aspirativa €& uma

estomacais regurgitados devido a causas

primarias, como refluxo gastroesofagico.
O presente trabalho relata um caso clinico
de um paciente da raca Schnauzer de 01
ano de idade, encaminhado a clinica com
histérico de vémitos, diarreia e alteracées na
frequéncia respiratéria, com dispneia recente.
Com base na anamnese, exames fisicos e
complementares diagnosticou-se pneumonia
por aspiracéo. O céao foi submetido a tratamento
e hoje se encontra estavel. A anamnese e 0s

exames fisicos prévios somados a radiologia
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foram essenciais para chegar ao diagnéstico e
tratamento eficaz.

PALAVRAS-CHAVE:
Dispneia. Radiografia.

Refluxo. Pneumonia.

ABSTRACT: Aspiration pneumonia is an

infection caused by inhaling regurgitated
stomach contents due to primary causes,
such as gastroesophageal reflux. The present
work reports a clinical case of a 01 year-old
Schnauzer patient, referred to the clinic with
a history of vomiting, diarrhea and changes in
respiratory rate, with recent dyspnea. Based on
anamnesis, physical and complementary tests,
aspiration pneumonia was diagnosed. The dog
was treated for such condition and is now stable.
Anamnesis and previous physical examinations,
in addition to radiology, were essential for an
effective diagnosis and therapy.

KEYWORDS: Reflux. Pneumonia. Dyspnea.

Radiography.

O refluxo gastroesofagico é definido
como o retorno passivo do contetdo gastrico
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para o esOfago. Na juncdo do esd6fago com o estdmago existe o esfincter esofagico
inferior. Esse esfincter atua como area de pressao que faz com que o fluxo do alimento
seja unidirecional (WATERMAN & HASHIM, 1991; STROMBECK & GUILFORD, 1996;
TAMS, 2005). Mesmo nao havendo muitas pesquisas com énfase especificamente no
refluxo gastroesofagico em céaes, ha relatos de que é uma das causas mais comuns de
esofagite (TAMS, 2005). Os principais problemas decorrentes do refluxo sdo a formacéao
de estenose e pneumonia aspirativa secundaria, que apresenta sinais clinicos como tosse,
dispneia e taquipneia (ADAMAMA-MORAITOU et al., 2002; SELLON & WILLARD, 2003).

A pneumonia € uma infeccdo nos pulmdes, de origem bacteriana ou viral, cujo
desenvolvimento pode ser predisposto pela aspiracéo de corpos estranhos pelos pulmdes.
Ainalacédo de fluidos e secregdes para a laringe e trato respiratorio inferior, pode facilitar,
como consequéncia patolégica, a infeccdo descrita como pneumonia por aspiracao
(PETROIANNI et al., 2006). A predisposicao a pneumonia aspirativa sugere que se deve
tratar com cautela o refluxo gastroesofagico. Partindo desse pressuposto, o objetivo deste
trabalho é relatar um caso clinico de pneumonia aspirativa decorrente de um episédio de
refluxo.

Paciente de raca Schnauzer miniatura, macho, com 01 ano de idade, foi atendido
na unidade clinica com histérico de émese, diarreia, altera¢des na frequéncia respiratéria
e dispneia recentes. No exame fisico, foi observado o tempo de preenchimento capilar
menor que trés segundos, temperatura normal e mucosas normocrémicas. A auscultacéo,
foi identificada a presenca de estertores, com maior intensidade no campo pulmonar
direito. Foram solicitados exames complementares, incluindo hemograma completo,

alanina aminotransferase (ALT), creatinina, e radiografia de térax e eséfago.

Hemograma completo
Série Valores Valores de referéncia
Eritrocitaria encontrados espécie canina
Eritrécitos(/mm3) 5.930.000 5.500.000-8500.000
Hemoglobina(g/dl) 13.9 dez/18
Hematocrito 41.0 37-55
V.G.M (fL) 69.1 60-77
C.H.GM 33.9 32-36
plzg?;zltri]c?a-(rg/t{jl) 6.8 6.0-8.0
Plaquetas 371.000 200.000 a 500.000/mms3
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Série Valores Valores referencias
leucocitaria encontrados espécie canina
Leucocitos(/mmsg) 20.200/mm3 6.000 17.000/mm3
Mielbcitos 0 0 0
Metamieldcitos 0 0 0
Bastdes 0 00-03 00-30
Segmentados 77 15.554 60-77 3000-11.500
Linfocitos 22 4.444 12-30 1.000-4.800
Eosindfilo 1 202 02-10 100-1.250
Basofilos 0 0 RAROS
Monécitos. 0 0 03-10 150-1.350
AL.T. (TGP)
RESULTADO..............:60,00 UI/L  Valores de referéncia espécie canina
21 a102U/L Método: cinético UV-IFCC
Amostra: Soro
CREATININA
RESULTADO...............:0,60 mg/dI Valores de referéncia espécie canina 0,5 a

1,5mg/dl  Método: cinético
Amostra: Soro

Imagem 1: Radiografia de térax em projecao
ventro-dorsal.

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3

Imagem 2: Radiografia do torax em projecao
lateral.



Imagem 3: Radiografia de es6fago com Imagem 4: Radiografia de es6fago com
contraste, proje¢éo lateral contraste, proje¢éo ventro-dorsal

O hemograma mostra um aumento significativo nos leucécitos, sugerindo um processo
inflamatoério, enquanto os achados bioquimicos estavam dentro do padréo de normalidade.
Nas radiografias de térax foi detectada presenca de discreto conteudo gasoso e severa
opacidade nos campos pulmonares no lobo médio direito sugerindo processo infiltrativo.
Ao avaliar as imagens radiograficas do es6fago, constatou-se a presenca de conteudo
gasoso nas cavidades gastricas, auséncia de corpos estranhos radiopacos e com um
discreto deslocamento do trajeto da traqueia toracica e da silhueta cardiaca provocado
pelo acumulo de gas no eséfago, apontando a presenca de megaeséfago parcial.

O termo megaesbéfago é descrito como alargamento do eséfago. A primeira descricao
do megaesdfago foi feita por Sir Thomas Willis em 1674, quando o mesmo sugeriu
tratar-se de uma doenca em que era perdida a inibicdo do es6fago distal. Atualmente
estudos comprovaram que € uma condi¢cdo causada pela destruicao ou falta dos plexos
nervosos presentes no esdfago que resultam na distensdo esofagica com auséncia de
peristaltismo (TILLEY et al., 2003). As causas dessa afeccdo podem ser primarias ou
secundarias (ETTINGER et al.,, 1997). O nao relaxamento total do esfincter inferior
permite o livre refluxo de conteudo gastrico. Esse refluxo gastroesofagico ira induzir a
inflamacdo do mesmo devido a um quadro constante de vémitos (FOSSUM et al., 1997).
Essa inflamagcdo é chamada de esofagite, no cdo sendo o refluxo considerado a causa
mais comum (ADAMAMA-MORAITOU et al., 2002). No entanto o refluxo gastroesofagico
nao € descrito e relatado na medicina veterinaria como na medicina humana (WILSON
et al., 2006a). As principais complicacdes dessa afeccdo séo a estenose esofagica e a
pneumonia aspirativa secundaria aos episédios de regurgitacdo, associado com sinais
respiratorios como tosse, taquipneia ou dispneia (ADAMAMAMORAITOU et al., 2002;
SELLON & WILLARD, 2003).

Os achados na literatura corroboram com os dados no presente relato de caso, onde
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0 paciente apresentou todos os episodios descritos acima. Os resultas da radiografia
confirmam o megaeséfago (imagens 3 e 4) e como pode se observar a presenca de contetdo
gasoso no pulmao (imagem 1 e 2). Com os exames somados a anamnese chegou-se ao
diagnostico de pneumonia aspirativa. Para o tratamento foram prescritos os medicamentos
Domperidona 0,1 mg/kg, 3x ao dia, de forma continua. Como antibioticoterapia, a
associag¢ao de Sulfadimetoxina e ormetoprim, na dose de 160 mg/kg no primeiro dia de
tratamento e 80 mg/kg 1x ao dia durante trés dias, e finalmente o uso da doxiciclina
10mg/kg 1x ao dia durante quatorze dias. Foi prescrito também o uso de anti-inflamatorio
(Prednisolona) 1 mg/kg 1x ao dia, durante sete dias, e broncodilatador (Aminofilina) 6 mg/
kg 3x ao dia. Por fim para controle dos vémitos e refluxo, Metoclopramida 0,5 mg/kg, 3x
ao dia, Omeprazol 1 mg/kg, 2x ao dia durante quinze dias e alimentacdo em pequenas
guantidades 6x ao dia mantendo o comedouro e bebedouro elevados para que a cabeca
ndo fique baixa durante a ingestdo do alimento. O animal fez todo o tratamento indicado
e o0 estado do paciente hoje é estavel com boa escore corporal mas, como consequéncia
dos quadro apresentado, um retardo de crescimento.

Com base nos estudos da fisiologia pode-se associar esta infeccdo a alteracdes
nos sistemas digestivo, que afetaram o sistema respiratério, levando a mudanga no
equilibrio homeostatico do organismo e resultando em pneumonia. O refluxo originado
do acumulo de alimento no es6fago resultou em vémitos, levando a um desequilibrio
na calemia. Como consequéncia do refluxo, o animal adquiriu pneumonia aspirativa, ao
aspirar conteudos durante ato de vomitar, essa infec¢éo ira alterar o funcionamento de
troca gasosa devido a inflamacédo dos alvéolos pulmonares, o que causara dificuldade
de inspiracao e expiracao, além do desconforto toracico na hora de inflar o pulméo para
realizar a ventilagcao pulmonar. Neste relato, as informacdes colhidas durante a anamnese

e 0s exames radioldgicos foram essenciais para o diagnostico
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RESUMO: O processo de ensino-aprendizagem
gera grande demanda de atividades e
ensinamentos aos alunos cursantes das
disciplinas. O atividade

aluno exerce

incondicional, no auxilio ao professor durante a
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conducao das aulas, além do acompanhamento aos alunos com dificuldades no aprendizado
de algumas disciplinas. Foram acompanhadas as aulas da disciplina de Semiologia Veterinaria
durante o periodo do primeiro semestre letivo do ano de 2017. Tornou-se possivel verificar
a importancia das atividades de monitoria, para os processos de ensino e, aprendizado por
parte dos alunos, bem como a sua influéncia na formacéao pessoal e profissional do aluno
monitor.

PALAVRAS-CHAVE: medicina veterinaria, monitoria, semiologia veterinaria

ABSTRACT: The teaching-learning process generates a great demand for activities and
teachings to students taking courses in the disciplines. The student performs unconditional
activity, without assistance to the teacher while conducting classes, in addition to accompanying
students with difficulties in learning some subjects. They were followed as classes in the
discipline of Veterinary Semiology during the period of the first academic semester of 2017.
It became possible to verify the importance of monitoring activities, for the teaching and
learning processes of some students, as well as their influence on personal training. and
professional student monitor.

KEYWORDS: veterinary medicine, monitoring, veterinary semiology

Durante a formac&o académica, do Curso de Medicina Veterinaria, é requerido
aos alunos o aprendizado teérico sobre diversos assuntos relacionados a Semiologia
Veterinaria, além do dominio pratico de técnicas semioldgicas executadas durante a
rotina Médico Veterinario. Genericamente, os componentes curriculares dos cursos de
graduacao em Medicina Veterinaria preveem a formagcao de um profissional generalista,
humanista e critico, capaz de desempenhar suas atividades em todos os campos de
atuacao do médico veterinario (LESNAU; SANTOS, 2013).

A disciplina de Semiologia Veterinaria é de extrema importancia para o diagnoéstico
clinico através da interpretacéo das informacdes obtidas pela anamnese e exame fisico
meticuloso, e também é pré-requisito para as disciplinas de clinica médica de animais
de companhia e producdo. A mesma aborda tépicos como exame fisico geral ou de
rotina, além de exames especificos dos sistemas cardiovascular, respiratorio, urinario,
digestorio de ruminantes e ndo ruminantes, locomotor, nervoso, reprodutor masculino e
feminino, e tegumentar de pequenos e grandes animais. Tendo por objetivo a capacitacao
dos discentes na observacéo de signos nédo verbais que ajudardo a compor um melhor
diagnostico.

Nesse sentido, a presenca do monitor durante as aulas praticas é de suma importancia
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ao aprendizado dos cursantes da disciplina. Além do mais, o auxilio durante os momentos,
que ndo em aula, permite o refor¢o da técnica pratica e maior fixagdo do contetdo teoérico.

O presente estudo teve por objetivo relatar as experiéncias adquiridas durante a
realizacdo da monitoria académica junto a disciplina de Semiologia Veterinaria, do Curso
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Goias-UFG, Regional Jatai.

A disciplina de Semiologia Veterinaria, ofertada aos alunos do quinto periodo
da graduacgao, possui a carga horaria de 80 horas, sendo administradas 48 horas de
conteudo tedrico e 32 horas de pratica. Os assuntos abordados durante as aulas praticas
da disciplina foram ministradas na area experimental destinada ao atendimento clinico de
animais de producédo da UFG Jatai, e no Hospital Veterinario, para animais de companhia,
sob coordenacéao da Dra. Professora Cecilia Nunes Moreira.

As aulas praticas eram formadas por subturmas de alunos inscritos na disciplina,
com 8 a 12 discentes por turma, atendendo as Diretrizes Curriculares Nacionais para os
Cursos de Medicina Veterinaria. Os inscritos na disciplina realizaram diversas atividades
de investigacGes semiologicas obedecendo ao planejamento descrito na ementa da
disciplina. O ensino dos testes semiolégicos dos sistemas cardiovascular, respiratério,
urinario, digestivo de ruminantes e ndo ruminantes, locomotor, nervoso e reprodutor
feminino e masculino, de pequenos e grandes animais, dentre outros, foram conduzidos
sob auxilio do monitor.

Na realizacdo de praticas com animais de produgdo, o aluno monitor atuou na
demonstracao individual de todos os instrumentos utilizados para realizagado dos exames,
como os diversos tipos de sondas nasograstricas, plexores e pleximetros, estetoscépios,
termémetros, aparelho deiluminacéo, luvas de procedimento e de palpacgao retal, otoscopio,
especules vaginais, frascos de acondicionamento de amostras e diferentes exemplos de
ferramentas para contencdo dos animais utilizados no processo, entre outros. Durante o
ensino das técnicas de como realizar os testes semiol6gicos, tais como teste da gaveta
e manobra do sinal de ortolani para avaliagcdo de membros locomotores de pequenos
animais, teste de estase venoso positivo ou negativo e teste do pulso carétido transmitido
para visualizacdo de afecg¢des cardiovasculares, teste de reacdo de posicionamento
proprioceptivo e teste de reacdo do impulso postural extensor para estudo de patologias
no sistema nervoso central, foram demonstradas as ferramentas utilizadas na execucgéo,

bem como o posicionamento ideal do animal e do discente para a melhor realizagdo do
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mesmo, além do que foram discutidas as diferentes interpretacdes possiveis em situacoes
normais e em casos de enfermidade na anatomia testada. Ressalta-se que todos os
exames ocorridos foram todos supervisionados pelo discente monitor.

O reforgco aos alunos com maiores dificuldades no aprendizado dos conteudos foi
realizado estabelecendo-se uma programacao semanal, disponibilizado aos alunos.
Durante as monitorias a este grupo de estudantes foram abordados assuntos conceituais,
de realizacédo e interpretacdo dos testes semioldgicos. Aléem do mais, realizou-se o
estudo de casos clinicos, com o objetivo de concretizar o que foi aprendido e aumentar a
sensibilidade dos estudantes em relagcdo aos exames semioldgicos. Por fim, foi discutido
e ressaltado a importéncia da anamnese e o prognostico em todos 0os casos apontados
durante os reforgos.

Durante o periodo de assessoramento ao professor durante aulas teéricas e
praticas, além dos alunos, foi possivel compreender a importancia em que a atividade
de monitoria exerce sobre a propria formacédo académica do aluno monitor. Destacam-se
o entendimento aprofundado das técnicas de realizagcdo dos testes gerais e especificos
semioldgicos, bem como o aprendizado da oratéria e lideranca de grupos, importantes ao
monitor que almeja ingressar na carreira académica, como relatado por BORSATTO et al.
(2006)

Foi possivel verificar maior fugacidade e agilidade do professor na ministracao das
aulas praticas na presenca do aluno monitor. Essa observacao se faz verdadeira devido
ao fato do monitor ser capaz de atuar na preparacdo dos materiais utilizados em aula,
além da disseminacdo do contetudo ensinado, durante as aulas, aos alunos cursantes
da disciplina. HAAG et al (2008) relata sobre a importancia positiva dos programas de
monitoria no processo de ensino-aprendizagem.

Em debate direto com os alunos verificou-se que a satisfacdo dos mesmos em
relacdo a forma em que as aulas foram conduzidas, por ocasido da participagdo do monitor,
auxiliando nas aulas praticas e dinamicas realizadas. Acrescenta-se que foi possivel
também, verificar a melhora nos indices de aprendizado de alunos com dificuldades de
aprendizado que foram acompanhados pelo monitor durante o periodo letivo, isto se faz
verdadeiro devido ao fato de que, aqueles que compareciam assiduamente as monitorias
foram os que obtiveram maiores notas e indices de aproveitamento na disciplina, com
médias acima de 85%. Por outro lado, aos que ndo acompanhavam com frequéncia os
reforcos obtiveram notas menores, com médias abaixo de 70%, e, por fim, aos que nunca
marcaram presenca foram ndo alcancaram a média estabelecida pela emenda, sendo

assim, reprovados.

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3



De posse dos resultados obtidos durante e no fim do periodo de aula é possivel
verificar a importancia em que o aluno monitor exerce durante o auxilio as aulas e alunos.
A atividade de monitoria contribui diretamente para a formacéo pessoal e profissional do

monitor, além de um melhor aproveitamento da disciplina por parte dos alunos cursantes.
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RESUMO: O trabalho teve como objetivo
investigar por meio de pesquisa consultiva, se
produtores do Parand procuram estabelecer
as boas praticas no uso de medicamentos, a
fim de evitar a contaminagdo dos alimentos. A
pesquisa foi realizada por meio de questionario
virtual. O método de amostragem utilizado foi
ndo-qualitativa. Cooperaram com o trabalho
51 produtores rurais do estado do Parana.
De acordo com os resultados encontrados, foi
observado que boa parte dos produtores nao
fazem consulta com o médico veterinario, e
que acabam utilizando medicamentos fora do
prazo de validade. Foi possivel concluir que sao
necessarias medidas para estabelecer as boas
praticas no uso de medicamentos veterinarios,
a fim de garantir a qualidade do alimento, seja
para subsisténcia ou para comercializagcéo, e
evitar outros problemas como contaminacao
ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos.
Seguranca alimentar.

Residuos.
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ABSTRACT: The work aimed to investigate, through consultative research, whether
producers in Parana seek to establish good practices in the use of medicines, in order to
avoid contamination of food. The survey was carried out through a virtual questionnaire.
The sampling method used was non-qualitative. 51 rural producers in the state of Parana
cooperated with the work. According to the results found, it was observed that most of the
producers do not consult with the veterinarian, and that they end up using medicines that
are out of date. It was possible to conclude that measures are necessary to establish good
practices in the use of veterinary medicines, in order to guarantee the quality of the food, either
for subsistence or for commercialization, and to avoid other problems such as environmental
contamination.

KEYWORDS: Food. Waste. Food security.

Os medicamentos veterinarios quando usados de forma incorreta podem levar
a contaminagcdo do alimento de origem animal devido aos residuos que podem ficar
armazenados nos tecidos, gorduras ou serem secretados pelo leite, comprometendo assim
a seguranca e a qualidade dos alimentos. Os niveis maximos de residuos ndo devem
ultrapassar os limites maximos previstos pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), para carne, leite, ovos, mel e pescado, bem como pelo Programa
de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet), para leite
UHT, leite em po e leite pasteurizado (SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

Como consequéncia da presenca de residuos nos alimentos, o consumidor pode
desenvolver quadros como alergias mais brandas a intoxicacdo mais severa, gerando
sérias consequéncias para a saude publica, ja que esses aditivos nao agregam nenhum
valor nutricional para quem esta consumindo. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
verificar por meio de pesquisa consultiva, se produtores do Parana procuram estabelecer
as boas praticas no uso de medicamentos, a fim de evitar a contaminagéo dos alimentos.

A pesquisa foi realizada por meio de questionario. Os produtores entrevistados
participaram da pesquisa de forma voluntéria virtual. A analise de dados foi do tipo néo
qualitativa. Cooperaram nesta pesquisa 51 produtores rurais do estado do Paran4, das
cidades de Jataizinho, Sertané6polis, Assai, Londrina, Ibipora, Faxinal, Nova América da
Colina, Leopdlis, Terra Boa, Jussara, Cianorte, Jaguapita e Cambé.
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De acordo com os resultados encontrados foi observado que boa parte dos produtores
nao fazem consulta com o médico veterinario todas as vezes que necessitam utilizar
algum produto medicamentoso.

Embora leiam a bula para ver a forma correta de uso dos farmacos e verifiquem
a validade dos produtos, por vezes acabam utilizando medicamentos fora do prazo de
validade, por conta disso, outra grande preocupacgao esta na taxa de animais intoxicados
pelo mau uso dos medicamentos nas propriedades da pesquisa (Gréafico 1). A intoxicacao
animal pode ter relagdo também com o nivel de conhecimento de quem manipula os
produtos, sendo que a maioria n&o sabe por exemplo o que é periodo de caréncia, e que
a presenca de residuos de medicamentos nos alimentos podem gerar danos a saude
humana ao consumi-los (Grafico 2).

OLHA VALIDADE DOS PRODUTOS LE A BULA PARA VER DOSE E ANIMAL INTOXICADO POR USO DE
FORMA DE USO MEDICAMENTO NA PROPRIEDADE

Usa
vem:ld%

14% i

Sim
29%

Sim
Nao 76%
10%

Grafico 1 — Comportamento dos produtores ao ministrar medicamento, e intoxicagdo animal nas
propriedades.

SABE QUE OS RESIDUOS CAUSAM

DANOS A SAUDE DE QUEM SABE O QUE E PERIODO DE
CONSOME O ALIMENTO? N CARENCIA
Nao o
0,
Nao e
2%
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96%

Grafico 2—Nivel de conhecimentos dos produtores da pesquisa.

Outro ponto observado e de grande importancia, esta no correto armazenamento
dos medicamentos dos quais a maioria dos produtores nao observam a temperatura que
devem ficar armazenados, além disso o descarte dos frascos € um fator de preocupacao
para a saude publica, devido a possibilidade de contaminagcédo ambiental com o descarte
incorreto dos produtos (Grafico 3).
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DESCARTE DOS PRODUTOS
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Grafico 3 —Como é feito o descarte dos frascos dos medicamentos apés o uso.

Varias medidas ja foram implementadas a fim de tentar solucionar a probleméatica na
presenca de residuos medicamentosos em alimentos, como a proibicdo do uso de alguns
medicamentos como o cloranfenicol, tetraciclinas e sulfonamidas sistémicas, bem como a
regulamentacédo do uso de avermectinas (CASELANI, 2014).

Foi possivel concluir que sdo necessarias medidas para estabelecer as boas praticas
no uso de medicamentos veterinarios, a fim de garantir a qualidade do alimento, seja
para subsisténcia ou para comercializagéo, e evitar outros problemas como contaminacao
ambiental. E preciso uma maior ampliacdo dos programas governamentais, pois s&o
essenciais para conduzir e avaliar a exposicdo humana a estes compostos e o potencial
risco para a saude do consumidor, para isto também é preciso regulamentar as vendas

nas lojas agropecuéarias afim de controlar o uso indiscriminado.

CASELANI, K.. Residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal. Arquivos de
Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR. Umuarama — PR, v.17, n.3, p. 189-197, jul./set. 2014.

SILVA, E.P.; SOUZA, J.R.; CALDAS, E.D.. Residuos de medicamentos veterinarios em leite e ovos.
Quimica Nova. Sao Paulo, v.37, n.1, p. 111-122, 2014.
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RESUMO: Os testes de avaliacdo renal
detectam o acumulo de substancias presentes
no sangue e na urina. Estes levam a
apresentacdo de sinais agudos e cronicos,
que sao oriundas de diversas causas, como:
nefrotoxinas, hipotensao, desidratacéo,
isquemia, traumatismos, trombos, entre outras.
A insuficiéncia renal acomete animais de todas
as idades e ragas. Sua detecgéo precoce é de
extrema importancia, pois quanto mais rapido
o diagnostico, melhor serd o prognéstico do

animal. Hoje, ja existem varias formas de
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diagnostico para detecgao de insuficiéncia renal
nos caes. O objetivo do presente trabalho é
revisar sobre as principais formas de deteccéao
de faléncia renal em cées.
PALAVRAS-CHAVE: Animais.
Faléncia. Rim.

Diagnostico.

ABSTRACT: The renal evaluation tests detect
the accumulation of substances present in the
blood and urine. These lead to the presentation
of acute and chronic signs, which come
from several causes, such as: nephrotoxins,
hypotension, dehydration, ischemia, trauma,
thrombi, among others. Renal failure affects
animals of all ages and races. Its early detection
is extremely important, because the faster the
diagnosis, the better the animal’s prognosis.
Today, there are already several forms of
diagnosis for detecting renal failure in dogs. The
aim of this work is to review the main ways of
detecting kidney failure in dogs.

KEYWORDS: Animals. Diagnosis. Bankruptcy.
Kidney.



Os rins possuem a funcéo de filtrar o sangue, retirando agua e residuos metabdlicos
fabricados por variados érgaos, dentre outras substancias (MORSCH; VERONESE, 2011).
Este também é responsavel pela producéo de prostaglandinas, renina, eritropoietina e
cininas, assim como realiza a ativacdo da vitamina D e é sitio de atuacdo de outros
hormédnios. A nao funcionalidade dos rins leva a diversos sintomas, como hipertensao
arterial, anemia, hiperparatireoidismo, etc. (FORRESTER, 20083).

A insuficiéncia renal cronica € decorrente da decaida progressiva do numero de
néfrons operantes nos rins de caes. Por meio da filtragdo glomerular ha excrecao de ureia,
fosforo, creatinina, dentre outros, os quais sdo retidos com a perda da funcéo excretora
na insuficiéncia renal (KAWASAKI, 2010).

O processo de leséo celular pode ser causado por um fator renal priméario ou por
fatores secundarios que atuam no avanco da doenca (KAWASAKI, 2010).

A taxa de filtracdo glomerular decai com a perca de fung¢do dos rins. Portanto, os
produtos normalmente eliminados na urina, oriundos da degradacao proteica, sédo retidos
e acumulam na circulagdo. O excesso destes componentes nitrogenados no sangue,
denomina-se azotemia, sendo assim encontrados niveis de creatinina e ureia aumentados
no mesmo. Os sinais clinicos apresentados nos animais, sdo secundarios a azotemia e
denominados de uremia. Se ndo haver presenca de sinais clinicos, o animal esta azotémico
e nao urémico. (MENESES, 2011).

Brown et al. (1997, p. 100) afirma:

Ainsuficiéncia renal apresenta duas fases, aguda e crbnica. A fase aguda é caracterizada
pela reversibilidade dos danos morfolégicos, podendo haver restauracdo da fungao
do néfron, enquanto que a fase cronica é marcada por lesbes estruturais e funcionais
irreversiveis, sendo esta a forma de maior prevaléncia da afeccéo renal em cées e gatos.
Com a precocidade do diagnéstico ha a possibilidade de uma reversdo da doenca

renal e o comec¢o de um adequado tratamento (BORGES et al. 2008).

O presente trabalho trata-se de umarevisao bibliografica onde buscou-se informacées
sobre testes bioquimicos para detecgcdo renal em cées, tais como definicdo e principais
testes, utilizando as bases de dados do Google Académico (scholar.google.com.br),
SciELO (scielo.org) e PubMed (ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) com as seguintes estratégicas
de busca: (1) teste bioquimicos para caes, (2) funcéo renal em cées, (3) deteccédo de
faléncia renal em cées e (4) kidney failure in dogs. Os dados foram coletados do periodo
de 02 de outubro a 05 de novembro do ano de 2018. A pesquisa foi limitada a artigos
publicados no periodo de 1997 a 2018.
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Sao os exames preconizados, primeiramente, para diagnoOstico de insuficiéncia
renal. A creatinina é filtrada nos glomérulos e eliminada, sem ser reabsorvida, na urina.
Ja a ureia é filtrada pelos glomérulos e lentamente reabsorvida. Todavia, preserva-se os
valores normais de suas concentragdes séricas até que mais de 66% dos néfrons sejam
acometidos (FREITAS et al. 2014).

A ureia sofre influéncia, em seus valores, de varios fatores extra renais. Porém a
creatinina € um indicativo mais confiavel para medir as variagdes da fung¢ao renal (KOCH
et al. 2013).

Por apresentarem alteracbes apenas com um comprometimento renal grande,
sua baixa especificidade e sensibilidade proporcionam tratamento e diagnéstico tardio,
impedindo as medidas de prevencéao e aumentando a mortalidade dos animais acometidos
(MAGRO; VATTIMO, 2007).

Segundo Sink e Feldman (2006, p. 4), “A urinalise é composta de testes laboratoriais
que avaliam as propriedades fisicas e quimicas de uma amostra de urina. Além disso, o
sedimento da urina € avaliado microscopicamente.”

A urindlise é de grande importancia no meio veterinario, pois traz referéncias de
varios 6rgaos e sistemas, ndo apenas do trato urinario. A qual é dividida em trés fases:
exame fisico, quimico e do sedimento (BIONDO et al. 2008).

No exame fisico os principais parametros utilizados sao: volume, cor, odor, aspecto

e a densidade especifica da urina (CHEW et al. 2012).

A densidade especifica é a comparacao de sua massa com a de volume igual de
agua, a qual reflete o grau de solutos presentes e o seu peso (CHEW et al. 2012). Ao
estimar o grau de solutos presentes, a capacidade de concentracéo renal também é
medida. E considerado valores normais de densidade no céo de 1.015 a 1.045, utilizando,
principalmente, os refratbmetros (MENESES, 2011).

A densidade urinaria diminuida possui como causas principais: nefrite intersticial
crbnica, uremia, diabete insipida, piometra, terapias com corticoide e a isostenuria. E
as principais causas de densidade aumentada s&o: nefrite intersticial aguda, nefrite
generalizada aguda, diabete melito e glicosuria renal priméria, casos de desidratagdes,
febre, edema e em choques. (GARCIA-NAVARRO, 2005).

J& no exame quimico temos como parametros: pH, proteinas, glicose, corpos
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cetdnicos e sangue (CHEW et al. 2012).

A presenca de proteinas na urina € normalmente pequena e ndo encontrada nas tiras
urinarias. Mas podem estar alteradas, de acordo com o tipo de coleta, a concentragéo e
o0 sexo do animal. Entdo, é preciso deixar claro a origem deste aumento de proteinas
(proteinuria), podendo, o mesmo, ser de origem pré-renal, renal e pos-renal. A sua
avaliacao deve ser associada aos achados clinicos, aos sedimentos e a luz da densidade
urinaria (BIONDO et al. 2008).

E no exame do sedimento, temos: células epiteliais, cilindros, cristais, eritrocitos,
leucocitos, bactérias, fungos, leveduras e ovos de parasitos (CHEW et al. 2012).

A presenca de pequenas quantidades de células epiteliais € considerada normal.
O tamanho destas é variavel de acordo com sua origem, podendo ser transicionais, de
origem tubular renal ou descamativa (SINK; FELDMAN, 2006; GARCIA-NAVARRO, 2005).

Células epiteliais renais: seu aumento indica descamacédo tubular (GARCIA-
NAVARRO, 2005).

Séao considerados estruturas compridas com extremidades fechadas ou arredondas.
Formados no tubulo contornado distal do néfron, compostos de matriz mucoprotéica e
de diversas células. Os cilindros séo classificados como hialinos, céreos, gordurosos,
epiteliais, hemoglobinicos, granulares, hematicos, leucociticos e largos (SINK; FELDMAN,
2006).

Cilindros céreos: encontrados apenas em casos cronicos, como na sindrome
nefrética, amiloidose renal e nefrites (GARCIA-NAVARRO, 2005).

A concentracdo de proteina na urina é medida com a divisdo da mesma pela
concentragao de creatinina. Assim, é possivel mensurar a gravidade das lesdes nos rins,
a gradacéao da doenca e a resposta ao tratamento. Esta possui uma vantagem em relacao
as tiras reagentes na deteccado de proteinas na urina, a qual ndo interfere na solugao
do volume da amostra e da concentracdo de urina. Além de n&o correrem o risco de
um resultado falso-negativo, quando houver baixas concentracbes em amostrar diluidas
(MENESES, 2011).

A arginina metilada € um subproduto da metilacdo da proteina intracelular,

subsequente da quebra de proteinas. A arginina possui trés variantes importantes,
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sendo eles: procedentes da arginina dimetilada, dimetilarginina assimétrica (ADMA) e
dimetilarginina simétrica (SDMA). Este ultimo, estd sendo utilizado como biomarcador
precoce de lesdo renal e como controlador de animais nefropatas, os quais a ureia e

creatinina encontram-se normais. (NASCIMENTO et al. 2017).

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou uma anélise dos principais
exames para deteccdo de faléncia renal em caes. Os exames citados possuem
caracteristicas distintas, e devem ser considerados de acordo com as necessidades do
paciente. Também deve-se analisar o tempo de mudancga nos resultados destes testes,
tendo como recurso um diagndstico precoce e de um prognéstico favoravel em varios
casos. E quando possivel, € aconselhado o uso de varios parametros para alcangar um
diagnostico de melhor coeréncia. Diante disso, € nitido a importancia dos testes para
deteccao de faléncia renal na rotina clinica do Médico Veterinario.
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RESUMO:
taurinas, com idade de 17,1+3,2 meses e
ECC de 2,95+0,45 (D-50) e 3,46+0,28 (D-10)
(1=magra e 5=0besa), nas quais realizou-se

Foram utilizadas 492 novilhas

a primeira avaliacdo de ETR 50 dias antes
(D-50) e no dia de inicio do protocolo de IATF
(D-10) através de ultrassonografia transretal.
No D-50 os animais foram alocados em
grupos: G1 com ETR de 3,47+0,45 (n=165)
foram induzidas com 150mg de progesterona
injetavel (P4Inj.; Sincrogest®, Ouro Fino Saude
Animal), o G2 com ETR de 3,48+0,55 (n=173)
foram induzidas com P4inj no D-50 e posterior
aplicacdo de 1mg de cipionato de estradiol
(CE; SincroCP®) no D-38 e um grupo controle
que néo recebeu nenhum tratamento (n=151)
com ETR de 4,69+0,51, entre as quais ja havia
61,6% (93/151) das novilhas ciclicas. Apos 30
dias da realizacao do protocolo de IATF foi feito
o diagnéstico de gestagcdo, as novilhas nao
gestantes foram ressincronizadas. A taxa de
ciclicidade no D-50 e D-10 no G1 foi de 0% e
62,5%; G2 de 0% e 66,5% e controle de 61,6% e
66,9%, respectivamente (P=0.0001). A prenhez
a IATF no G1 foi 51,5% (85/165) [Anestro
29,5% (18/61), CL 64,4% (67/104)]; G2 50,3%
(87/173) [Anestro 29,3% (17/58), CL (60,9%
(70/115)] e controle 55,0% (83/151) [Anestro
15,7% (8/51), CL 75% (75/100)] (Anestro x CL,
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P=0,001). A prenhez final foi para G1 85,8% (109/127) [Anestro 75% (33/44), CL 91,6%
(76/83)], G2 90,6% (116/128) [Anestro 74,4% (29/39), CL 97,8% (87/89) e controle 81,5%
(123/151) [Anestro 56,9 (29/51), CL 94% (94/100)] (P=0.04). Os dois protocolos de inducao
foram eficientes em induzir a ciclicidade em novilhas taurinas. Os resultados demonstram
que a inducao de novilhas pré-puberes permite atingir indices similares as novilhas que ja se
encontravam ciclicas 50 dias antes do inicio da ER.

PALAVRAS-CHAVE: IATF, novilhas, inducao da ciclicidade.

ABSTRACT: Bos taurus heifers (n=492) were used, aged 17.1 + 3.2 months and body
condition score (BCS) of 2.95 + 0.45 (D-50) and 3.46 +0.28 (D-10) (1 = thin and 5 = obese),
in which the first RTS assessment was performed 50 days before (D-50) and on the day the
TAI protocol started (D-10) using transrectal ultrasound. At D-50 the animals were allocated
to groups: G1 with RTS of 3.47 + 0.45 (n = 165) were induced with 150mg of injectable
progesterone (P4Inj .; Sincrogest®, Ouro Fino Saude Animal), G2 with RTS of 3.48 + 0.55
(n = 173) was induced with P4inj at D-50 and subsequent application of 1mg of estradiol
cypionate (CE; SincroCP®) at D-38 and a control group that received no treatment (n =
151) with an RTS of 4.69 + 0.51, among which there were already 61.6% (93/151) of cyclic
heifers. After 30 days of carrying out the TAI protocol, the pregnancy diagnosis was made,
the non-pregnant heifers were resynchronized. The CL rate in D-50 and D-10 in G1 was 0%
and 62.5%; G2 of 0% and 66.5% and control of 61.6% and 66.9%, respectively (P = 0.0001).
Pregnancy at TAl in G1 was 51.5% (85/165) [Anestro 29.5% (18/61), CL 64.4% (67/104)];
G2 50.3% (87/173) [Anestro 29.3% (17/58), CL (60.9% (70/115)] and 55.0% control (83/151)
[Anestro 15.7 % (8/51), CL 75% (75/100)] (Anestrus x CL, P = 0.001). The final pregnancy
was for G1 85.8% (109/127) [Anestrus 75% (33/44), CL 91.6% (76/83)], G2 90.6% (116/128)
[Anestrus 74.4% (29/39), CL 97.8% (87/89) and control 81.5 % (123/151) [Anestrus 56.9
(29/51), CL 94% (94/100)] (P = 0.04) The two induction protocols were efficient in inducing
cyclicity in Bos taurus heifers.

KEYWORDS: TAl, heifers, induce cyclicity

O alvo dos sistemas de cria € a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, e para
isso, prioriza-se taxas consideraveis de prenhez. Desse modo, quanto antes as
fémeas de reposicdo estiverem aptas para serem expostas ao servico, maior seréo 0s
indices gestacionais daquela estacdo e mais rapido sera o retorno financeiro sobre o
investimento. Um dos fatores determinantes para o sucesso da pecuaria de corte é o inicio
da puberdade de novilhas dentro do sistema de producédo animal (SA FILHO; TORRES-
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JUNIOR; PENTEADO; GIMENES et al., 2010).

Para cumprir este proposito, as novilhas devem ter uma concepc¢édo adequada
durante sua primeira estacao reprodutiva. Para tanto, a maioria das novilhas deve estar
apresentando ciclo estral regular ja ao inicio desta estacédo (QUADROS; LOBATO, 2004).

A puberdade €, sem sombra de duvida, o marco inicial do processo reprodutivo e
produtivo, com reflexos nos aspectos econédmicos e no melhoramento genético, uma vez
que sua antecipacgao proporciona retorno mais rapido do investimento, aumenta a vida util
das matrizes, ao mesmo tempo em que permite maior intensidade de selecéo e reduz o
intervalo entre geracgdes, resultando assim em maior ganho genético (EMERICK; DIAS;
GONCALVES; MARTINS et al., 2009).

Apds o nascimento das bezerras, as concentracdes séricas do horménio luteinizante
(LH) diminuem. A partir da 10 semana de vida, estendendo-se até a 222 semana, observa-
se um aumento gradativo na secrecéo de LH, quando ocorre decréscimo na secrecéo de
LH caracterizando uma segunda fase de contencédo da atividade gonadal. Na fase que
antecede a puberdade o aumento na secre¢céo do Horménio Liberador de Gonadotrofinas
(GnRH) desencadeia um novo aumento na liberacdo de LH, restabelecendo a atividade
gonadal e dando inicio ao periodo de maturidade sexual (EVANS; CURRIE; RAWLINGS,
1992).

O desenvolvimento folicular & dindmico uma vez alcangada a fase de crescimento
rapido; o(s) foliculo(s) deve(m) atuar através de uma adequada estimula¢céo gonadotropica
em um curto intervalo de dias, ou o resultado é a morte do foliculo. Se o foliculo antral de
crescimento rapido néo for exposto a um ambiente gonadotropico apropriado, a atresia
(regressao) dos foliculos inicia-se imediatamente (DAY; ANDERSON, 1998). Aimportancia
da exposicéo prévia a progesterona para a manifestacao do estro foi sugerida para o gado
leiteiro em func&o da observacéo de uma incidéncia de estro reduzida durante a primeira
ovulagcao poés-parto (DAY; ANDERSON, 1998).

Provavelmente a exposi¢ao prévia a progesterona do protocolo de sincronizacao
colaborou para finalizacdo da maturagdo do sistema nervoso central e genitalia tubular
das novilhas (RODRIGUES; PERES; LEMES; MARTINS et al., 2013).

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi comparar dois protocolos, a base de
progesterona injetavel ou associada a cipionato de estradiol na inducédo da ciclicidade
em nuliparas Bos taurus taurus. Foram acompanhadas a taxa de ciclicidade, evolugao do
Escore de Trato Reprodutivo (ETR), taxa de manifestacao de estro e taxa de prenhez).

No presente estudo realizado no ano de 2018 durante a estacao reprodutiva de
70 dias, 489 novilhas taurinas, com idade de 17,1+3,2 meses e foram submetidos a
uma primeira avaliacdo do escore de condi¢cdo corporal (ECC) 50 dias antes do inicio
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do protocolo de IATF com média de 2,95+0,45 (D-50) e 3,46+0,28 (D-10) (1=magra e
5=0besa), e do escore de trato reprodutivo (ETR) 50 dias antes (D-50) e no dia do inicio do
protocolo de IATF (D-10) através da ultrassonografia transretal sendo possivel classificar
as novilhas em relacdo ao “grau de maturagdo do trato reprodutivo” avaliando o Utero e
ovarios antes da estacdo de monta, mesmo que por palpacao retal no inicio da estacéo de
monta. Uma possibilidade € a classificacdo de 1 a 5 (ANDERSON; LEFEVER; BRINKS;
ODDE, 1991; HOLM; THOMPSON; IRONS, 2009) que leva em consideragao o diametro
e ténus dos cornos uterinos de grau 1 (<20mm) a grau 5 (>30mm) e os ovarios de grau
1 (sem estruturas) a grau 5 (presenca de CL) (ETR 1=didametro de corno uterino <15mm
e auséncia de foliculos; 2=diametro de corno uterino de 15 a 20 mm e foliculos de 8mm;
3=didmetro de corno uterino de 20 a 25 mm e foliculos de 8 a 10 mm; 4=corno uterino =
25mm e foliculos = 10mm; 5=corno uterino = 25 mm e presenca de CL).

No dia da primeira avaliagcado (D-50) os animais foram alocados em trés diferentes
grupos (Figura 1): o Grupo 1 (G1) com ETR médio de 3,47+0,45 (n=165) onde as novilhas
foram induzidas com 150mg de progesterona injetavel (P4Inj.; Sincrogest®, Ouro Fino
Saude Animal), o Grupo 2 (G2) com ETR de 3,48+0,55 (n=173) foram induzidas com
P4inj no D-50 e posterior aplicacdo de 1mg de cipionato de estradiol (CE; SincroCP®,
Ouro Fino Saude Animal) no D-38 e um Grupo controle (G3) que nao recebeu nenhum
tratamento (n=151) com ETR de 4,69+0,51, entre as quais ja havia 61,6% (93/151) das
novilhas ciclicas. No inicio do protocolo de IATF (D-10) todos os animais receberam
2mg de benzoato de estradiol im (Sincrodiol®, Ouro Fino Saude Animal), 12,5mg im de
Cloprostenol sédico (Sincrocio®, Ouro Fino Saude Animal) e dispositivo intravaginal de
progesterona (DIP; Sincrogest® 1g, Ouro Fino Saude Animal). No oitavo dia do protocolo
de IATF (D-2) foi aplicado 1mg de CE, 300 Ul de gonadotrofina coriénica equina im (Sincro
eCG®, Ouro Fino Saude Animal), 25 mg de Cloprostenol sédico e remocao do DIP. A
inseminacao artificial foi realizada 48 horas apés a remocao do DIP (D-0). O diagnéstico
de gestacao foi realizado 30 dias apds IATF por ultrassonografia transretal, as novilhas
ndo gestantes foram ressincronizadas.

A analise estatistica foi realizada utilizando o SAS System for Windows (SAS Institute
Inc., Cary, NC, EUA, 2000). As variaveis explicativas consideradas para inclusdao nos
modelos estatisticos foram BCS, tratamentos, presenca de CL no DO, ETR e ECC. As
variaveis dependentes (diametro folicular, taxa de cio e taxa de prenhez foram analisadas
por ANOVA usando PROC GLM. As variaveis de resposta foram analisadas pelo Glimmix
do SAS, utilizando a distribuicdo de resposta Gaussiana, ndo bloqueados e incluiram
efeitos fixos: condicdo do escore corporal, tratamento e ETR. A ocorréncia de taxa de
estro prenhez da IATF foram analisadas pelo procedimento Glimmix do SAS, as médias
comparadas pelo teste de Tukey-Kramer e as diferencas consideradas significativas
quando P =< 0,05.
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Grupo 1: n=165
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150mg sincrogest (1mL) ¢
¢ Sincrogest 1g P4 novo ou usado l
* — // ° o— o
D-50 D-38 D-10 D-2 DO D30
o us
Grupo 2: n=173 us 1mg CE
2mg BE + 300U eCG
12,5mg PGF2a 25mg PGF2a 1A DG
US + ETR + ECC ‘L ¢
150mg sincrogest (1mL) 1mg CE
J[ Sincrogest 1g P4 novo ou usado
— e // ® — * *
D-50 D-38 D-10 D-2 DO D30
us
Controle: n= 151 us 1mg CE
SMEBEE 300Ul eCG
12,5mg PGF2a 25mg PGF2a 1A DG
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D-50 D-38 D-10 D-2 DO D30

Figura 1: Delineamento Experimental

A taxa de prenhez a IATF e prenhez final em novilhas que ndo apresentavam corpo

luteo (CL) no dia 0 (D0O) da IATF, quando submetidas previamente a inducdo pode ser

observada na Tabela 1.

A taxa de ciclicidade (presenca do CL) no D-50 e D-10 no G1 foi de 0% e 62,5%; G2
de 0% e 66,5% e controle de 61,6% e 66,9%, respectivamente (P=0.0001). A prenhez a
IATF no G1 foi 51,5% (85/165) [Anestro 29,5% (18/61), CL 64,4% (67/104)]; G2 50,3%
(87/173) [Anestro 29,3% (17/58), CL (60,9% (70/115)] e controle 55,0% (83/151) [Anestro
15,7% (8/51), CL 75% (75/100)] (Anestro x CL, P=0,001). A prenhez final foi para G1
85,8% (109/127) [Anestro 75% (33/44), CL 91,6% (76/83)], G2 90,6% (116/128) [Anestro
74,4% (29/39), CL 97,8% (87/89) e controle 81,5% (123/151) [Anestro 56,9 (29/51), CL

94% (94/100)] (P=0.04).

TATMENTOICL  prare s, WEDADEDIAS DAST A
P4INJ (85; /'15;/;) (1%59'/81?7) 15.9 = 1.91
0 "E?gg‘;)a 7(23%4)3 27.2+3.92a
1 (g’;‘ /'14;/2) (%'gé’) 10.3 +1.93
P4INJCIP (853/'3;/:‘;’) (12%/‘_5:2/"8) 157 £1.9
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29.3% a 74.4% a

0 (17/58) (29/39) 26.6+4.15a
1 (67;%}3:/(’5 2377',883’) 1.4 £1.93
SEMP4 (85;'? ;/‘1’) (1213',51?1) 16.4 £2.15
° 1(58./750/10)b 5(6235?/;/01)b 38.8+1.77b
1 (7755/? (;/6) (32/'10 (0)/8) 8.9 +4.85
Total 52.1% 85.7% 16.0 £1.14

(255/481)  (348/406)

Tabela 1: Prenhez a IATF e prenhez final da estagdo reprodutiva (ER) de 90 dias e tempo médio (dias)
para se tornar gestante durante a ER.

Letras diferentes nas colunas indicam P < 0.05.

Na primeira avaliacdo das novilhas no D-50 o ETR no G1(n=165) foi 3,47+0,45 , no
G2 (n=173) 3,48+0,55 e no grupo controle (n=151) 4,69+0,51. No dia de inicio do protocolo
(D-10), o G1 apresentou ETR de 4,58+0,57, o grupo 2 ETR 4,62+0,55 e 0 grupo controle
ETR 4,64+0,61, mostrando que houve evolu¢cdo do ETR no grupo 1 e 2 (P=0.001). No
D-10, 36,9% (61/165) dos animais de G1 nao apresentaram CL, no G2 33,5% (58/173) e
no grupo controle 33,7% (51/151) e foi observado 27,2+3,9; 26,6+4,1 e 38,8+1,7 dias para
concepcao, respectivamente (P=0,22). J4 as novilhas ciclicas com presenca de CL (D-10)
o tempo para concepc¢ao foi 10,3+1.9 no G1; 11,4+1,9 no G2 e 8,9+4,8 dias no controle
(P=0,9).0 tempo para concepgao de acordo com o ETR no D-10 foi de 57+21 (ETRS3),
28+25,7 (ETR4) e 10+17,8 (ETR5) dias (P=0.001)

Taxa de Ciclicidade

66,5% 66,5%
70,00%

63,1% (115/173) (100/151)
(104/165

60,00%

50,00%

36,9%
61/165) 33 5% 33,7%

40,00% ( 0

58/173)(51/151)

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%
Anestro Ciclica

M Grupo1 M Grupo 2 Grupo 3

Figura 2: Taxa de ciclicidade no momento do inicio da esta¢do reprodutiva.

Inovacgao e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3



60

50 -

28%25,7
30 -

20

10+17.8
10 -

®ETR D-10

ETR3 ETR4 ETRS

Figura 3: Tempo médio (dias) para concep¢édo em novilhas Bos taurus taurus de acordo com o ETR no
primeiro dia da estacéo reprodutiva.

Ainducéo da ciclicidade € um mecanismo fulcro para obter maior eficiéncia reprodutiva
em novilhas. Porém, ndao pode ser aplicada isoladamente, sem que tenhamos visao de
todo o cenario em que essas possiveis matrizes se encontram. Para que as novilhas
possam expressar o potencial genético de precocidade precisam de um adequado ganho
de peso durante toda a fase de cria e recria (NOGUEIRA, 2004) (DAY; NOGUEIRA, 2013).
Portanto, devemos atentar do manejo nutricional delas, para que estejam aptas ao servico
no momento esperado.

O que podemos verificar com relagdo aos indices de prenhez, é o fato de que
aquelas novilhas que foram induzidas previamente ao inicio da estacao reprodutiva e ndo
apresentavam corpo luteo, lograram taxa prenhez muito semelhante aquelas novilhas
mais precoces, ou seja, as que ja haviam atingido a puberdade no inicio da ER, tanto
na primeira IATF, como na prenhez final. Por outro lado, aquelas nuliparas que estavam
aciclicas no inicio da ER e ndo passaram pelo processo de inducédo da ciclicidade, nao
alcancaram os mesmos resultados de prenhez, quando comparado com aquelas que
passaram.

A velocidade de prenhez durante a estacdo reprodutiva também €& um ponto
muito importante, pois, novilhas que emprenham mais no inicio da estagao reprodutiva
proporcionam producdo de bezerros mais pesados, filhas com melhor desempenho
reprodutivo e maior chance de repeticdo de cria na estacdo subsequente (FUNSTON;
MUSGRAVE; MEYER; LARSON, 2012).

A idade também vem a ser um fator importante na inducdo de novilhas, onde a
idade com a evolugao do ETR, indicando que animais mais jovens tendem a apresentar
um escore inferior comparado a animais mais velhos, bem como a apresentar peso mais
leves e menor escore de condi¢cdo corporal (HOLM; THOMPSON; IRONS, 2009). Ainda
relacionado aos aspectos nutricionais, os animais submetidos a um nivel de alimentacéo
mais alto apresentam maior espessura subcutanea de gordura na puberdade, indicando
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maior correlacéo entre ganho de peso corporal e caracteristicas fenotipicas durante o
desmame e a puberdade em novilhas cruzas zebuino vs taurino (PEREIRA; BARCELLOS;
SESSIM; TAROUCO et al., 2017).

Ainducéo da ciclicidade em novilhas com progestageno oral ou intravaginal ja € bem
estabelecido e umaferramenta amplamente utilizada no manejo reprodutivo desta categoria
com resultados satisfatérios (MARTIN; CREIGHTON; MUSGRAVE; KLOPFENSTEIN et
al., 2008; RODRIGUES; PERES; LEMES; MARTINS et al., 2013). Este estudo foi pioneiro
em utilizar progesterona injetavel para indugcdo da puberdade em novilhas taurinas no
Brasil. Quanto ao protocolo utilizado somente Progesterona injetavel ou Progesterona
injetavel mais Cipionato de Estradiol, fica evidente que ambos séo eficientes na inducao
da ciclicidade. Portanto o protocolo somente com Progesterona é o mais indicado pelos
autores, pois, evita um manejo a mais, reduzindo estresse e dispensa a utilizacao de uma

dose de Cipionato de Estradiol, reduzindo assim também custos.

Os dois protocolos de indugéao foram eficientes em induzir a ciclicidade em novilhas
taurinas. Os resultados demonstram que a indugcdo de novilhas pré-puberes permite
atingir indices similares as novilhas que ja se encontravam ciclicas 50 dias antes do inicio
da ER. Todavia, novilhas que iniciaram a ER aciclicas e nédo induzidas alcangcaram indices
menores de prenhez a IATF, ao final da ER e a data da prenhez foi em média 30 dias mais
tardia que novilhas ciclicas.

Os autores agradecem a Ouro Fino Saude Animal pelo financiamento da pesquisa,
Agropecuaria Posto Branco, Fazenda Baviera e ao senhor Nery Pozzobon pela
disponibilidade dos animais que foram utilizados para a realizacdo deste experimento.
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RESUMO: Ao longo dos anos a progesterona
vem sendo usada amplamente com o intuito de
melhorar os resultados e disponibilizar melhores
receptoras em programas de transferéncia
de embrides. Este horménio é produzido pelo
corpo luteo e tem como uma das caracteristicas
principais a inibicao do estro e por exercer um
papel essencial para manutencao da gestacao
das éguas. Atualmente, novos protocolos a
base de progesterona vém sendo usados com
o intuito de reduzir o nUmero de receptoras e
consequentemente diminuir os custos dentro
de um programa de transferéncia de embrides,
visto que se torna muito oneroso a manutencao
de muitos animais dentro de um plantel, além de
disponibilizar aqueles animais impossibilitados
de ingressar em um programa devido as
limitacdes fisiologicas. Assim, 0 objetivo desse
trabalho foi realizar uma revisdo sobre os
diversos usos de protocolos de progesterona
em receptoras de embridao equinas, visto que
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estas sdo um ponto fundamental no sucesso
dessa técnica.

PALAVRAS-CHAVE: Eguas, endocrinologia,
hormonioterapia, transferéncia de embrides.

ABSTRACT: Over the years progesterone has
been widely used in order to improve results
and provide best recipients in embryo transfer
programs. This hormone is produced by the
corpus luteum and is a major characteristic the
inhibition of estrus and play an essential role
in maintaining pregnancy in mares. Currently,
new progestin-based protocols have been
used in order to reduce the number of recipient
and result lower costs within an embryo transfer
program, since it becomes very costly to
maintain many animals within a breeding stock,
in addition to providing those unable animals to
joinin a program due to physiological limitations.
Thus, the aim in this study is conduct a review
of the various uses of progesterone protocols in
equine embryo recipients, since they are a key
point in the success of this technique.

KEYWORDS:
hormontherapy, embryo transfer.

Mares, endocrinology,



Os negocios que envolvem a criacdo e utilizacdo equestre ocupam uma posicao
privilegiada em paises em pleno desenvolvimento, podemos citar o Brasilcomo um pais
de destaque na criagao de equinos. No geral, ainda é desconhecido opotencial econédmico
dessa atividade, no ano de 2004 foi realizado primeiro levantamento sobre a economia
gerada pela equideocultura no Brasil, os nUmeros ficaram em torno de 7,3 bilhées de reais
por ano, sendo cerca de 640 mil empregos diretos e 3,2 milhdes indiretos(CNA, 2004).

Passado umadécada esses numeros totalizaram 16,15 bilhdes de reais, empregando
607.329 mil pessoas e gerando 2.429.316 milhdes de empregos indiretos.Enecessario
o conhecimento da industria equestre no pais,para que haja maiores incentivos e
investimentos nessa area(CNA, 2016).

A reprodugdo equina tem se posicionado com destaque neste mercado, com a
comercializagcdo de potros, embrides, coberturas e ventres, servindo de base para a
sustentacéo desta economia. O Brasil atualmente é o pais lider no uso da técnica de
transferéncia de embrido, representando 43% (14.422 embrides) desta atividade em todo
o mundo(STROUD; CALLESEN, 2012).

A transferéncia de embrides (TE) € uma das principais ferramentas usadas para
fomentar o crescimento e a produtividade dentro de um plantel. Porém, existe uma
sériede fatores que podem interferir nos resultados dentro de um programa de TE, dentre
estes, os fatores intrinsecos relacionados com as receptoras, como selecdo e manejo
que determinam o sucesso ou o fracasso da técnica, e a sincronia entre receptoras e
doadoras, sendo um dos pontos fundamentais para o sucesso da TE (ALONSO, 2007).

Outro obstaculo relacionado com as receptoras € a escassez de éguas receptoras
aptas, principalmente no periodo de transi¢cdo da primavera, ja que as doadoras entram
em ciclo estral antes por receberem um melhor manejo nutricional em relagdo as
receptoras (SILVA et al., 2014). Portanto, o uso de novas ferramentas e mecanismos para
disponibilizar um maior numero de receptoras aptas para o ingresso em um programa de
TE sefaz de grande importancia.

Aprogesterona € um hormdnio essencial para a manutencdo da gestacdo, essa
droga é utilizadacom o intuito de promover a gestacdo. Mudancas nos niveis sistémicos
de progesterona sao temporais e estdo associadas com comportamentoe com parametros
fisiologicos, atuando sobre a secrecao de gonadotrofinas pela glandula pituitaria anterior,
no tbnus uterino e no edema endometrial, tendo atuacdo marcante sobre os 6rgéos
genitais tubulares das éguas (VANDERWALL, 2011).

Protocolos a basede progesterona vém sendo usados mostrando resultados
bastante satisfatorios. Greco et al. (2016) mostrou que é possivel usar protocolos de
progesterona de longa acédo (LA) em diversas fases do ciclo estral, podendo usar em

éguas receptoras aciclicas no estro, com foliculo menor ou igual a 35mm, em receptoras
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com foliculo anovulatoério, em receptoras com foliculo maior ou igual a 35mm e também
com éguas no diestro.Diante do exporto, opresente estudo tem como objetivo realizar
umarevisao bibliografica sobre a utilizacao terapéutica de progesterona emprogramasde
TE em receptoras equinas.

A progesterona (P4) € um hormdnio de ocorréncia natural e essencial na manutengcao
da gestacdo de todos os mamiferos. E um composto da classe dos esteroides, derivado
do colesterol, apresentando uma estrutura basica composta de um hidrocarboneto com
17 &tomos de carbono, formando quatro ciclos (Fig. 1) (VANDERWALL, 2011).

Figura 1 —Férmula da progesterona
Fonte: Lehninger (2014).

Esse horménio é responsavel porumasérie de eventosfisiolégicos, dentre as principais
é a inibicdo do comportamento de cio. A principio, as concentragées de progesterona
sdo advindas do processo pos-ovulagcado, as células do corpo luteo invadem o coagulo
sanguineo e se proliferam para formar uma estrutura chamada de corpo hemorragico.
Dentro de 1 a 2 dias po6s-ovulagdo, esta estrutura comeca a produzir progesterona
(ARRUDA et al., 2001).

A sintese de progesterona no interior das células esteroidogénicas comeca nas
mitocOndrias, onde o colesterol é convertido em um complexo citocromo P450. Quando a
progesterona sintetizada entra automaticamente na corrente sanguinea, ela é distribuida
sistemicamente ao longo do organismo atuando nas células alvos e nos receptores de
progesterona. Nas células alvos, a progesterona se liga com seus receptores especificos
pelo complexo hormdnio-receptores, e em seguida ela atua como um fator de transcricao
se ligando os elementos de DNA (VANDERWALL, 2011).

A progesterona pode causar efeitos na sintese de proteinas atuando na atividade
celular dependendo das células e dos tecidos alvos. Os efeitos locais sdo alteragdes nas
atividades do lumen uterino e os efeitos sistémicos séo alteracdes na atividade secretéria
do eixo hipéfise-hipotalamico (McKINNON, 2011).
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Em equinos, a progesterona produzida pelo corpo luteo € responséavel pela
manutencdo da gestacao durante os primeiros trés meses, e apds esse periodo, a
progesterona é produzida pela placenta (PINTO, 2011).

Em éguas ndo gestantes, o potencial de elevacdo de progesterona é alcancado
principalmente no pés-ovulagao do diestro (Fig. 2). Os niveis de progesterona sofrem uma
baixa entre 14° a 16° dias pos-ovulacéo, devido acéo

0= Nao gestantes

&— Gestantes

Progesterona (ng/ml)

e S . M . - —
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Dias pés-ovulagéo

Figura 2 -Concentracdes de progesterona na circulagéo sistémica de éguas durante o ciclo estral e
gestacao. A barra em preto representa estro.

Fonte: McKinnon et al. (2011).

das prostaglandinas (PG an) sobre o endométrio do utero, o resultado desse processo
€ a regresséao do corpo luteo (ALLEN, 2000).

As concentracbes decrescem rapidamente para < 1ng/mL apds a liberagdo das
prostaglandinas. Na auséncia de progesterona e com o aumento dos niveis de estrégeno
produzidos pelo foliculo dominante a égua tente a retornar ao estro (McCUE, 2009).

Nos casos de éguas prenhes ocorre 0 mesmo evento inicial (formacgao de corpo luteo
primario), no entanto a presenga do concepto no utero inibe a secregéo de PGF, , e em
decorréncia do reconhecimento materno, impede a lutedlise. Na espécie equina, 0 embridao
permanece esférico e este ird percorrer todo o Utero para que haja este reconhecimento,
causando fortes contragdes peristalticas no miométrio uterino (ALLEN, 2000).

O corpo luteo primério € a principal fonte de secrecao de progesterona até o 40°
dia de gestacdo, e logo apds esse periodo inicia-se a formagcdo dos corpos luteos
secundarios ou acessoérios nos ovarios. Os corpos luteos secundarios surgem a partir
de foliculos ovulados ou da luteinizacao de foliculos que nédo ovularam. Na sequéncia, a
placenta comeca a produzir progesterona a partir do 70° dia de gestacao e os niveis de
progesterona se mantém adequados até os 100 dias, produzindo progesterona suficiente
para manter a gestacdo sem necessidade da progesterona advinda dos corpos luteos.
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Fisiologicamente, a transicdo da fase luteal para fase feto placentaria ocorre por volta
dos 180 dias de gestacao. Nesse periodo, todos os corpos luteos entram em processo de
regressao (VANDERWALL, 2011).

Staempfli et al., (2011) observaram que os niveis insuficientes de progesterona
podem causar morte embrionaria, principalmente quando esses niveis ficam abaixo de 4
ng/mL de progesterona.

Stout (2014) avaliou as causas de mortes embrionarias precoce em éguas. Embora
seja uma tendéncia supor que os baixos niveis de progesterona sejam a principal causa
de morte embrionaria, ha poucas evidéncias que apoiam essa teoria. Mesmo quando ha
falha no reconhecimento materno, na producéo de progesterona pelo corpo luteo ou em
outras falhas no desenvolvimento anormal do concepto (tamanho da vesicula incompativel
com o tempo), € impossivel determinar a causa e efeito da morte embrionaria precoce.
Porém, uma falha na produgao de progesterona pelo corpo lateo pode levar a liberacéo
de PGF,, pelo utero, podendo ser um dos motivos de morte embrionaria. Além disso,
supde-se que éguas prenhes entre 18 a 35 dias de gestacdo sdo mais vulneraveis a
lutedlise, devido a liberagédo de PGF,_pelo endométrio, uma vez que a fixagdo do embriéao
ocorre por volta do 17° dia de gestacdo. As causas de mortes embrionarias podem ocorrer
sem sinais visiveis, e em muitos casos nao ha tratamentos especificos, ndo podendo ser
evitadas. Portanto, faz-se necessario saber o verdadeiro motivo de morte embrionaria,
sendo fundamental o conhecimento dessas causas e 0 uso de uma estratégia adequada
para contornar este problema (PINTO, 2011).

Silva et al., (2006) avaliaram a dinamica utero-ovarica das éguas sob o efeito de
progesterona utilizando implante subcutdneo de microcapsulas contendo 5 mL de
suspensao aquosa com 500 mg de polihidroxibutirato e 200 mg progesterona, administrado
por via subcuténea. Foi observado que nas primeiras cinco horas de tratamento os niveis
de progesterona das éguas alcancaram 12,01 ng/mL comparado com o grupo controle
que foi de 0,73 ng/mL.

Nas 24 horas ap0s a administracdo foi observado uma reacéo inflamatéria no local
do implante, sendo possivelmente responsavel pela variacdo da progesterona liberada.
Os niveis de progesterona permaneceram altos durante 11 dias e influenciaram nas
mudancgas da dinamica utero-ovarica nas éguas submetidas ao tratamento. No entanto,
foi observado que é necessario descobrir novas alternativas de aplicagdo mais eficiente.

Squires et al., (2007) observaram as variacdes as concentracdes de progesterona
no periodo de 5 a 16 dias ap6s a transferéncia do embrido, e foi constatado que esses
niveis permaneceram constante até o dia 35, havendo um aumento entre 35 a 50 dias.
Trés das 30 receptoras (10%) tiveram concentragdes < 2 ng/mL até 16° dia de gestacao,
nao havendo desenvolvimento de corpo luteo acessoérios, sendo sugestivo de lutedlise
parcial que ocorreu durante o periodo pos-transferéncia de embrides. Porém, os niveis
altos de progesterona entre 35 a 50 dias pode causar secre¢éo de gonadotrofina coribénica
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equina (eCQG), causando um efeito estimulador sobre a secrecao de corpo luteo primario
e induzir a formacé&o de corpo luteo secundarios.

Nas éguas onde as concentracdes de progesterona estiveram abaixo de < 2 ng/mL,
caso ndo recebessem suplementacdo de progesterona, provavelmente elas ndo teriam
condi¢cOes de manter a gestacao.

Arruda et al., (2001) associaram, por ultrassonografia, a relacdo entre o tamanho,
morfoecogenicidade do corpo liteo e o0s niveis de progesterona plasmatica em
receptoras equinas. Cinquenta e sete éguas receptoras foram avaliadas diariamente por
ultrassonografia transretal desde a deteccdo dos sinais de estro até o nono dia pés-
ovulagcédo, os corpos luteos foram mensurados e classificados numa escala de 1 a 6 (1
anecdico e 6 hiperecoico) e os niveis de progesterona foram dosados diariamente. Os
niveis plasmaticos de progesterona ficaram em < 2,16ng/mL até o D3, com consequente
elevacdo e manutencao nos niveis entre o quarto dia ao novo dia do diestro (3,41 a 4,33
ng/mL). Foi constatado que nao existe diferenca na morfoecogenicidade, no tamanho e
nem nos niveis de progesterona entre o dia da ovulacdao ao nono dia p6s-ovulacao.

Alonso (2013) observou os efeitos e a concentracdo sérica de progesterona em
diferentes dias do ciclo estral em éguas tratadas com gonadotrofina coribnica humana
(hCG). Seus resultados mostraram que a aplicacdo para induzir a ovulagdo, no dia
da ovulagcdo e no quinto dia pos-ovulacdo nédo afetaram as concentragdes séricas de
progesterona.

Brogan et al., (2016)because area of luteal blood vessels correlates well with
circulating progesterone (P4 realizaram estudo com o objetivo de avaliar a relacéo entre
tamanho do corpo luteo, vascularizacéo e os niveis de progesterona no inicio da gestacao
em éguas receptoras. Os autores concluiram que o doppler € uma ferramenta de grande
vantagem para avaliar com facilidade a funcéo luteal em éguas prenhes no inicio da
gestacao, podendo ser usada para identificar se ha ocorréncia de lutedlise, funcionalidade
e auséncia de vasculariza¢ao do corpo luteo. As taxas de progesterona variaram entre 12-
20 ng/mL entre o quinto a décimo dia pds-ovulacéo, e esses niveis obtiveram uma baixa
de 3-5 ng/ml no 35° dia.

Uma das principais utilizacdes da progesterona é no auxilio nos programas de
transferéncia de embrides, sendo uma ferramenta de grande valia na manutencéo da
gestacédo, dando um aporte hormonal naquelas éguas nédo aptas para o recebimento de
um embrido.

A progesterona lutea é necessaria para a manutencdao da gestacdo durante os
primeiros meses em éguas. Alguns estudos mostraram a capacidade da progesterona
sintética em manter a gestacdo mesmo na auséncia de fontes de producéo de progesterona
primaria, mostrando que éguas ovariectomizadas foram capazes de manter uma gestacao
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mesmo na auséncia de ovarios. Hinrichs et al., (1987) utilizaram 300 mg de progesterona
oleosa diariamente durante 20 dias, com tratamento continuado durante 100 dias de
gestacao. Os niveis plasmaticos de estrégeno, LH e FSH, que permaneceram constantes
durante a gestacdo, e as concentracbes de progesterona em éguas ovarioectomizadas
foram similares ao grupo controle, observando-se que este horménio foi mantido em um
nivel relativamente constante durante todo o tempo de administracao nas éguas gestantes.

Em outro estudo, (HINRICHS; SERTICH; KENNEY, 1986) administraram Atrenogest
em receptoras de embrides ovarioectomizadas para determinar se esse tratamento
poderia estabelecer e manter a gestacao 7 dias ap0s a transferéncia de embrides. Foram
realizados trés tratamentos diferentes: G1 usando 22 mg de Altrenogest diario, sendo
iniciado 5 dias antes da transferéncia, G2 66 mg diarios 6 dias antes da transferéncia e G3
recebendo 300 mg de progesterona oleosa intramuscular 5 dias antes da transferéncia.
Observou-se que o tratamento com 22 mg de Altrenogest foi insuficiente para manter as
éguas receptoras prenhes.

McKinnon etal., (1988) também trabalharam com éguas ovarioectomizadas, avaliando
a manutengdo da gestacdo usando progestinas. Foi utilizado 300 mg de progesterona
no periodo de 35 dias, outro grupo utilizando por 20 dias e um terceiro grupo utilizando
Altrenogest na dose de 0,044 mg/kg. As taxas variaram entre 70% a 80%, mostrando
que é possivel o uso de éguas ovarioectomizadas em programas de transferéncia de
embrides, fazendo a suplementacdo adequada de progesterona.

Recentemente estudos vém mostrando aplicabilidade do uso da progesterona em
éguas receptoras nao ciclantes. Kaercher et al., (2013) fizeram uso de progesterona LA
associada com benzoato de estradiol (EB) em receptoras néo ciclantes, em um comparativo
utilizando-se 45 receptoras nao ciclantes (G1) e 42 receptoras ciclantes (G2) (Fig. 3).

No G1 foram utilizadas éguas em anestro e em transicdo, recebendo doses de 5,
3 e 2 mg de benzoato de estradiol por um periodo de 3 dias a partir do primeiro dia da
ovulagao da doadora (DO, D1 e D2, respectivamente). A progesterona LA (P,LA) foi usada
durante os 3 dias pds-ovulagdo, na dose de 400mg e o tratamento permaneceu até o 120°
dia de gestacado. Sendo 70% dos animais em G1 e 71,1% em G2 completaram a gestacao.

Apesar do G1 apresentar no D14 um menor valor no nivel de progesterona em
comparacao com o G2, esta diferenca ndo afetou a manutencéo da gestagdo, uma vez que
os niveis foram suficientes para manté-la até o 120° dia. Com isso, os autores concluiram

qgue éguas em anestro ou no periodo de transicado podem
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Figura 5 -Protocolos de éguas doadoras e receptoras em anestro ou em fase de transicédo, e em
receptoras ciclicas.

Fonte: Kaercher et al. (2013).

ser utilizadas como receptoras de embrido. O protocolo foi eficiente e é considerada
uma alternativa para preparar o ambiente uterino para transferéncia de embrides,
fornecendo éguas receptoras durante a época do ano na qual se tem uma menor
disponibilidade de éguas aptas para reproducao.

Filho et al., (2004)264 embryos were transferred into either cycling (control, n=152
usando um numero mais expressivo de receptoras (152 ciclantes e 112 ndo ciclantes),
concluiram que éguas anovulatérias recebendo tratamento de progesterona de curta ou
longa acéo, por um periodo de 5 a 8 dias depois da transferéncia de embrides, podem
oferecer resultados satisfatérios em um periodo do ano onde essas éguas estariam
inviaveis.

Greco et al., (2012) procuraram avaliar a eficiéncia do protocolo de progesterona LA
em éguas receptoras aciclicas, em um programa comercial de transferéncia de embrides,
usando um numero de receptoras superior aos anteriores, sendo 319 éguas ciclantes e
723 néo ciclantes. As taxas de perdas embrionarias foram praticamente semelhantes,
sendo 9,72% para éguas ciclantes e 11,51% para éguas né&o ciclantes, concluindo que
esse protocolo é totalmente viavel para o uso comercial.

Greco et al., (2016) realizaram pesquisas sobre protocolos de progesterona LA em
éguas receptoras de embrides em diversas fases do ciclo estral. Neste estudo, as éguas
foram distribuidas em seis grupos de acordo com sua fase do ciclo, recebendo os seguintes
tratamentos: G1) receptoras aciclicas sendo tratadas com 5,0 mg (intramuscular) de
benzoato de estradiol e posteriormente receberam 1,5 g (intramuscular) de P4 LA 300,
sendo levando em consideracéo a presenca de edema uterino; G2) éguas em estro com
foliculos =85 mm, e tratadas com hCG na dose de 2.000 U.I (unidade internacional), via
intravenosa, e progesterona LA (LA300) na dose de 1,5 g (intramuscular) e o procedimento
de transferéncia de embrido foi realizado no 4° dia apds a administracéo da progesterona;
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G3) éguas com foliculos anovulatérios e induzidas com hCG 48 horas antes ovulagéo, e
recebendo 1,5 g de progesterona LA (LA300); G4) éguas no inicio de estro com foliculos
< 35mm, recebendo 1,5 g (intramuscular) de progesterona de LA (LA300); G5) éguas em
diestro ciclando, entre o D5 ao D14 pés-ovulagao, tratadas com 5,0 mg de benzoato de
estradiol, 5,0 mg de dinosprost (Lutalyse®), e caso fosse detectado edema endometrial
2 as éguas recebiam 1,5 g (intramuscular) de progesterona LA (LA300); e G6) sendo o
grupo controle.

As taxas de prenhez e perda de embrionarias foram semelhantes nos em todos os
grupos (G1: 76% - 10,5%; G2: 76% - 5,9%; G3: 56% - 0%; G4: 80% - 10%; G5: 60,9% -
0%; e G6: 60% - 13,3%). Os autores concluiram que novos protocolos de progesteronas
propostos nesse estudo permitiram 0 uso com sucesso da utilizacdo de éguas receptoras
em qualquer momento do ciclo estral.

Experimento realizado por (DELL’AQUA JR et al., 2014) com éguas receptoras nao
ciclantes, e usando o tratamento com 15 mg de benzoato de estradiol e 300 mg/ml de
progesterona LA. Apés o periodo de 48 horas da realizacao da transferéncia, uma nova
administracdo de progesterona LA na dose de 3g foi repetida a cada 14 dias até o 110°
dia de gestacao, obtendo resultados de 69% (25/36) de prenhez positiva, semelhantes
ao grupo controle, com 67% (21/31). Esse protocolo mostra ser eficiente para éguas
impossibilitadas fisiologicamente durante certo periodo do ano.

Um dos possiveis motivos para esses resultados positivos esta na associagcao entre
estrégenos e progestinas, acreditando-se que o estradiol presente no periodo de estro
pode estimular a expressao de receptores para progesterona, e por sua vez a progesterona
vai atuar sobre o endométrio uterino estabelecendo mudancas fisioloégicas e mantendo a
gestacao (SILVA et al., 2014).

Sudderth et al., (2012) estudaram a eficiéncia dos protocolos de estradiol e
progesterona LA na sincroniza¢do do estro, ovulacéo a eficacia do uso de progesterona
LA em éguas ciclantes, no grupo 1 (usando 50mg de 17 estradiol), e no grupo 2 usando
(1,5g de 17 estradiol associado com progesterona de longa ag¢ao). No grupo 1 n&o houve
sincronia usando esse tratamento, no grupo 2 a sincronizagao foi satisfatéria. Entéo se
conclui que o uso de progesterona de longa acédo associada com 17 estradiol pode ser
uma alternativa interessante para a sincronizacéo de estro e ovulagcédo sem a necessidade
de aplicacdo de doses diarias.

Caiado et al., (2007) utilizaram receptoras no segundo dia pés-ovulacéao, fazendo o
uso de progesterona oleosa diariamente, a partir do (DO) dia da ovulagao, as receptoras
foram avaliadas no (D2) e aquelas consideradas aptas receberam o embrido. No grupo D2
usando P4 e D5 sem P4 obtiveram maior numero de éguas consideradas excelentes ou
boas. Foram observadas taxas em torno de 64,71% das éguas tratadas com progesterona
e taxas de 65,12% no grupo que nao recebeu progesterona, concluindo que o tratamento
com P4 do DO possibilita antecipar a inovulacao de receptoras para o D2, com resultados

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3



bastante semelhantes ao D5 sem uso de progesterona.

Encontrar novas técnicas para que as taxas de prenhes sejam melhoradas é um
grande desafio dentro da criacao de equinos. A sincronizagcdo do estro pode ser usada
para aumentar o numero de éguas no estro em um determinado momento quando se
procura reduzir custos.

Os protocolos a base de progesterona sao descritos para maximizar os resultados,
auxiliando no estabelecimento e manutencao da gestacao, além de reduzir a propor¢ao
receptora/doadora, utilizando-se a propor¢éao de 1:1 (uma doadora: receptora), diminuindo

assim, o numero de animais e gastos dentro de um programa de transferéncia de embrido.
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RESUMO: Os caes possuem papéis de elevada
relevancia na sociedade. Sendo assim, estudos
de técnicas na manutencéo e disponibilidade
do sémen canino tem sido alvo de pesquisas.
A criopreservacdo € um processo onde 0s
espermatozoides (spz) podem ser preservados
a baixas temperaturas, nesse sentido, o objetivo
desse estudo foi avaliar morfofuncionalmente
sptz caninos ap0s a criopreservacdo com dois
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protocolos comerciais. O sémen (n=8) fresco
(F) foi diluido em Botubov (B) e Caniplus Freeze
(CF), e congelado. Ap6s o descongelamento, as
amostras foram diluidas em meios capacitantes,
Caniplus Enhance (BCE, CFCE) e GV fert
(BGV, CFGV).
foram observadas menores taxa de motilidade,

Nas amostras congeladas

vigor, integridade membranar (CF: 53,75+29%
e B: 57,5+24%; CF: 3+0,5 e B: 2,75+0,5; CF:
52+27% e B: 51,7+19%; CF: 35+23% e B:
33,5+18%); quando comparados a F (93,7+2%;
4,2+0,6%; 95,3+5% e 82,1+5%). As amostras
diluidas em meio capacitante ndo apresentaram
diferenca significativa entre si quanto motilidade
(CFCE: 57,5+29%; CFGV: 43,75+12%; BCE:
60,62+28% e BGV:43,7+24%), vigor (CFCE:
3+1; CFGV: 2,62+0,5; BCE: 3,5+ 0,5 e BGV:
2,87+1) e teste HOS (CFCE: 31,56+21%;
CFGV: 20,7+13%; BCE: 35+15% e BGV:
16,4+16%), exceto CFGV (25,68+10%) e
BGV (29,3+13%) que apresentaram menor
integridade membranar comparados aos outros
grupos (CFCE: 34,25+22% e BCE: 47,6+17%).
Podemos inferir que o Botubov pode ser uma
alternativa quanto ao custo-beneficio para o
congelamento de sémen canino comparado
ao Caniplus Freeze e que o Caniplus Enhance
se mostra mais promissor para a capacitacao
de espermatozoides criopreservados quando


http://lattes.cnpq.br/5393123879165754

comparado ao GV fert.
PALAVRAS-CHAVE: reproducao, sémen, cdo, criopreservacao.

ABSTRACT: Dogs have some important roles on human society. Therefore, studies of efficient
technique for conservation of the canine semen has been on the focus of some researches.
Cryopreservation is a process where sperm (spz) can be preserved at low temperatures.
In this sense, the aim of this study was to morphofunctionally evaluate canine sptz after
cryopreservation with two commercial protocols. Fresh semen (n=8) samples (F) were diluted
in Botubov (B) and Caniplus Freeze (CF), and frozen. After the warming, samples were diluted
in two capacitation media, Caniplus Enhance (BCE, CFCE) e GV fert (BGV, CFGV). Frozen
samples showed reduced motility, vigor and membrane integrity (CF: 53,75 + 29,5% and B:
57,5 +24,36%; CF: 3 £ 0,5 and B: 2,75 + 0,43; CF: 52 + 26,7% and B: 51,7 + 18,8%; CF: 35
+22,9% and B: 33,5 + 18,4%) compared to F (93,7 = 2,1%; 4,2 + 0,6; 95,3 + 4,8% and 82,1
+5,2%). Thawed samples diluted in capacitation media did not show significant difference
between themselves in relation to motility (CFCE: 57,5 + 29,13%; CFGV: 43,75 = 12,18%;
BCE: 60,62 + 28,33% and BGV:43,7 + 23,94%), vigor (CFCE: 3 = 0,7; CFGV: 2,62 + 0,48;
BCE: 3,5 £ 0,5 and BGV: 2,87 + 0,78) and HOS test (CFCE: 31,56 + 20,79%; CFGV: 20,7
+ 12,9%; BCE: 35 + 15,2% and BGV: 16,4 + 15,7%), except for CFGV (25,68 + 10,17%)
and BGV (29,3 + 13,3%) which have shown smaller membrane integrity compared to other
experimental groups (CFCE: 34,25 + 22,12% e BCE: 47,6 + 16,6%). It strongly suggest
that Botubov can be a promising alternative regarding cost benefit to freeze canine semen
and that Caniplus Enhance proves to be more promising for maintaining the cryopreserved
samples when compared to GV fert.

KEYWORDS: reproduction, semen, dogs, cryopreservation.

O céo doméstico (Canis lupus familiaris) € um mamifero da familia Canidae. De
acordo com registros fésseis, a relacdo homem e céo existe ha cerca de 15.000 anos.
Fisiologicamente, ja foi comprovado que o cdo aumenta a felicidade do homem. O nivel
de ocitocina é aumentado tanto no cdo quanto no homem quando ha interacdo destes.
Atualmente, estes animais sdo extensivamente usados em zooterapias e como auxiliar a
pessoas com deficiéncias fisicas e/ou intelectuais. Além disso, esses canideos possuem
papel importante no trabalho de salvamentos, resgate e buscas de substancias de
interesse (DAVIS e VALLA, 1978; LOPES e SILVA, 2012; NAGASAWA, 2015).

O acasalamento natural do cao pode ser dificultado por diversas razdes, dentre elas
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esta a inabilidade do macho para montar na fémea com aumento das chances de ocorrer
lesbes durante o coito, bem como aumento da chance dos animais contrairem infecgdes.
As adversidades do acasalamento natural podem causar grande estresse nos caes, sendo
que a Inseminacéo Artificial (IA) pode ser feita de forma rapida e menos invasiva que a
montagem. Para se obter sucesso na IA é necessaria a coleta de sémen e a preservacéo
deste com boa qualidade (MASON, 2018; SILVA et al, 2001).

A criopreservagao € uma técnica eficiente para o transporte do sémen canino para
fins reprodutivos e possibilita a disponibilidade e manutencéo por tempo indeterminado
do material. Além disso, permite a preservagcao de caracteristicas genéticas e fenotipicas
de racas, aumentando a vida reprodutiva de um macho que possui linhagens de alto
valor. Estudos e aprimoramentos dessa metodologia podem ser Uteis a preservagao de
espécies canideas silvestres que estao sob estudo ou em risco de extincdo, sendo uma
técnica importante na conservacao da biodiversidade (BUCHELE, 2002; CHRISTENSEN
et al, 2011; SILVA et al, 2001; WILDT, 1990). A criopreservacao possibilita que a IA possa
ocorrer no momento desejado e de acordo com o ciclo reprodutivo da fémea. Além disso,
esse método é uma ferramenta que evita a endogamia de animais, que pode, ao longo do
tempo, trazer sérias consequéncias para as linhagens. A criopreservagao se mostra bem
desenvolvida e estudada em outros animais, principalmente bovino e homens. Entretanto,
a criopreservacao em canideos ndo é tdo bem estabelecida ainda e tem sido grande alvo
de estudos (BUCHELE, 2002; MCBRIDE and LIPSHULTZ, 2018; SILVA et al, 2001).

Assim se tornam importantes os estudos em criopreservacao canina que buscam
identificar e solucionar as principais adversidades que permeiam este processo
(AMSTISLAVSKY et al, 2012; BELALA et al; 2016; KOLSTER, 2018). Este estudo avaliou
dois protocolos de criopreservacdo sob a morfofuncionalidade de espermatozoides de
caes utilizando dois diluidores comerciais. Além disso, foi avaliado efeito de dois meios de
capacitacao ap6s o descongelamento sob a sobrevivéncia dos espermatozoides.

Os procedimentos adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA - protocolo n° 029/2018) da Universidade Federal de Sdo Joao del Rei
(UFSJ). Foram utilizados oito caes neste estudo sendo trés da raca Pitbull, trés Border
Collie, um Boxer e um Labrador; com idade entre 10 meses e 8 anos. Foi utilizada a técnica
de manipulacao digital para obtencao de amostras de ejaculado apés um minimo 14 dias
de abstinéncia. Para a coleta foram utilizados tubos de falcon graduados e aquecidos a
37°C, onde somente a segunda fracéo foi selecionada para analise. A amostra foi mantida
em banho-maria a 37°C até seu processamento.

Foi colocado sobre uma lamina 5 ul das amostras (n=8) e cobertas com laminula.
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Posteriormente, as |laminas foram visualizadas em microscépio de contraste de fase no
aumento de 400x avaliada a motilidade e vigor do sémen, ao longo do tempo 0 ao 6 (intervalo
de avaliagcdo de 1 em 1 hora), por meio do teste de termorresisténcia. Para avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica 1 yl de sémen (n=8) foi homogeneizado com 19
ul de corante eosina e nigrosina (Botuvital) e utilizado para confec¢cdo de um esfregaco.
ApoOs secas, as laminas foram visualizadas em microscopio no aumento de 1000 vezes e
analisadas 200 células por amostra. Os spz corados em rosa foram contabilizados como
aqueles que apresentam membrana plasmatica lesada.

Para atestar a viabilidade dos spz ao estresse osmotico foi realizado o Teste
hiposmotico (HOS). Na avaliacdo do HOS, 25ul de ejaculado (n=8) foi homogeneizado
com 2501 de solucao hiposmoética (7,35g de Citrato de Sédio; 13,59 de Frutose e 1000ml
de agua destilada) pré-aquecida a 37° C, por 30 minutos, de acordo com o Manual para
Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal (CBRA, 1998). A amostra foi avaliada
sob microscoépio de contraste de fase em um aumento de 400X. Foi realizada a contagem
de 200 células e a percentagem de spz com cauda enrolada foi contabilizada. As laminas
feitas com coloragdo eosina e nigrosina (n=6) foram fotografadas utilizando camera digital
acoplada a um microscépio (Nikon E-200) e software Motic 3000, em aumento de 1000x.
As micrografias foram analisadas através do software ImageJ versdao 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institute of Health Bethesda, MD, USA.) quanto ao didmetro
(um) maior e menor da cabeca do espermatozoide. O didmetro médio foi utilizado para
calcular a area da cabeca celular através da férmula A=4rr2.

As amostras de sémen fresco (F) foram diluidas em Botubov (Botufarma) (B) e
Caniplus Freeze (Minitube) (CF), de acordo com o fabricante do produto para atingir a
concentragcao de 15x10% e 25x108 spz por palheta de 0,25 ml, respectivamente. Apds
diluicdo em B foi realizado o envase do sémen em palhetas, e estas foram mantidas por
4 horas a 5°C. Posteriormente, as palhetas foram mantidas horizontalmente 3 cm acima
do nivel do nitrogénio liquido (NL,) (-196°C) por 20 minutos, e finalmente mergulhadas
e armazenadas no NL,. O descongelamento foi feito a 37°C/30 segundos e as amostras
foram mantidas em banho Maria a 37°C para as analises. Realizada a diluicdo em meio
CF, as amostras foram envasadas e as palhetas foram colocadas mantidas por 2 horas a
5°C. Posteriormente, as palhetas foram colocadas a 4,5 cm acima do NL, (-196°C) por 20
minutos e finalmente mergulhadas e armazenadas no NL,. O descongelamento foi feito a
37°C/60 segundos e as amostras foram mantidas em banho Maria a 37°C.

Apds o descongelamento as amostras foram diluidas em dois meios capacitantes,
Caniplus Enhance (Minitube) (CE) e GV fert (Ingamed) (GV). Sendo dessa forma
estabelecidos os grupos experimentais BCE, BGV, CFCE e CFGV. Para diluicao em CE foi
utilizado 250u1 de meio capacitante por palheta de 0,25 ml. Ap6s 15 minutos as amostras
foram analisadas. Para diluicdo em GV fert as palhetas (0,25 ml) foram homogeneizadas
com 250ul de Gv fert. As amostras foram centrifugadas a 1800 rpm por 5 minutos. A por¢ao
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liquida superior do eppendorf foi descartada restando o pellet, que foi ressuspendido em
100 pl de meio capacitante GV, em seguida as amostras foram analisadas. Todos os
testes foram realizados nas amostras frescas e apds descongelamento.

Os resultados deste estudo foram quantificados e apresentados como médias +
D.P.M. (desvio padrao da média). Os valores obtidos foram submetidos a uma anélise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido de teste Newman Keuls. Todas as analises foram
realizadas no programa GraphPad Prism versdo 5 (Software GraphPad, Inc.). Foram
consideradas somente as diferengas com intervalo de confianca de 95% de significancia
(P< 0,05).

A amostra F apresentou bons resultados quanto a motilidade (93,7 + 2,1%), vigor
(4,2 £ 0,6), integridade membranar (95,3 + 4,8%) e teste HOS (82,1 +5,2%). As amostras
CF e B apds descongelamento ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre
si quanto a motilidade (53,75 + 29,5% e 57,5 + 24,36%), vigor (3 + 0,5 e 2,75 + 0,43),
integridade membranar (52 + 26,7% e 51,7 + 18,8%) e teste HOS (35 + 22,9% e 33,5 =
18,4%). Entretanto, CF e B se apresentaram significativamente menor (p<0,05) quando
comparados com a amostra F (Figura 1 A-D).

As amostras congeladas com CF e diluidas em meios capacitantes, CFCE e CFGV,
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si quanto a motilidade (53,75 +
29,5%; 57,5 + 29,13% e 43,75 + 12,18%), vigor (3 £ 0,5; 3 + 0,7 e 2,62 + 0,48) e teste
HOS (35 + 22,9%; 31,56 + 20,79% e 20,7 + 12,9%) (Figura 2 A, B e D). O grupo CF (52
+ 26,7%) apresentou maior (p<0,05) integridade membranar quando comparado a CFGV
(25,68 = 10,17%), entretanto, ambos os grupos néo diferiram significativamente de CFCE
(34,25 + 22,12%; p>0,05; Figura 2C).

As amostras congeladas com B e diluidas em meios capacitantes, BCE e BGV, nédo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si quanto a motilidade (57,5 + 29,5%;
60,62 + 28,33% e 43,7 + 23,94%), vigor (2,75 +0,43; 3,5 + 0,5 € 2,87 + 0,78) e teste HOS
(33,5 + 18,4%; 35 + 15,2% e 16,4 = 15,7%, respectivamente). BGV apresentou menor
integridade (p<0,05) membranar (29,3 + 13,3%) quando comparado a B e BCE (51,7 =
18,8% e 47,6 + 16,6%) (Figura 3 A-D).
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Figura 1- Parametros cinematicos e morfolégicos do sémen Fresco (F), criopreservado com Caniplus
Freeze (CF) e criopreservado com Botubov (B). A-D: Motilidade (%), Vigor, Integridade (%), Teste
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Figura 2- Parametros cineméticos e morfolégicos do sémen Fresco (F); criopreservado com Caniplus
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N=8 (P<0,05).
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Figura 3- Pardmetros cineméticos e morfolégicos do sémen Fresco (F); criopreservado com Botubov
(B); criopreservado com Botubov e Caniplus Enhance (BCE); e criopreservado com Botubov e GV fert
(BGV). A-D: Motilidade (%), Vigor, Integridade (%), Teste hiposmético (%); N=8 (P<0,05).

Todos os grupos experimentais demonstraram uma queda nos parametros
cinematicos motilidade e vigor ao longo do tempo (p<0,05). A amostra CFGV foi a que
apresentou menor tempo de termorresisténcia e a F apresentou maior tempo, quanto a
motilidade e vigor. Todos os grupos criopreservados, apresentaram significativa menor
(p<0,05) motilidade e vigor quando comparado ao fresco em todos os tempos (T1-T6),
exceto em BCE no tempo 4 quanto ao paréametro vigor (Tabelas 1 e 2).

GE T T2 T3 T4 T5 T6
F 81,2:+19,32 655?511 40 + 37,91 23?6?7771 25 +33,16 132%1'-'

DCE 1;5756* 6,25 + 16,53 ?6225-“ B ) )

DBE  45:3005 oot G5or  25x661  p7 )

DCGV 375x37,66 1,25+3,3 _ _ _ —
DBGV 10+18,02 8,125+9,33 25+6,61 0,625+1,65 _ _

Tabela 1- Média e desvio padrdo da média do teste de termorresisténcia da motilidade de
espermatozoides caninos fresco e criopreservados. F= Fresco; CFCE= Descongelado Caniplus Frezee
+ Caniplus Enhance; BCE = Descongelado Botubov + Caniplus Enhance; CFGV= Descongelado
Caniplus Frezee + GV fert; e BGV = Descongelado Botubov + GV fert. N=8; (P<0,05).
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GE T1 T2 T3 T4 T5 T6

2125 + 1375+ 1125 + 0,625 +
F 4£07 350,53 1,26 1,49 1,53 1,11

0,375 = 0,375 = 0,375 =

DCE 0,99 0,99 0,99 - - -

0,125 =

DBE 225+178 175+147 075+096 0,25 +0,66 .33 0
0,375 =

DCGV 5,09 0,25 + 0,66 B _ _ _

DBGV 2’11 %%i 1625414 025+066 02507 ~

Tabela 2- Média e desvio padrao da média do teste de termorresisténcia do vigor de espermatozoides
caninos fresco e criopreservados. F= Fresco; CFCE= Descongelado Caniplus Frezee + Caniplus
Enhance; BCE = Descongelado Botubov + Caniplus Enhance; CFGV= Descongelado Caniplus Frezee
+ GV fert; e BGV = Descongelado Botubov + GV fert. N=8; (P<0,05).

Ambos os grupos CF e B apresentaram todos parametros de avaliacéo da qualidade
do sémen inferiores a F. Entretanto, ja € estabelecido que o CF é efetivo no congelamento
de sémen canino atingindo 65% de motilidade dos spz apés o descongelamento e uma
integridade membranar com cerca de 45%, condizente com os dados que foram obtidos
neste estudo. Como o B apresentou resultados similares a este diluidor podemos inferir
que este produto seria uma alternativa promissora para o congelamento de sémen canino
apresentando custo mais baixo e sendo de compra mais acessivel, proporcionando maior
aplicabilidade do congelamento de sémen (ESCH, 2014).

O CF utiliza gema de ovo em sua composicao, que pode agir como um crioprotetor
impermedvel. A literatura mostra que a gema de ovo pode mostrar melhora em varios
parametros dos spz criopreservados como, por exemplo, a motilidade e a integridade
membranar. Quando congelados com diluidor a base de Tris com 20% de gema de ovo 0s
spz mostram melhores resultados ap6s congelamento que com 10%. Acredita-se que a
gema de ovo disponibilize lipidios e colesterol para a membrana celular dos spz conferindo
protecédo a estas. Quando utilizado o Botubov para criopreservacéo de sémen de touro os
parametros de motilidade total atingem 45% e integridade membranar de 51%. O Botubov
possui coloracao amarelada e apesar de néo ter a exata informacao sobre a composicao
deste diluente, acreditamos que haja a gema de ovo (BELALA et al, 2016; SILVA, 2000;
BERGERON & MANJUNATH, 2006).

Apéds descongelamento das amostras foi testado dois meios capacitantes comerciais.
Em um estudo realizado com sémen de céo congelado com CF, ap6s o descongelamento,
houve adicdo de: CE, fluido prostatico e nenhuma adi¢cédo. O sémen que foi adicionado
com o CE obteve os melhores resultados quanto a motilidade, apresentando motilidade
total de 51%. O CE ja é um meio utilizado com sucesso para spz de céaes e por tanto,
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serve como referéncia para comparac¢dées com o GV fert. (IGNA et al, 2018).

Os grupos CFCE e CFGV né&o mostraram diferenca significativa, quanto a motilidade,
vigor e teste HOS quando comparado a CF. Os grupos BCE e BGV nao mostraram
diferenca significativa, quanto a motilidade, vigor e teste HOS quando comparado a B.
Somente CFGV e BGV mostrou diminuicdo quanto a integridade membranar comparado
ao CF e B, respectivamente. Sendo assim, inferimos que o meio capacitante CE pode ser
utilizado apo6s a criopreservacédo com CF e B. CFGV e BGV mostraram uma diminuicéo
quanto a integridade membranar, analise importante para aferir o potencial fecundante
das células apds congelamento (SIEME et al, 2015).

O teste de termorresisténcia se mostra util para indicar a durabilidade e resisténcia
do sémen criopreservado. Todos os grupos experimentais apresentaram um declinio
natural da motilidade e vigor ao longo do tempo. A amostra CFGV apresentou menor
tempo de incubacéo, demonstrando assim mais um indicio de que o GV fert ndo € um
bom meio capacitante para spz canino. A motilidade e vigor dos grupos criopreservados
permaneceram menor em quase todos os tempos quando comparados a F, demonstrando

uma queda relativamente constante e comum entre todos os grupos.

De maneira geral, as amostras de sémen congeladas com B e CF apresentam bons
parametros de motilidade, vigor, integridade da membrana, biometria e termorresisténcia.
O B é um diluidor para sémen bovino, entretanto, com os resultados aqui encontrados,
podemos inferir que este pode ser uma alternativa promissora quanto ao custo-beneficio
para o congelamento de spz canino. Ja com relacdo aos meios de capacitacao, o CE,
produto comercial proprio para sémen canino, apresentou melhores resultados quando
comparado ao GV fert. Finalmente, vale ressaltar que esse estudo abre novas perspectivas
para aplicacdo de alternativas de baixo custo a criopreservacédo de sémen canino e
consequentemente a ampliagcdo dessa técnica.
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RESUMO: O presente trabalho teve por
objetivo relatar um caso de tumor das células
da granulosa-teca em égua Quarto-de-Milha,
doadora de embridao, quatro anos de idade, que
foi atendida com histérico de anestro prolongado.
O proprietario relatou que o animal estava no
programa de transferéncia de embrido, porém
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ainda aciclica. Ao exame clinico ndo foram
observadas alterac¢des significativas. No exame
da genitélia interna detectou-se aumento de
volume no ovario esquerdo, com aspecto nodular
e ovario direito hipotrofiado. Na ultrassonografia
havia presenca de varias estruturas cisticas,
ndo sendo possivel mensuragdo ovariana total.
Colheu-se sangue para dosagem hormonal,
com valores obtidos para estrobgenos totais
de 6,16 pg/mL, progesterona de 0,01 ng/
mL e testosterona de 79 pg/mL. Os niveis de
estrdgeno e progesterona eramcompativeiscom
animais em anestro, contudo a concentracao
de testosterona estava elevada, uma vez que,
o valor de referéncia para fémeas é < 50pg/
mL, porém o animal ndo apresentava sinais de
virilismo. O diagnostico de tumor das células da
granulosa-tecabaseou-senohistoérico, avaliagcao
ultrassonogréfica, dosagem hormonal e exame
histopatolégico. A terapéutica empregada foi
ovariectomia unilateral, via flanco esquerdo.
O animal retornou a ciclicidade na estacéo de
monta seguinte, sendo incluida novamente no
programa de transferéncia de embrido.

PALAVRAS-CHAVE:
tratamento cirdrgico, equino.

enfermidade ovariana,
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ABSTRACT: The aim of the present study was to report a case of granulosa-theca cells tumor
in quarter-mare mare, an embryo donor, four years old, which was attended with a history of
prolonged anestrus. The owner reported that the animal was in the embryo transfer program,
but still acyclic. At the clinical examination, no significant changes were observed. In the
examination of the internal genitalia, a volume increase was detected in the left ovary, with
nodular appearance and hypotrophied right ovary. On ultrasonography, there were several
cystic structures, and total ovarian measurement was not possible. Blood was collected for
hormonal dosing. The values obtained of total estrogen= 6.16 pg/mL, progesterone= 0.01
ng/mL and testosterone= 79 pg/mL. Estrogen and progesterone levels were compatible with
anestrous animals, however the testosterone concentration was high, since the reference
value for females was < 50 pg/mL, but the animal showed no signs of virilism. The diagnosis
of tumor of granulosa-theca cells was based on history, ultrasonographic evaluation, hormone
dosing and histopathological examination. The therapy used was unilateral ovariectomy, via
the left flank. The animal returned the cyclicity at the next breeding station and was included
again in the embryo transfer program.

KEYWORDS: ovarian disease, surgical treatment, equine.

Eguas podem desenvolver varios tipos de tumores ovarianos, sendo o tumor de
células da granulosa-teca o mais comum. Este tipo de tumor, cuja origem esta associada
aos corddes sexuais e estroma ovariano, quase sempre acomete apenas um ovario,
com crescimento lento, quase sempre benigno e ndo produz metastase (MCCUE, 1998;
MCCUE et al., 2006).

A presenca de tumor celular de granulosa-teca pode ser indicada quando uma égua
apresentar mudangcas de comportamento, como agressividade, atitude de garanhao
ou exibir periodos prolongados de anestro ou ninfomania durante a estacdao de monta.
Essa alteracdo no comportamento estd associada a um aspecto Unico desse tumor que
€ a capacidade de produzir diferentes horménios na égua, levando a anormalidades
comportamentaisdiferentes. Essasalteragdesclinicasestaorelacionadas asconcentracoes
hormonais produzidas. Os hormdnios que podem ser produzidos por esse tumor incluem
estrogénios, associado a ninfomania, progesterona, testosterona associado ao virilismo e
inibina que leva a atrofia do ovario contralateral e anestro. (MCCUE, 1998; MCCUE et al.,
2006; MCCUE; MCKINNON, 2011; SCHLAFER; MILLER, 2007).

O tumor das células da granulosa-teca foi relatado em todas as racas e idades de
éguas, incluindo recém-nascidos, mas, mais comumente, esses tumores ocorrem em
éguas entre cinco e dez anos de idade, independente de raca. Esse tumor pode ser
nomeado de acordo com o tipo de células envolvidas, células da granulosa e/ou da teca.
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Felizmente, esses tumores geralmente sdo unilaterais, mas alguns casos foram relatados
onde ambos os ovarios estavam envolvidos (SCHLAFER; MILLER, 2007).

O diagnéstico é baseado nas alteragdes clinicas, exame ultrassonogréafico, dosagem
hormonal e exame histopatolégico do ovario acometido. O tratamento preconizado é a
ovariectomia unilateral, ndo eletiva, via flanco quando possivel (MCCUE et al., 2006;
TROTTER; EMBERTSON, 1999).

Foi atendida uma égua, doadora de embrido, quatro anos de idade, Quarto-de-Milha,
pesando 420 kg, com historico de anestro prolongado. O proprietéario relatou que o animal
estava em estacdo de monta no programa de transferéncia de embrido, porém ainda
aciclica, enquanto todas as outras éguas do programa ja apresentavam ciclicidade. Na
propriedade havia uma filha dessa égua, com quatro meses de idade apenas, oriunda
de transferéncia de embrido, indicando que a égua havia ciclado na estagao passada.
N&o houve relato de alteracdo de comportamento e o animal apresentava normofagia,
normodipsia, normouria e normoquesia.

Ao exame clinico ndo foram observadas alteracdes clinicas significativas. Contudo
no exame do genital interno detectou-se aumento de volume em ovério esquerdo,
com aspecto nodular e direito hipotrofiado, com 4 cm de didmetro e superficie lisa. Na
ultrassonografia transretal do utero, foi observada ecotextura homogénea e auséncia de
edema, e dos ovarios, havia presenca de varias estruturas cisticas em ovario esquerdo,
semelhante a “favo de mel”, contendo liquido de caracteristica anecoéica intercaladas
por septos ecogénicos, ndo sendo possivel mensuragcdo ovariana total, e ovario direito
pequeno com auséncia de foliculos, dados esses compativeis com o tumor das células
da granulosa (Figura 1). Esses achados s&o condizentes com os descritos por Hinrichs e
Hunt (1990) e McCue e Mckinnon (2011), os quais citam que o aspecto ultrassonografico
€ importante para auxiliar no diagnéstico de tumor das células da granulosa em éguas,
sendo que esse tumor pode apresentar-se com multiplos cistos ou grande cisto Unico,
além do ovario contralateral encontrar-se pequeno e inativo, provavelmente pela acéo da
inibina produzida pelo tumor das células da granulosa-teca.
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Figura 1 - Ultrassonografia do ovéario esquerdo com inUmeras estruturas cisticas (setas vermelhas),
com impossibilidade de mensuracéo.

Colheu-se uma amostra de sangue por venopuncao da jugular para dosagem
hormonal. Os valores obtidos de estrégenos totais = 6,16 pg/mL, progesterona = 0,01 ng/
mL e testosterona = 79 pg/mL. Os niveis de estrogeno e progesterona sao compativeis
com animais em anestro (DONADEU, 2006), contudo a concentracédo de testosterona
estava elevada, uma vez que, o valor de referéncia para fémeas € < 50 pg/mL, porém o
animal ndo apresentava comportamento de garanh&o. A literatura relata que em éguas
o tumor das células da granulosa-teca pode estar associado ao anestro, comportamento
masculinizado ou ninfomania dependendo da producao hormonal, e que muitas vezes ha
associacdo das células da teca, podendo ser verificado niveis de testosterona elevados
(MCCUE; MCKINNON, 2011). Esses dados sao compativeis com o caso em questao, uma
vez que a queixa do proprietario era que o animal encontrava-se em anestro prolongado.
O diagnostico de tumor das células da granulosa-teca baseou-se no histérico, avaliagéo
ultrassonogréfica, dosagem hormonal e exame histopatologico (MCCUE et al., 2006;
MCCUE; MCKINNON, 2011; SCHLAFER; MILLER, 2007).

Aterapéutica empregada foi ovariectomia unilateral, via flanco esquerdo, com animal
em posicdo quadrupedal, adequadamente contida em tronco apropriado, conforme o
descrito na literatura (MCCUE et al., 2006; SILVA et al., 2001; TROTTER; EMBERTSON,
1999).

Para a realizagcao do procedimento cirurgico foi colocado um cateter intravenoso (1V)
de calibre 18 na veia jugular direita. A solucao de lactato Ringer foi administrada a uma taxa
de 5 mL/kg de peso vivo (PV)/h para um total de dois litros no final da cirurgia. Sulfametazol
associada ao trimetoprim, 10 mg/kg PV, IV e flunixin meglumine, 1,1 mg/kg PV, IV, foram
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administrados previamente a cirurgia. A tranquilizacéo foi induzida pela administracéo
de xilazina, 0,5 mg/kg PV, IV. Realizou-se a tricotomia, seguida de antissepsia com iodo
povidine e alcool 70% da area da fossa paralombar esquerda. A anestesia local infiltrativa
em L invertido foi realizada com 60 mL de cloridrato de lidocaina a 2%. Esse procedimento
foi realizado conforme o descrito na literatura por Silva et al. (2001 e 2007).

Uma incisdo longitudinal da pele de 20 cm foi feita na fossa paralombar esquerda,
seguida pela divulsdo, no sentido das fibras, do musculo obliquo abdominal externo,
obliquo abdominal interno e transverso, respectivamente. Com auxilio de uma tesoura
de ponta romba, rompeu-se o peritbnio, alcangando-se, entdo, a cavidade abdominal.
Localizou-se o ovario esquerdo, realizou-se a anestesia do pediculo ovariano com lidocaina
2% e procederam-se as suturas de transfixacdo dupla com vicryl (poliglactina 910) n° 2
para facilitar a hemostasia. O pediculo foi transeccionado distal as ligaduras e o ovario
foi removido, sendo cuidadosamente inspecionado quanto a presenca de hemorragia.
Na sequéncia procedeu-se a laparorrafia, suturando-se o peritbnio em conjunto com o
musculo transverso, empregando-se fio vicryl (poliglactina 910) n°2 em padréo de sutura
Sultan. Na sequéncia, realizou-se a sutura dos musculos obliquo abdominal interno e
obliquo externo, utilizando-se o mesmo fio e padréo de sutura. A reducéo do espago morto
foi feita por meio de sutura padrdao Cushing, com vicryl (poliglactina 910) n°1, seguida
pela dermorrafia com fio nylon n° 0, em sutura padréo simples interrompido (SILVA et al.,
2007).

Na avaliacdo macroscépica, o ovario esquerdo media aproximadamente 16 cm de
diametro, com inumeros cistos inclusos. Foi realizada a colheita de dois fragmetos de 1 cm?®
do ovario afetado, os quai foram colocados em formol salina 10% tamponado e enviados
para o laboratorio de histopatologia. O exame histopatolégico revelou a presenca de
células da granulosa neoplasicas, divididas por corddes de células da teca neopléasicas,
com presenca de figuras de mitose. Essa descricdo € semelhante a encontrado em relato
de tumor das células da granulosa realizado por Prestes et al. (2001).

Foram realizados curativos diarios com solucéo fisioldgica com sulfato de neomicina
a 10% e aplicacédo de repelente ao redor da ferida cirurgica, uma vez ao dia, durante
os dez dias consecutivos. A antibioticoterapia foi mantida por sete dias consecutivos
e a administracéo de anti-inflamatoério, por cinco dias consecutivos. A égua retornou a
ciclicidade na estacédo de monta seguinte, sendo incluida novamente no programa de
reproducéo, tal fato corrobora com os relatos que descrevem um retorno a ciclicidade de
seis a oito meses apds a remocao cirurgica do tumor (MCCUE; MCKINNON, 2011).

Pode-se concluir com esse relato que o diagnéstico de tumor das células da
granulosa-teca deve ser realizado utilizando-se sempre exames complementares como
ultrassonografia e dosagem hormonal e que o tratamento adequado preconizado permite

o retorno da atividade reprodutiva, evitando assim prejuizo econdmico ao criador.
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ABSTRACT: The conventional freezing protocol
for boar semen lasts around 8 hours and requires
heavy equipment. Results in fertility and litter size
obtained using frozen-thawed porcine semen are
very different from those obtained with natural
service or artificial insemination using cooled
semen. The aim of this study was to evaluate
freeze-thawing of boar semen comparing the
traditional slow method to a rapid curve of
temperature descent, using two cryoprotectants
(glycerol and dimethylformamide) in presence
of an antioxidant and an energy substrate
(L-carnitine and pyruvate). Methods: Samples
were re-diluted with 5% DMF; 3% glycerol;
5% DMF + L-carnitine and pyruvate and 3%
glycerol + L-carnitine and pyruvate. Kinematic
parameters, sperm viability and sperm acrosome



status and membrane functional integrity simultaneously (CB/HOS) were evaluated. Results:
No significant differences (p>0.05) were observed between slow or rapid curves, or between
cryoprotectants, nor between presence or absence of L-carnitine and pyruvate for any of the
motility, CB/HOS patterns or live acrosome-reacted, and dead acrosome-intact sperm (FITC-
PNA/PI) evaluated post-thaw. However, a significant increase (p< 0.05) in live acrosome-
intact sperm was observed with the rapid curve and in dead acrosome-reacted sperm was
observed with the slow curve. Conclusion: Either glycerol or dimethylformamide could be
used as cryoprotectants and the addition of L-carnitine together with pyruvate to the freezing
media did not make a difference to the quality of thawed porcine semen.

KEYWORDS: Dimethylformamide, glycerol, L-carnitine, pyruvate, boar semen.

Semen cryopreservation is a biotechnology that has been used for many years to
preserve genetic material, enable geneticimprovement and increase reproductive efficiency
of highly valuable boars. Basic components of extenders have been the same over the
past 35 years and include egg yolk, glycerol (Pursel and Johnson, 1975), a carbohydrate
and detergent substances. Glycerol is the most utilized permeable cryoprotectant to freeze
semen in many species, including boars (Barbas and Mascarenhas, 2009). Different
concentrations of glycerol have been used in mammals, varying from 2 to 10%. Several
studies have demonstrated that the most suitable glycerol concentration to freeze boar
semen varies from 2 to 4 % (Westendorf et. al., 1975; Holt WV, 2000). Nevertheless, it
is known that glycerol can induce chemical and osmotic toxic effects and changes in the
sperm membrane lipids (Fiser and Fairfull, 1984; Fahy GM, 1986). For this reason, other
cryoprotectants such as amides have been assayed. Amides have a lower molecular weight
and higher water solubility, so they reduce intracellular ice crystal formation, producing
minimum toxicity and less osmotic damage (Ashwood-Smith MJ, 1987).

Boar sperm membranes contain a high proportion of polyunsaturated fatty acids, which
can suffer lipid peroxidation during cryopreservation (Cerolini et. al., 2001). The increased
production of reactive oxygen species during cryopreservation has been associated with
the reduction of motility and fertility of thawed semen (Chatterjee et. al., 2001; Aitken et. al.,
2014). This damage could be minimized with the addition of antioxidants to the extender
prior to the freezing process (GroBfeld et. al., 2008). Carnitine modulates several sperm
functions such as, fatty acid oxidation, acetyl-CoA/free CoA ratio and the use of pyruvate
and lactate as energy substrates. In addition, it has a powerful antioxidant effect since
it reduces lipid availability to peroxidation (Matalliotakis et. al., 2000) and increases the
activity of antioxidant enzymes such as catalase, superoxide dismutase and glutathione
peroxidase; leading to improvement of sperm motility (Lisboa et al. 2014). Pyruvate acts
as hydrogen peroxide scavenger and it can be used as antioxidant in extenders to avoid
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peroxidative damage ([Bilodeau et al. 2002), improving semen quality (equine: Goncalvez
da Silva 2008; bovine: Korkmaz et al., 2017).

The conventional freezing protocol for boar semen lasts around 8 hours and requires
heavy equipment (refrigerated centrifuges and programmable freezers, among others)
(Saravia et al., 2010; Rodriguez-Martinez and Wallgren, 2011). Therefore, development of
easier and practical freezing protocols to implement “on field” would be useful.

The aim of this study was to apply a rapid freezing curve for cryopreserving boar semen
using glycerol and dimethylformamide. Also, the addition of pyruvate and L- carnitine to
minimize sperm damage during cryopreservation was studied. The final objective was to

develop a useful protocol that could be easily applied on field.

The study was approved by the Institutional Committee for Use and Care of Laboratory
animals (CICUAL) of the Faculty of Veterinary Sciences of the University of Buenos Aires
(Protocol N° 2014/17). The present work was carried out at the Faculty of Veterinary
Sciences of the University of Buenos Aires, Argentina. Nine (n= 9) males clinically healthy,
ranging between 1.5 and 3 years of age were included in the study. Eighteen ejaculates
were obtained (n=9; r=2) using the gloved hand technique (King et al., 1973).

For every ejaculate the following two freezing curves were evaluated simultaneously:
rapid and slow. In all cases, the straws remained in the liquid nitrogen tank for at least 2
weeks before being thawed in circulating water at 37 °C for 1 minute.

All chemicals and reagents were obtained from Sigma Chemical Company, St Louis,
Mo.

Samples were diluted in Androstar® plus (Minitib, Germany). Afterwards, they were
centrifuged 15 minutes at 800 g and the pellet was rediluted to 300 x 108 sperm/ml in: 1)
5% DMF, lactose 11 %, 20 % egg yolk, 0.5 % Equex®; 2) 3 % glycerol, lactose 11 %, 20
% egg yolk, 0.5 % Equex®; 3) 5 % DMF, lactose 11 %, 20 % egg yolk, 0.5 % Equex® + 50
mM L-carnitine and 10 mM pyruvate and 4) 3 % glycerol, lactose 11 %, 20 % egg yolk, 0.5
% Equex® + 50 mM L-carnitine and 10 mM pyruvate. The samples were equilibrated for
30 minutes at room temperature, after loading in 0.5 ml straws, placed in plastic gobelets
inside a bronze canister filled with a mixture of ethanol-acetone 1:1 (Figure 1). A rapid
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freezing curve was carried out according to Miragaya et al., 2001. Briefly, the canister
was held 6 cm above the liquid nitrogen level in a 10 litres nitrogen tank, monitoring the
temperature descent with a digital thermometer from room temperature to -15 °C (descent
at a rate of 10-12 °C/min) and then to -120 °C (at a rate of 25 - 40 °C/min). Finally, straws
were plunged into liquid nitrogen at -196 °C.

The slow freezing curve was performed as described by Westerndorf et al. (1975)
with modifications (Caldevilla et al., 2016). Semen was placed at 17 °C for 2 h and then
centrifuged at 800 g for 15 minutes. The pellet was rediluted with the same 4 extenders
used in the rapid curve. Samples were stabilized for 2 h at 5 °C and loaded in 0.5 ml straws.
The straws were placed on a rack, inside a styrofoam box, 5 cm above liquid nitrogen level
for 20 minutes. Finally, the straws were plunged into liquid nitrogen at -196°C.

The following seminal characteristics were evaluated after thawing: kinetic parameters,
viability, acrosome integrity, membrane function and acrosome status.

Kinetic parameters were evaluated using a computerized system, ISAS v1 (Proiser®,
Valencia, Spain). The following parameters were analyzed: the total sperm motility and
progressive motility (%), CLV curvilinear velocity (um/sec), SLV straight line velocity (um/
seg), VTM medium path velocity (um/seg), ALH lateral head displacement (um) and BCF
beat cross frequency (Hertz).

The staining technique combines Fluorescein Isothiocyanate —Arachis hypogea
agglutinin (FITC-PNA), a lectin that selectively binds the outer acrosomal membrane, with
Propidium lodide (PI) for viability. Briefly, samples were incubated at 37 °C for 10 min with
FITC-PNA. Then, 2ul of Pl were added and incubated for another 10 min at 37 °C. Finally

it was evaluated using an epifluorescence microscope (Figure 2).

Coomassie blue (CB) was used on semen samples previously subjected to a
hypoosmotic swelling (HOS) test (Ferrante et al., 2017). Briefly, sperm were subjected to a
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HOS according to Vazquez et al., (1997) modified: samples were incubated for 10 minutes
at 37 °C in fructose- sodium citrate, washed with PBS centrifuging at 600g for 3 minutes.
The pellet was re-diluted in 2 % paraformaldehyde, incubated at a room temperature
during 4 minutes. A second centrifugation was performed (600 g for 3 minutes), repeating
the procedure twice. The pellet was then re-diluted in 300 uyl of PBS and a drop was placed
on a slide, within a circle marked with a Dako Pen®, and dyed 5 minutes with CB (Figure 3).

Data were analyzed using a factorial design of 3 factors with 2 levels each, blocking
the males. Therefore, an analysis of variance was performed on data with a normal

distribution and otherwise a Kruskal Wallis test was performed.

No significant differences were observed (p> 0.05) in motility of thawed sperm neither
between the rapid and slow curves, nor between DMF and glycerol nor in the presence or
absence of L-carnitine and pyruvate. No significant differences (p> 0.05) were observed
in the kinetic parameters CLV, SLV, VTM, ALH, BCF, between the rapid and slow curves,
neither between DMF and glycerol, nor between the presence or absence of L-carnitine

and pyruvate in the extenders. (Table 1)

When comparing sperm parameters within each freezing curve separately, no
significant differences were observed (p> 0.05) in the FITC-PNA/PI patterns between DMF
and glycerol, nor with the addition of L-carnitine and pyruvate when using the rapid curve
(Table 2). No significant differences were observed (p> 0.05) in FITC-PNA/PI patterns,
between DMF and glycerol, nor with the L-carnitine and pyruvate addition using the slow
curve (Table 3).

When comparing the rapid vs. the slow freezing curve, the percentage of live
spermatozoa with intact acrosomes was significantly higher (p < 0.05) in the rapid curve
(24.5 £ 1.9) compared to the slow curve (21.2 £ 0.2), while the percentage of dead sperm
with reacted acrosomes was significantly lower (p < 0.05) in the rapid curve (58.3 + 0.8)
than in the slow curve (62.3 + 0.5).

No significant differences (p> 0.05) were observed in either of the HOS/CB patterns in
thawed samples, neither between curves nor between cryoprotectants, nor in the presence
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or absence of L-carnitine and pyruvate (Table 4).

The cryopreservation method used for boar semen has been used for a long time. It
is a gradual process that lasts between 3 to 5 h in short protocols, and 8 to 10 h in longer
protocols (Saravia et al., 2010). The present study proposes the use of a rapid freezing
curve that decreases the length of the protocols that are currently used. In addition to the
short time that it takes to carry out the freezing curve, another important advantage is that
it may be used “on field”, on any pig farm, without the necessity of transporting either the
boars or the semen samples, or having a programmable freezer.

Although glycerol has historically been the accepted cryoprotectant used to freeze
boar semen (Crabo and Einarsson, 1971; Pursel and Johnson, 1974), the concentration
added to the freezing extender is essentially limited by its toxicity (Almlid and Johnson,
1988; Holt WV, 2000). Therefore, in different species, other cryoprotectants have been
evaluated (equine: Squires et al., 2004; dog: Lopes et al., 2009; cattle: Oh et al., 2012). In
fertility trials with frozen semen, a significant improvement in fertility was obtained using
DMF compared to glycerol (equines: Squires et al., 2004; Vidament et al., 2002; rabbits:
Hanada et al., 1980; fish: Ogier De Baulny et al., 1999). In the present study, the sperm
parameters assessed after cryopreservation of boar semen with glycerol did not show
significant differences compared to dimethylformamide. On the contrary, better results
have been reported regarding to boar sperm moaotility, viability, integrity and membrane
function when using a lactose-egg yolk extender with 3% glycerol, compared to one
with dimethylformamide (Malo et al., 2012). This data agrees with Kim et al., (2011) who
observed that when using dimethylacetamide and dimethylsulfoxide as cryoprotectants,
motility and membrane integrity were lower in comparison to the results obtained when
freezing with 3% glycerol. However, other authors have observed that the replacement
of glycerol with amides (5% dimethylformamide or dimethylacetamide), in the extender
resulted in an increase in motility and membrane integrity in thawed boar semen (Bianchi et
al., 2008, Hwang et al., 2009). Differences between the results obtained in the previously
mentioned studies and ours might be related to the different freezing protocols that were
implemented and variations in the extender’s composition.

It has been reported that the addition of antioxidants to freezing extenders increases
post-thaw sperm quality and the reproductive efficiency after artificialinsemination (GroBfeld
y col., 2008). However, in the present study the addition of L-carnitine to the freezing
extenders did not improve post-thaw sperm quality in boars. On the contrary, Sariozkan et
al. (2014) preserved rabbit semen at 5 °C for 24 h with the addition of L-carnitine observing
that, at 12 and 24 h, sperm motility and membrane function were better compared to the
control group; showing a decrease in acrosome damage at 24 h. Similarly, in Angora goats,
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the addition of antioxidants like carnitine reduced the percentage of sperm with abnormal
acrosomes and the total sperm abnormalities; although there was no improvement in post-
thaw sperm motility versus the control group (Bucak et al., 2010a). In bulls, the addition of
L-carnitine to the semen freezing extender, improved sperm maotility, reduced morphological
abnormalities and DNA damage in thawed samples (Bucak et al., 2010b). Aliabadi et al.
(2017) showed that the addition of L-carnitine did not improve the post-thaw motility of
human sperm however; there was an improvement in plasma membrane and acrosome
integrity. Fattah et al. (2017) reported that the addition of L-carnitine to Beltsville medium
improved sperm quality in rooster thawed semen; while the addition of this component to
the freezing extender improved sperm motility in cats thawed epidydimal sperm (Manee-
in et al., 2014). The addition of pyruvate to extenders improved semen quality in bovines
(greater sperm motility and percentages of intact membrane and acrosome, and lower
percentages of DNA fragmentation) and sperm motility in equines (Goncalvez da Silva,
2008; Korkmaz et al., 2017). In boars, the addition of a mixture of antioxidants containing
pyruvate, catalase and mercaptoethanol to the extender, which included glycerol or DMF
as cryoprotectants, did not improve semen quality (Buranaamnuay et al., 2011). Similarly,
in the present study, the addition of pyruvate to the extenders did not improve the assessed
sperm parameters. Differences in the results obtained between these studies and the
ones performed in bovine and equine might be attributed to a different sperm response to
exogenous antioxidants between species and/or different freezing protocols. Considering
the results obtained in other species, it would be interesting to evaluate other antioxidant’s
concentration in order to assess if better results are accomplished.

The currently used protocol to freeze boar semen involves many steps and is time-
consuming (lasting around 8 hours to process an ejaculate). It also requires expensive
equipment as refrigerated centrifuges and programmable freezers. Thus, it becomes
unattractive for routine use and unpractical to implement on field. A simplified procedure,
which requires around 3.5 hours, has been developed (Saravia et al., 2010). However, the
mentioned technique involves the use of a programmable freezer. In the present study, a
rapid freezing curve without the need of sophisticated equipment has been evaluated. As
the assessed seminal characteristics did not show differences between the traditional slow
curve and the studied rapid curve, the last one would be useful to implement on field.

There is a great variety of methods to evaluate the acrosome, but most are complicated
or are expensive and require specialized equipment. It is possible to simultaneously
evaluate acrosome status and sperm viability with FITC-PNA combined with PI, as it was
done in the present study. The limiting factor of the technique is the need for a fluorescence
microscope, which is rarely found in a laboratory under field conditions. In contrast, the CB
stain is an effective and inexpensive method to evaluate sperm acrosomes in mammals.
This is the first study that evaluated the acrosome status of boar sperm using the CB stain
on samples previously subjected to the HOS test, with the objective to simultaneously
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evaluate the acrosome and plasma membrane function. This combination of techniques
successfully evaluated these two important parameters and can easily be incorporated
into the routine breeding soundness evaluation on any pig farm in the field, without the
need for an epifluorescent microscope and expensive fluorochromes.

In conclusion, it is possible to use a rapid freezing curve that takes only a few minutes
to cryopreserve boar semen, using less equipment and at a reasonable cost. It can be
used in the field or on any pig farm, without the need of transporting semen samples or
boars, and only a few laboratory equipment are required. Both cryoprotectants, glycerol
and DMF, similarly preserved boar semen, and the addition of 50 mM of L- carnitine and
10 mM of pyruvate to the extender was unable to improve post-thaw sperm parameters in
boars.

None of the authors have any conflicts of interest to declare.
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Figure 1. Straws inside bronze canister with ethanol-acetone (A) and a digital thermometer to control
the temperature descent (B).

F’NA'I l . .

Figure 2. Staining patterns observed using FITC-PNA/PI. PNA-: sperm with an intact acrosome; PNA+:
sperm with a reacted acrosome; PI-: live sperm, with intact membrane; Pl+: dead sperm, with damaged
membrane.

HOS+/CB+ HOS+/CB - HOS-/CB + HOS-/CB -

Figure 3. Patterns observed using the HOS/ Coomassie blue stain. HOS+: sperm with functional
membrane; HOS-: sperm with non-functional membrane; CB+: sperm with an acrosome; CB-: sperm
without an acrosome.

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3



Curvilinear Straight line Medium path Lateral head Beat Cross

Freezing Progressive Total velocity velocity velocity displacement frequency
Curve Antioxidant Cryoprotectant motility [%] motility [%] [um/s] [um/s] [um/s] [um] [Hz]
rapid without carnitine glycerol 125+6.6 22.3+100 32.8+11.0 12.4+53 17.1+£6.0 1.5+0.9 41+23

with carnitine
rapid +pyruvate glycerol 11.0+£ 56 21.8+9.5 31.7+125 125+55 17.2+6.0 1.5+1.0 13.1+21
rapid without camnitine DMF 11.3+56 184 +7.0 30.0+10.5 1M1.5+44 155+53 1.5+0.9 4127
with carnitine
rapid +pyruvate DMF 11.0+6.0 195277 298+88 10.2+5.0 149+56 1.5+1.0 3519
slow without carnitine glycerol 126+7.0 21.8+120 3691140 147 +6.5 193+7.0 16+1.0 53+33
with carnitine
slow +pyruvate glycerol 12357 220145 32.21+14.0 13.7+5.5 17.8£6.5 15108 43139
slow without camnitine DMF 13074 243+9.0 32090 136+29 17.7+3.2 14+008 41+23

with carnitine
slow +pyruvate DMF 10.7 + 6.6 18.7+6.5 33.1+14.0 11.1+46 17.3+75 1.3+1.0 28+17

Table 1. Evaluation of kinetic parameters. Data are expressed as mean + SD.

DMF: dimethylformamide

Freezing
Curve Antioxidant Cryoprotectant PNA- Pi- PNA + Pi- PNA- Pi + PNA+ Pi +
rapid without caritine glycerol 23.2 +10.0 24+20 155+7.0 59.0+12.0
rapid with carnitine + pyruvate glycerol 25.0+10.0 25+20 15.1£8.0 57.5+14.7
rapid without camitine DMF 22875 29120 15.3+6.8 59.0+£9.0
rapid with carnitine + pyruvate DMF 27.1+11.0 32+27 12.0+6.0 57.8+13.0

Table 2. Evaluation of sperm viability and acrosome integrity using a rapid curve. Data are expressed as

mean =SD.
Freezing
Curve Antioxidant Cryoprotectant PNA- Pi- PNA + Pi- PNA- Pi+ PNA + Pi +
slow without carnitine glycerol 21.3+84 28+20 144 +738 61.4+11.6
slow with carnitine + pyruvate glycerol 21.5+£7.0 28120 140+78 61.7+98
slow without carnitine DMF 21.0+7.2 3.2+28 13675 62.3+89
slow with carnitine + pyruvate DMF 21.1+9.5 29+20 13.7+56 62.3 + 10.9

Table 3. Evaluation of sperm viability and acrosomal integrity using a slow curve. Data are expressed as
mean +SD.

DMF: dimethylformamidePNA-/PI-: live sperm with intact acrosomes. PNA+/PI-: live sperm with

reacted acrosomes. PNA-/Pl+: dead sperm with intact acrosomes.PNA+/Pl+: dead sperm with reacted
acrosomes.
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Freezing

Curve Antioxidant Cryoprotectant CB+ H+ CB - H+ CB + H- CB - H-

rapid without carnitine glycerol 188+54 6.6+5.0 92+26 654 +59
with carnitine+

rapid pyruvate glycerol 18.0+53 74+6.2 94+32 652+53

rapid without carnitine DMF 149+53 72+49 84+32 69.5+6.4
with carnitine+

rapid pyruvate DMF 19.3+56 6.6+38 106 +3.9 63.6+6.9

slow without carnitine glycerol 17.7+7.5 82+43 96+42 64.5+8.8
with carnitine+

slow pyruvate glycerol 20274 7.8+56 10.7+2.6 61.3+84

slow without carnitine DMF 19.6 +8.8 72+51 87+48 64.6+12.6
with carnitine+

slow pyruvate DMF 18.3+9.0 7.4+6.0 10.2+4.3 64.1+10.0

Table 4. Evaluation of membrane function and acrosomal status. Data are expressed as mean +SD.

DMF: dimethylformamideCB + H+: sperm without acrosome. Hypoosmotic test positiveCB -H+:
sperm with acrosome. Hypoosmotictest positive. CB + H-: sperm without acrosome. Hypoosmotic test
negative. CB -H-: sperm with acrosome. Hypoosmotic test negative
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RESUMO: Entrépio é a inversdo da palpebra,
podendo acometer a palpebra superior e a
inferior e ser uni ou bilateral. Se nao tratado,
repercute em perda da acuidade visual e/ou
atrofia ocular. Neovascularizagcédo, epifora,
edema e ulceracbes na cornea s&o alguns
dos sintomas desta afeccdo. A resolugdo do
entropio é cirurgica e a selecao da técnica mais
adequada varia de acordo com a severidade
da inversao. O objetivo deste trabalho é relatar

um caso de entropio bilateral, das palpebras



superior e inferior em um cao, e sua correcao utilizando a blefaroplastia, a fim de contribuir
para a literatura e discutir a cerca do problema. Foi atendido no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Goias, Regional Jatai (HV/UFG-REJ) um cdo macho da raga Chow
Chow, com dois anos de idade apresentando entropio bilateral. Realizou-se blefaroplastia
bilateral nas péalpebras inferiores e superiores através da técnica de Hotz-Celsus modificada.
O paciente apresentou boa resposta ao tratamento cirirgico proposto, observando-se
completa remissdo dos sinais clinicos. A supercorrecdo ou subcorre¢cao sao situacdes
comuns neste tipo de procedimento, entretanto, sua execucgao por profissional especializado
em oftalmologia reflete maiores chances de sucesso, como no presente trabalho.
PALAVRAS-CHAVE: Blefaroplastia, Hotz-Celsus, oftalmologia

ABSTRACT: Entropion is the eyelid inversion, which can affect the upper and lower eyelids
and be uni or bilateral. If left untreated, it results in loss of visual acuity and/or eye atrophy.
Neovascularization, epiphora, edema and cornea ulcerations are some of the symptoms of
this condition. The entropion resolution is surgical and the selection of the most appropriate
technique varies according to the severity of the inversion. The objective of this work is to
report a case of bilateral entropion, of the upper and lower eyelids in a dog, and its correction
using blepharoplasty, in order to contribute to the literature and discuss the problem. At the
Veterinary Hospital of the Federal University of Goias, Jatai Regional (HV / UFG-REJ), a
two-year-old male dog of the Chow Chow breed presenting bilateral entropion was assisted.
Bilateral blepharoplasty was performed on the lower and upper eyelids using the modified
Hotz-Celsus technique. The patient responded well to the proposed surgical treatment,
observing complete remission of clinical signs. Overcorrection or undercorrection are common
situations in this type of procedure, however, its execution by a specialized professional in
ophthalmology reflects greater chances of success, as shown in the present study.
KEY-WORDS: Blepharoplasty, Hotz-Celsus, ophthalmology

Caracteriza-se como entrépio a inversao da palpebra, podendo acometer a palpebra
superior e a inferior e ser uni ou bilateral. Pode ser classificado como primario, quando
se trata de um defeito de desenvolvimento, secundario quando oriundo de outra lesao
pré-existente ou ainda terciario quando sua ocorréncia for em consequéncia de dor ocular
crbnica. Ao se considerar o grau da inversao palpebral, o entrépio pode ser classificado
como leve, moderado ou grave, quando a rotacao deste anexo ocular se encontra a 45°,
90° e 180°, respectivamente. Se nao tratado, repercute em perda da acuidade visual e/
ou atrofia ocular. Algumas ragas como os Shar Peis sao pré-dispostas a apresentarem
a doenca, sendo que os casos primarios manifestam sintomatologia inicial por volta dos
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seis meses de idade (VIANA, et al., 2006).

Dentre os sinais clinicos, frequentemente sao observados neovascularizagao,
epifora, edema e ulceracdes na cornea, principalmente nos casos crbnicos. A hiperemia
conjuntival, fotofobia e blefaroespasmos também constituem alteracbes relatadas. A
resolucéo do entrdpio € cirurgica e a selecao da técnica mais adequada varia de acordo
com a severidade da inversao. A realizacdo do procedimento operatério ndao garante a
cura definitiva do entropio pois podem ocorrer subcorrecdes, supercorrecdes ou ainda o
animal crescer e apresentar mais extenséo de pele na regido periorbital (GONCALVES et
al., 2013).

O entrépio compromete a acuidade visual e prejudica as estruturas oculares
adjacentes, repercutindo em desconforto e sinais clinicos graves que podem resultar na
perda total da viabilidade ocular. Desta forma, &€ importante debater a cerca deste tema e

esclarecer sobre as consequéncias desta afecgao.

O sistema visual dos animais é formado pelos anexos e bulbo ocular, tratando-se da
parte principal para o mecanismo de visdo. O bulbo ocular é composto por trés camadas,
a primeira e mais externa é composta pela cérnea e esclera, a camada intermediaria
é formada pelo trato uveal (iris, corpo ciliar e coroide) e a ultima e mais interna é a
camada nervosa, formada pela retina e parte do nervo 6ptico. Inclui-se nelas os meios
transparentes do globo ocular, humor aquoso, lente e humor vitreo (LAUS, 2009).

As palpebras sdo pregas muscolofibrosas formadas por trés distintas camadas e
compdem parte dos anexos oculares juntamente com o aparelho lacrimal, desempenhando
funcdo protetora e lubrificante. A pele dessa estrutura é fina, elastica, delicada e possui
cilios em sua margem, sendo presente também algumas glandulas sebaceas e ciliares
(DYCE etal., 2010). Além de auxiliar na manutencéo do filme lacrimal, as palpebras também
regulam a passagem de luminosidade, drenam fluidos e expulsam corpos estranhos. Os
cilios por sua vez, apresentam funcéo protetora e sensorial, estando presentes apenas
nas palpebras superiores em caes (EURIDES e SILVA, 2013).

A inversao da margem palpebral é denominada de entrépio. Algumas ragas como
Shar Pei, Labrador Retrieve e Chow Chow sé&o predispostas a apresentarem tal alteracéo
devido a caracteristicas intrinsecas. O entrépio é geralmente unilateral e afeta de forma
mais comum a palpebra inferior, entretanto pode ocorrer de forma simultanea, acometendo
tanto a palpebra superior quanto a inferior, e bilateralmente. Além da pré-disposicao racial,
o entrépio pode cursar em consequéncia a irritagdes, traumas, processos inflamatoérios
e neoplasias. A correcédo do entropio € cirurgica e a escolha da técnica depende da
localizagao, etiologia e gravidade do problema. A inversao das palpebras propicia contato
direto dos cilios com a superficie ocular, gerando um atrito entre tais estruturas, resultando
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em irritacdo conjuntival e cérnea que pode evoluir para ulceras de cérnea (EURIDES e
SILVA, 2013).

Ulceras de cornea estdo entre as alteracdes oftalmicas mais frequentes na medicina
veterinaria, pois, devido a sua localizagdo anterior no globo ocular, essa estrutura &
propensa a lesdes (DYCE et al., 2010). Sao classificadas de acordo com a sua extensao
e profundidade, podendo ser superficiais, profundas ou descemetoceles. Sua ocorréncia
pode estar relacionada ao entrépio (GELATT, 2003). Os sinais clinicos observados sao
blefaroespasmo, dor, secrecao ocular, fotofobia e opacidade corneal. O diagndstico € feito
através do historico colhido durante a anamnese, achados fisicos e teste da fluoresceina.
Se nédo tratadas rapidamente, as Ulceras podem evoluir e resultar em perfuragdes, tendo
como consequéncia a perda visual (ANDRADE, 2013).

O objetivo deste trabalho é relatar um caso de entrépio bilateral, das péalpebras
superior e inferior em um cao, e sua correcao utilizando a blefaroplastia, a fim de contribuir

para a literatura e discutir a cerca do problema.

Foi atendido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Goias, Regional
Jatai (HV/UFG-REJ) um cao macho da raga Chow Chow, com dois anos de idade. O animal
foi levado ao servico veterinario por apresentar blefaroespasmos, sendo esta a queixa do
tutor. Ao realizar-se exame oftalmoldgico, notou-se que ambos os olhos apresentavam
epifora, edema de cérnea e hiperemia conjuntival. Existia ainda uma ulceragéo na cérnea
do globo ocular esquerdo. Assim sendo, através de exame fisico minucioso atrelado a
anamnese completa, o diagnostico foi de entrépio bilateral e ulcera de cornea no olho
esquerdo. Na ocasiao, coletou-se sangue por puncao venosa da veia cefalica e realizou-
se hemograma completo pelo método de contagem automatizada SDH-3 VET o qual ndo
apontou nenhuma anormalidade ou valores em discrepancia aos de referéncia. O animal
foi entdo encaminhado para o setor de cirurgia. Realizou-se blefaroplastia bilateral nas
palpebras inferiores e superiores através da técnica de Hotz-Celsus modificada.

Efetuou-se tricotomia ampla na regido periocular, bilateralmente, e em seguida
procedeu-se a assepsia com iodo povidine diluido em solucao fisiolégica na proporcao de
1:100. Iniciando-se pela palpebra superior, estendeu-se a pele na area do entropio e com
o auxilio de pinca de Hausted demarcou-se a regiéo a ser incisionada. Utilizando-se pin¢ca
anatdmica e tesoura de Metzenbaum, a inciséo foi entdo realizada a aproximadamente

2 centimetros da margem palpebral, em meia lua (elipse), e em seguida realizou-se a
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dermorrafia com fio de Nylon 5-0 no padréao continuo Reverdin. A técnica foi repetida nas
margens palpebrais superiores e inferiores de ambos os olhos.

Apds a recuperacao anestésica, o animal foi liberado, sendo prescrito amoxicilina
com clavulanato na dose de 15 mg/kg a cada 12 horas, por via oral, por sete dias,
meloxicam na dose de 0,1 mg/kg a cada 24 horas, por via oral, por quatro dias, dipirona
na dose de 25 mg/kg a cada 12 horas, por via oral, por quatro dias e pomada oftalmica
a base de cloranfenicol a cada seis horas, por dez dias. Instruiu-se o proprietario em
relacdo a assepsia e demais cuidados com a ferida cirargica e o uso intermitente de colar
elisabetano. Apbs 15 dias do procedimento operatério, o animal retornou para remog¢ao

dos pontos.

O paciente apresentou boa resposta ao tratamento cirargico proposto, observando-
se completa remissdo dos sinais e sintomas na ocasido da remocgao dos pontos de
sutura. De acordo com READ e BROUN (2007) o Chow Chow é uma raca pré-disposta a
apresentar entropio e manifesta a afeccéo por volta dos dois anos e dez meses de idade,
condizendo com a idade do animal deste estudo, apresentando dois anos de idade. Em
contrapartida, VIANA et al. (2006) aponta que os animais cuja etiologia da afeccao é em
decorréncia de defeito de desenvolvimento, ou seja, causa primaria pelo excesso de pele
que é caracteristica de algumas racas, apresentam sintomatologias oftalmicas por volta
dos seis meses de idade.

Os sinais clinicos observados neste caso, corroboram com os descritos por
ALBUQUERQUE et al. (2010), que atribui tais sinais como consequéncia do atrito dos
cilios com a superficie ocular. VIANA et al. (2006) ao avaliar os aspectos clinicos da
doenca encontrou a conjuntivite e quemose como sinais mais prevalentes, por sua vez
ainda cita enoftalmia, miose, leucoma e ulcera de cérnea como outras manifestacoes
clinicas passiveis de serem encontradas. O cdo deste estudo apresentava ulceragdo na
cérnea do olho esquerdo, porém optou-se por néo realizar flap de terceira palpebra ou
conjuntival no ato da cirurgia, pois o defeito epitelial encontrava-se em fase prdéxima do
fechamento, observado por meio de exame com biomicroscopia com lampada de fenda.

Para a sintese do tecido incisionado, utilizou-se o padrdo de sutura Reverdin,
diferindo de GREIN et al. (2017) que aplicou pontos simples isolados em um caso
semelhante, entretanto ambas as técnicas apresentaram resultados promissores. Apos
a retirada dos pontos, notou-se correcdo efetiva do entropio. Segundo GREIN et al.
(2017) a supercorrecao ou subcorrecdo sao intercorréncias comuns atreladas a este
procedimento. Desta forma, é importante orientar o tutor do animal em relacéo a possiveis

futuras intervencgdes cirurgicas.
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Em casos de entropio, aterapéutica e atécnica cirurgica selecionada devem embasar-
se na etiologia do problema. A supercorrecdo ou subcorrecdo sao situacdes comuns
neste tipo de procedimento, entretanto, sua execugao por profissional especializado em
oftalmologia reflete maiores chances de sucesso, como no presente trabalho. Assim como
neste estudo, o entrépio pode ocasionar ulceras na superficie ocular, sendo, portanto,
imprescindivel sua resolucéo de forma efetiva.
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ABSTRACT: The aim of this study was to
compare how season of the year affects sexual
behavior in rams, trained to mount a dummy. Two
specimens per breed were included in a study
to analyze their sexual behavior throughout
the year (spring, summer, autumn and winter).
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Animals were trained for conditioned mounting
and then, their activity was monitored by video
recorder and ethograms on weekly bases (52
records / ram / year). To test the hypothesis that
reproductive behavior differences occur among
ram breeds during the different seasons of the
year, a descriptive statistical analysis of states
and events of conditioned mounting was carried
out, through analysis of variance (ANOVA) and
Tukey test. Results showed no differences in
sexual behavior during semen collection among
breeds throughout the year. In average, animals
displayed the state of flehmen in 16.3 seconds
and the copulation in 71.1 seconds. While the
average frequency for events such as olfaction,
kicking and mounting attempts was 2.1, 4.3 and
2.1 times per mating event, respectively. When
considering the season of year, significant
differences (P<0.05) were found among the
time invested by rams to complete copulation
state, for the olfaction period and for the number
of kicking events, while no differences (P>0.05)
were observed for the flehmen state or for the
mounting event. All the animals used in this
study were subjected to classical conditioning
and were sexually active throughout the year.
Animals had best reproductive behavior patterns
during winter, while no differences among rams
were observed in sexual activity during the other



three seasons of the year. Our results confirm previous reports indicating that rams have best
reproductive performance during winter, however reproductive behavior patterns observed in
five breeds of rams during spring, summer and autumn, also confirm that rams can be used
for semen collection and processing purposes throughout the year.

KEYWORDS: Ethogram, sexual behavior, states, events, rams.

RESUMO: O objetivo deste estudo foi comparar como a estacdo do ano afeta o
comportamento sexual em carneiros, treinados para montar um boneco. Dois espécimes
por raca foram incluidos em um estudo para analisar seu comportamento sexual ao longo
do ano (primavera, verao, outono e inverno). Os animais foram treinados para montagem
condicionada e, em seguida, suas atividades foram monitoradas por gravador de video e
etogramas em bases semanais (52 registros / ram / ano). Para testar a hipétese de que
diferencas de comportamento reprodutivo ocorrem entre racas de racas durante as diferentes
estacbes do ano, foi realizada uma analise estatistica descritiva dos estados e eventos de
montagem condicionada, através da andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Os
resultados n&o mostraram diferengcas no comportamento sexual durante a coleta de sémen
entre as racas ao longo do ano. Em média, os animais exibiram o estado de flehmen em
16,3 segundos e a copula em 71,1 segundos. Enquanto a frequéncia média para eventos
como olfacado, tentativas de chute e montagem foi de 2,1, 4,3 e 2,1 vezes por evento de
acasalamento, respectivamente. Ao considerar a estacdo do ano, foram encontradas
diferencas significativas (P <0,05) entre o tempo investido pelos carneiros para completar
o estado de cépula, para o periodo de olfacdo e para o numero de chutes, enquanto
nao foram observadas diferencas (P> 0,05) para o estado flehmen ou para o evento de
montagem. Todos os animais utilizados neste estudo foram submetidos a condicionamento
classico e foram sexualmente ativos ao longo do ano. Os animais apresentaram melhores
padrées de comportamento reprodutivo durante o inverno, enquanto nao foram observadas
diferencas entre os carneiros na atividade sexual durante as outras trés estagdes do ano.
Nossos resultados confirmam relatérios anteriores indicando que os carneiros tém melhor
desempenho reprodutivo durante o inverno, no entanto, os padrées de comportamento
reprodutivo observados em cinco racas de carneiros durante a primavera, 0 verao e o outono
também confirmam que os carneiros podem ser usados para fins de coleta e processamento
de sémen ao longo do ano.

PALAVRAS - CHAVE: Etograma, comportamento sexual, estados, eventos, carneiros.

Most accepted contemporary evolutionary theories propose that reproductive
behavior has the purpose of preserving species and promoting genetic variability that allows
species to adapt to the ever-changing environment (Ferreira, 2009). However, reproductive
environment for farm animals has been deeply modified by human intervention, because
animals are selected for characteristics other than reproductive potential and submitted
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to artificial reproduction. Therefore it is important to study how artificial reproduction is
affecting reproductive performance in animals. In the case of sheep, different factors may
affect natural sexual behavior, such as their physical conformation, gregarious instinct,
the male/female interaction according to the type of production system, the dominance/
subordination relationship given by physical characteristics associated to body weight
(head, horns and body size of males), agonistic behavior (social behavior associated with
dominance) and libido. Additionally, there are some breed associated factors, such as;
seasonality, endocrine regulation and age at puberty, that may also deeply affect sexual
behavior of the species (Hernandez, 2011).

Studies about rams sexual behavior in natural mating, indicate that breeding behavior
can be considered from the moment the ram tracks and/or approaches a particular female,
and it ends with copulation and ejaculation (Odagiri et al., 1995). Eight pre-copulation
breeding behavior units can be studied in rams: tracking or approaching, chin’s relaxation,
flehmen sign, nasal contact, bump, rubbing the female’s flank, raising a front limb, and
mounting and breeding attempts. The flehmen and the snoozle-vulva contact are thought
to be more associated with olfactory perception and the female’s physiological state
identification (Orihuela, 2014).

Natural mounting has been extensively studied for sexual behavior of rams. However,
semen collection for artificial insemination used to maximize the male’s performance and
for the optimization of production oriented genetic programs (animal selection), has been
studied less extensively. The semen collection routine requires that males are conditioned
to mount adummy and ejaculate on an artificial vagina. Therefore, a sheep artificial breeding
program requires qualified personnel, with deep knowledge about ram’s reproductive
behavior and breeding habilitation strategies, capable of identifying problems associated
to libido or stereotypes generated by the monotony related to the semen collection room
(Garcia, 2004).

Rams are reproductively seasonal, therefore for artificial reproduction programs,
semen collection is affected by the season of the year. However, comparative seasonal
semen collection performance associated to different economically important ram breeds
in Mexico, either collected with dummy or anestrous females, has not been sufficiently
studied. Therefore, the objective of the present study was to evaluate, through a behavioral
catalog (ethogram), the comparative sexual behavior in rams, trained for semen collection.
Experimental procedure considered the variability of reproductive behavior observed

during the four seasons of the year (spring, summer, autumn and winter).

Ten rams (two specimens from each breed: Dorper, Dorset, Hampshire, Katahdin and
Suffolk) ranging between 1 and 8 years of age, trained for semen collection with artificial
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vagina, were used for artificial semen collection either using a dummy or when necessary
an ewe. The animals were housed in the Center for Ovine Genetic Improvement (CeMeGO)
of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the Autonomous University of the
State of Mexico, Mexico, housed in individual pens, fed twice a day with a balanced diet
containing 14% protein and 2.9 Mcal Em / Kg. M.S. Animals had access to water ad-libitum
through an automatic water dispenser.

The study was conducted in a 12 months (April 2017 to April 2018) period. Initially,
rams were used to create a behavioral catalog. Behavior of each animal was recorded
in video for one hour, twice a week for four weeks, while animals were presented to the
dummy until, and until semen collection using artificial vagina was completed. When a
total of 80 hours video was completed, an analysis of all different conducts was registered
in a global record. Subsequently, most frequent ram conducts were described and used in
the behavioral catalog (Appendix 1) and the design of the ethogram for ram reproductive
behavior. Video and ethogram recordings were conducted once a week for each ram,
obtaining a total of 52 records / ram / year, including the four seasons of the year (spring,
summer, autumn and winter). All animals work and records were made between 8:00 -
10:00 a.m., to prevent behavior variables due to schedule changes.

After preparation of rams for semen collection, each animal was introduced
independently in the breeding area, and induced to mount the dummy. Rams were always
handled by the same qualified person, to prevent behavior variables associated to the
handler. Once inside the breeding room the ram was released, and from that moment on,
behavioral states and events were registered in the behavioral record. Video and ethogram
were continued until ram’s ejaculation, during semen collection process (video 1, video 2).
Animals were allowed to remain 30 seconds next to the collection dummy, when recording
was considered completed, then the animal was returned to his pen. Ethogram was divided
in two sections: a) states (sexual behavioral patterns such as copulation and flehmen) were
registered in seconds the ram spent in such activity, and b) events, considered the number
of olfaction, kicking and mounting attempts related to the semen collection process.

A descriptive statistical analysis of behavioral states and events occurred during de
semen collection process categorized by the season of the year was carried out. Analysis
of variance (ANOVA) and Tukey test were used to identify differences in States durations
and number of Events among breeds or seasons of the year. JMP 9.0 software from SAS,
was used for the analysis.

For all animals included in the study, annual averages for flehmen and copulation
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state were 16.3 (+10.1) and 71.1 (+48.2) seconds, respectively. While olfaction, kicking
and mounting Events were observed in an average of 2.1 (x1.1), 4.3 (x4.4) and 2.1
(x1.8) seconds per recorded episode, respectively. Table 1 shows the general descriptive
statistics of conditioned sexual behavior in rams, indicating the average, standard deviation
(SD), ranges and coefficient of variation (CV, %) of the States and Events of rams’ sexual

behavior.
Age States (seconds) Events (frequency)

Concept . . . .
Flehmen Copulation Olfaction Kicking Mounting
Average +SD 5.4 +1.6 16.3 +10.1 71.1 £48.2 21+£1.1 43+44 21+1.8

Range 2-8 3-49 16 - 331 1-8 1-26 1-10

C.V (%) 29.4 61.9 67.8 49.8 93.5 83.9

n 479 110 469 431 266 450

Table 1. General descriptive statistics of conditioned sexual behavior in rams (States and Events)

When comparing sexual behavior among seasons (Table 2), significant statistical
differences were found in the state of copulation and in the olfaction and kicking events
(P<0.05), while for the state of flehmen and the mounting event, no statistical differences
were found (P>0.05). However, a tendency for state of flehmen to last more in autumn,
followed by winter was observed. Regarding the copulation, it presented longer episodes in
the winter (P<0.05), while in spring, summer and autumn showed no statistical differences

(P>0.05).
States (seconds) Events (frequency)
Flehmen Copulation Olfaction Kicking Mount

Season n LSM N LSM = n LSM + N LSM + n LSM =

+ SE SE SE SE SE

. 14.4 59.9 + 25+ 28 + 20+
Spring 18 .55 80 g 79 o4 P e 70 018
14.6 58.7 £ 21+ 27 £ 20+

Summer 31 +16 115 4.3 112 0.10% 74 0.50° 113 0.15
18.9 62.8 + 1.8+ 3.0+ 20+

Autumn 29 4 M9 T4 M2 gy 87 g5 118 g5
. 16.5 88.7 £ 21+ 6.6 + 23+
Winter 82 116 1 372 18 gpgw 80 g 140 g4y
P Value 0.223 0.0001 0.0003 0.0001 0.538

Table 2. Statistical analysis of conditioned sexual behavior in rams (states and events) according to the
season of year

Different superscript literals in the same column indicate significant differences (a, b, c) (P<0.05).
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The olfaction event occurred with more frequency in the spring than in any other
season, it was statistically different from autumn, which was the season with lowest
frequency (p<0.05). When comparing olfaction frequency for Spring Summer and Winter,
no differences were observed (P> 0.05). The kicking event was observed with highest
frequency during the winter period (P<0.05). The other seasons showed no differences
among them (P>0.05). No significant differences (P>0.05) were found for the mounting
event throughout the year.

A result that should be considered with some limitation in this study due to the low
number of sires per breed is that for the mounting Event, Suffolk and Dorper had highestest
number of episodes (P<0.05) in comparison with all other breeds, while Dorset, Hampshire
and Katahdin did not show significant differences (P>0.05) among them.

Changes in light periods of exposure have an impact in melatonin secretion level,
which in turn has an impact on gonadotropins and other hormones such as testosterone.
These hormonal changes are responsible for the seasonality of sexual behavior observed
in rams, which are characterized for a reduced activity during spring and early summer,
when the day light length increases (Orihuela, 2014). In the present report, we found
no significant differences (P>0.05) throughout the year in the mounting Event or in the
“flehmen” State. Rams did not lose interest in sexual activity throughout the year and
remained active in exploring the physiological condition of the ewe and were responsive
to estrous cycle.

Perkins and Roselli (2007) reported that in most breeds, rams are seasonal breeders
and therefore show better libido during the short light days period of the year, when ewes
resume ovarian activity and the consequent secretion of pheromones. On the other hand,
Aguirre et al. (2005) showed that the magnitude of the seasonal effect was not enough to
prevent rams from being used as reproducers throughout the year. Findings of the present
report support Aguirre and co-workers’ findings, because we observed that rams display
copulation state throughout the year, although they showed longer episodes. Furthermore,
the olfaction event recorded was as frequent in the spring as in winter (P> 0.05), presenting
the same interest in olfaction of the female for the mount, regardless of whether ewe was or
not in estrus. Additionally, the kicking event tended to be more frequent in winter, however
no statistical differences with the other seasons of the year were registered, showing that
some behavioral patterns typical of courtship can be found throughout the year.
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The rams used in this investigation were included in a classic conditioning artificial
semen collection program, where the animals were trained to mount a dummy or on an
anestrous ewe and collected with an artificial vagina. These rams showed better sexual
behavior patterns during winter than in any other season of the year. Some behavioral
differences were found among breeds, where the Katahdin and Dorset showed better
performance in terms of the courtship and semen collection service. These result may be
useful as additional selection criteria of rams used for semen collection and processing in
artificial insemination facilities.

To the Center of Ovine Genetic Improvement (CeMeGO) of the Autonomous University
of the State of Mexico, Mexico, for the given easiness to the observation of the sexual
conduct of rams.
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States

Description

Flehmen

Retraction movement in the lips in some
mammals that consists in collecting odorous
stimuli through the vomeronasal organ, linked
to estrus.

Copulation

Set of behavioral guidelines that range from
when the male enters the area where the
female dummy is for the mount; It is positioned
on one side of it, passes in front or failing to
surround it, in addition to a constant tongue,
either directed to the air or directed to some
part of the body of the female, before and after
mount.

Events

Description

Olfaction

Procedure aimed at the female to detect odors
through chemical-sensory perception by the
nasal contact, this can be done in the lateral

portions of the female or in her posterior train.

Kicking

Movement consisting of raising and lowering

one of its previous limbs, keeping it rigid and

making a “knock” on the lateral or posterior
portion of the female.

Mount

It is defined as mount the sexual union of a
male with a female to fertilize it. Procedure in
which the male mounts the female with one or
several attempts, until ending with the ejaculate
in the artificial vagina.
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RESUMO: A sexagem de espermatozoides
tem relevante aplicacdo na producédo animal.
Varias publicagdes demonstram a eficiéncia
do processo de sexagem por citometria de
fluxo que separa os espermatozoides X ou Y
em funcdo do conteudo de DNA. Importantes
modificacbes no processo de sexagem por
citometria de fluxo tem levado a diminui¢cao dos
danos nos espermatozoides e aumentado a
viabilidade dos mesmos.
PALAVRAS-CHAVE:

inseminacgao artificial, producéo de embrides.

Sémen sexado,

Inovacéo e Pluralidade na Medicina Veterinaria 3

ABSTRACT: Spermatozoa sexing has an
important application for livestock production.
Results have been published worldwide that
demonstrate effectiveness of the flow cytometer
sexing process based on sorting sperm with
differential DNA content as the X and Y sperm
marker. Major improvements in the sexing
sorting process had led to the decrease of
sperm damage and increase of sperm viability.
KEYWORD: Sexed
insemination, embryo production.

semen, artificial

Em espécies de interesse zootécnico,
0 desenvolvimento da sexagem de

espermatozoides intensificou-se a partir
da década de 80. Foi esse um processo
diretamente ligado ao aprimoramento e a
difusdo das técnicas de reproducdo assistida
(Moore e Hasler, 2017).

Varios autores registraram, ao longo da
década de 80 e seguintes, o valor econébmico
significativo da selecédo de sexo na pecuaria
onde a produtividade é favorecida quando a

progénie é constituida, em sua maioria, por



um dos sexos (Holden e Butler, 2018).

Além do aspecto zootécnico, deve-se considerar a base cientifica da sexagem
de espermatozoides que evolui rapidamente, originando conhecimentos que permitem
desenvolver processos mais eficientes.

Em 1983, Garner et al., vislumbrando o desenvolvimento de uma metodologia
comercial e automatizada para sexagem de espermatozoides, validaram a diferenca
citogenética que indicava que cromossomo X possuia cromatides maiores que o
cromossomo Y.

Como a ideia era conseguir a automacao da sexagem de espermatozoides (células
achatadas) utilizando um citdbmetro de fluxo, que naquela época era um equipamento
utilizado apenas na versao para analise de células arredondadas, comecaram por utiliza-
lo para quantificar o DNA dos nucleos dos espermatozoides de varias espécies de animais
para se estabelecer as diferengas na quantidade de DNA entre os espermatozoides portadores
do cromossomo X ou Y. As diferencas médias de 3,9%, 3,7%, 4,1% e 3,9% a mais de
DNA nos nucleos contendo o cromossomo X para bovinos, caprinos, ovinos e coelhos,
respectivamente (Garner et al., 1983).

No inicio, foi dificil distinguir as pequenas diferencas do conteudo de DNA entre as
populacdes de espermatozoides X ou Y porque a intensidade do sinal de fluorescéncia
era afetado devido as irregularidades da cromatina compactada, da morfologia da cabeca
(achatada) e da orientacédo da cabeca dentro do citdmetro. A intensidade de fluorescéncia
do corante ligado ao DNA era maior na borda do que na face plana do espermatozoide
porque a cromatina densa causava um alto indice de refracéo. A diferenca do indice de
refracéo entre a cabeca do espermatozoide e o meio de cultura circundante, associados
a forma achatada da cabeca do espermatozoide, resultava em uma emissdo de luz,
preferencialmente, a partir da extremidade da cabeca do espermatozoide (Johnson e
Pinkel, 1986).

Em 1986, foi anunciada a Beltsville Sperm Sexing Technology por Johnson e Pinkel
que consistia na modificagcdo do citdbmetro de fluxo convencional pela adaptacdo de um
detector adicional de fluorescéncia colocado na frente e a 0° do laser de modo que o
sinal de fluorescéncia fosse captado em outro angulo além daquele de 90° do detector
do aparelho original. Assim, o sinal fluorescente da face plana era captado pelo detector
posicionado a 0° em relagdo ao laser e aquele emitido pela extremidade da cabeca era
captado pelo posicionado a 90° em relacao ao laser. Isto minimizava a heterogeneidade
do sinal de fluorescéncia, permitindo a separacéo dos espermatozoides X ou Y. Outra
modificacéo foi na agulha (tubo) do fluxo que passou a ter a forma de bisel o que permitia
que apenas 20 a 40% dos espermatozoides fossem orientados corretamente em relacao
ao laser. Os espermatozoides orientados incorretamente, ou seja, com a face plana
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voltada para o detector de 90°, emitiam menos fluorescéncia para esse detector o que
permitia que eles fossem retirados da andlise, eletronicamente. Apenas 350-400 mil
espermatozoides eram sexados por hora (25-28 horas para produzir uma dose com 10
milhdes de espermatozoides segundo Garner e Seidel, 2008).

Isso ocorria em funcéo ao formato da agulha que orientava corretamente apenas 20 a
40% dos espermatozoides em relacao ao feixe de laser (Garner e Seidel, 2008). A pequena
quantidade de espermatozoides sexados por hora (cerca de 2 milhdes) ndo permitia a
subsequente congelacdo. Os espermatozoides eram resfriados e utilizados para inseminacéo
cirdrgica, inseminacao intrauterina profunda (Cran et al., 1995, Seidel et al., 1997) ou producéo
de embribes in vitro (Cran et al., 1993). Nessas tentativas, as taxas de prenhéz na inseminacéo
artificial e na producéo in vitro de embrides chegavam a ser 10% e 20% menores que aquelas
conseguidas com sémen convencional (Garner e Seidel, 2008).

A agulha em formato de bisel foi substituida por bocal de forma eliptica que aumentou para
70% a porcentagem de espermatozoides corretamente orientados em relagéo ao laser (Rens
et al., 1998). Essa melhor orientacdo deveu-se ao fato do formato eliptico exercer e manter
uma forca hidrodindmica nos espermatozoides até eles se posicionarem na frente do laser,
diminuindo a chance deles mudarem a orientacdo correta. Essa modificacao foi refinada pela
XY, Inc. (Fort Collins, Colorado) e denominada CytoNozzle™ que fazia parte do equipamento
MoFlo® SX Sex Selection Sperm Sorter (comercializado pela Cytomation) que produz 15
milhdes de espermatozoides por hora com pureza acima de 85% devido a um aumento da
pressao imposta aos espermatozoides para passarem pelo tubo eliptico (Johnson e Welch,
1999; Johnson, 2000; Garner e Seidel, 2008).

Basicamente, para a sexagem, o ejaculado é fracionado e os espermatozoides incubados
em corante fluorescente com afinidade para DNA (Hoeschst 33342) por cerca de 1 hora.
Este corante liga-se a dupla hélice evidenciando as diferencas de conteudo de DNA entre os
espermatozoides X ou Y. Os espermatozoides sédo colocados no citbmetro de fluxo e passam
em fila anica em um tubo eliptico. No fim do trajeto os espermatozoides saem individualizados
em gotas (devido a vibracdo durante o trajeto) e sobre elas incide um feixe de laser que
evidencia a fluorescéncia. Os sinais fluorescentes emitidos pelo nucleo dos espermatozoides
séo coletados, simultaneamente, por detectores 6pticos posicionados a 0° e 90° em relacéo
a face plana e extremidades da cabeca, respectivamente. Os detectores convertem estes
sinais para sinais elétricos que carregam positivamente ou negativamente as gotas contendo
o espermatozoide X ou Y, respectivamente, de acordo com a intensidade de fluorescéncia. As
gotas passam por um campo eletrostatico e sdo coletadas em dois tubos distintos de acordo
com a carga elétrica. Esses tubos contém tampdes apropriados para manter a viabilidade
espermatica e preparar as células para o resfriamento. As gotas vazias e aquelas que nao
estao dentro dos padrées de fluorescéncia estabelecidos (por exemplo, que contém mais que
um espermatozoide) continuam no feixe central e caem em um tubo de descarte (Seidel, 2007).

O processo de resfriamento, congelacao, e controle de qualidade seguem os padrdes
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semelhantes ao sémen convencional com as modificagcdes necessarias para atenuar os
possiveis danos que as varias etapas do processo podem causar (Garner e Seidel, 2008).

Apo6s as modificagdes e refinamentos que originaram o MoFlo® SX Sex Selection
Sperm Sorter, e ajustes na congelacao (Garner e Seidel, 2008) iniciou-se a producao comercial
de doses de sémen congelado sexado bovino o que gerou uma série de publicacées que
nortearam a utilizacdo e uma nova etapa de aperfeicoamento do processo.

Utilizando-se espermatozoides sexados para inseminacao artificial, a diminuicdo das
taxas de concepcao (Baruselli et al., 2007; Borchersen e Peacock, 2009; Norman et al.,
2010; Healy et al., 2013; Naniwa et al., 2019) e de prenhez (Bodmer et al., 2005; Andersson
et al., 2006; Seidel e Schenck, 2008; Schenk et al., 2009; Underwood et al., 2010) variam,
em média, entre 10 a 25 % quando comparado com o sémen convencional. DedJarnette et
al. (2011) relataram uma reducéo de 16% na taxa de concepg¢ao apos a inseminacgao artificial
com doses de 10 milhdes de espermatozoides sexados quando comparado com o0 sémen
convencional com a mesma concentragao.

Na inseminacao artificial com tempo fixo, Baruselli et al., (2007) relataram resultados
semelhantes ao sémen convencional enquanto Sales et al. (2011), Ingenhoff et al. (2017) e
Noonan et al., 2016) cerca de 20% a menos de taxa de prenhez e de concepcgao.

Sa Filho et al. (2013) encontraram uma variagcao na taxa de prenhez entre 11,6 a
46,1% em funcéo do touro utilizado na IATF com espermatozoides sexados.

As pesquisas continuam no sentido de ajustar protocolos e a escolha de touros
para melhorar taxas de fertilidade ap6s a utilizacdo de espermatozoides sexados na IATF
(Pellegrino et al., 2016; Silva et al., 2018).

Na producao in vivo de embrides observou-se reducao de cerca de 50% nos o0citos
fecundados e 30% no numero de embribes vidveis em relacdo ao sémen convencional,
provavelmente, devido ao menor numero de espermatozoides por dose de sémen sexado
(Baruselli et al., 2007; Larson et al., 2010). As taxas de prenhez ap6s a transferéncia de
embrides produzidos com espermatozoides sexados e ndo sexados melhoraram em fungéao do
aumento do numero de espermatozoides por dose de sémen (Schenk et al., 2006; Hayakawa
et al.,, 2009).

An et al. (2010) demonstraram que a taxa de prenhez apds a inseminacao artificial
intracornual com espermatozoides sexados foi semelhante a do sémen convencional depositado
no corpo do Utero ou no corno uterino.

Soares et al. (2011) relataram produgcao de embrides cerca de 50% menor em relacéo ao
sémen convencional em doadoras que foram inseminadas 12 e 24 horas com espermatozoides
sexados. Quando os horarios da inseminacao artificial foram 18 e 30 horas a producéo de
embrides ndo diferiu estatisticamente.

Na producao in vitro de embrides, inicialmente, as taxas de blastocisto eram
significativamente menores (Zhang et al., 2003; Lu e Seidel, 2004; Puglisi et al., 2006; Wilson et
al., 2006). Contrastantemente, Carvalho et al., 2010 n&o encontraram diferenca significativa
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na cinética espermatica e taxa de blastocistos quando compararam espermatozoides
sexados com néo sexados.

Lopez et al. (2015), em bovinos, demonstraram que a taxa de blastocisto também pode
ser influenciada pela subespécie da fémea doadora de odcitos.

Apesar da diminuicao significativa na taxa de prenhez apds a transferéncia de embrides
produzidos com espermatozoides sexados (Xu et al., 2009; Mikkola et al., 2015), em média,
a taxa de nascimento pode ser semelhante aquela conseguida com embriées produzidos com
sémen convencional (Rasmussen et al. 2013).

Inicialmente, a utilizacado de espermatozoides sexados, associado a técnicas de reproducéo
assistida, diminuia a fertilidade, em média de 20 a 30% (Schenk et al., 2009; Norman et al.,
2010) e foi a principal razédo da tecnologia néo ter sido amplamente difundida (Seidel, 2014).
Essa diminuicao era resultado dos danos sofridos pelos espermatozoides nas varias etapas do
processo de sexagem o0 que promovia alteracdes na integridade de membrana e na motilidade
(Suh et al., 2005), a fragmentacdo do DNA e reducéo da longevidade (Gosalvez, et al., 2011)
além da capacitacdo (Bucci et al., 2012).

Concomitante a utilizagdo no campo e os estudos da viabilidade espermatica in vitro,
ajustes eram feitos no processo de sexagem no que se referia a presséo (Suh et al., 2005;
Schenk et al., 2009), concentracdo do Hoechst (Lu e Seidel, 2004), poténcia do laser
(Guthrie et al., 2002), numero de espermatozoides por dose de sémen (Schenk et al.,
2009), protocolos de congelagao (Schenk et al., 2009). O local de deposi¢cédo do sémen na
inseminacao artificial (Seidel e Schenk, 2009; Chang et al., 2017), o efeito do touro (Sa
Filho et al, 2013) também foram avaliados.

Na tentativa de elucidar os possiveis danos as estruturas espermaticas e ao genoma
durante o processo de sexagem, que se traduziam pela diminuicdo nas taxas de fertilidade,
as investigagdes também avancaram para o campo celular e molecular.

Demonstrou-se que os embrides produzidos in vitrocom sémen sexado apresentavam
uma alta proporcdo de mitocOndrias imaturas e membranas nucleares danificadas
(Palma et al., 2008) e expressao reduzida de genes importantes para o desenvolvimento
embrionario e placentacdo (Morton et al., 2007; Bermejo-Alvarez, et al., 2010). Essas
diferencas explicariam as altas taxas de perda embrionéaria nos periodos de 30 a 90 dias
de gestacao apods a inseminacéo artificial (Bodmer et al., 2005; Underwood et al., 2010).

Como reflexo, além das modificacbes no processo de sexagem, surgem os relatos
gue demonstram que os resultados de taxa de prenhez variam em funcao da fertilidade
e manejo das fémeas, categorias de fémeas a serem utilizadas para inseminagéo (Rhinehart
et al., 2011; Healy et al.; 2013 ; Karakaya et al, 2014; Naniwa et al., 2019) e da fertilidade
dos touros doadores de sémen (De Jarnette et al., 2011; Sales et al., 2011). O efeito do touro
(Lu e Seidel, 2004; Wheeler et al., 2006; Xu et al., 2009; Sa Filho et al., 2013) e do protocolo
de producgao in vitro de embrides (Blondin et al., 2009; Barceld-Fimbres, 2011; Missio et
al., 2018; Naniwa et al., 2019) podem ser responsaveis pelas baixas taxas de blastocisto.
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Também a intensidade de presséo do citdmetro diminui aquela taxa (Barceld -Fimbres, 2011).

Os danos no DNA, apontados como a causa da menor fertilidade, aparentemente
foram eliminados com as modificacdes do processo de sexagem.

Pozzi et al. (2014) concluiram que a coloragado com Hoechst 33342 e ao laser durante
a sexagem nao alteraram significativamente a estrutura do DNA dos espermatozoides e
embrides produzidos com 0s mesmos.

Nociti et al., 2018 n&o encontraram diferenca na expresséo génica entre blastocistos
produzidos com espermatozoides sexados (X e Y) (XY Technology Inc.) sémen sexado e
convencional.

Os beneficios que a utilizacdo da sexagem por citometria de fluxo promove em
rebanhos bovinos e diferentes sistemas de producédo fez com que ela se consolidasse
e dificilmente sera substituida num futuro proximo (Seidel, 2014; Holden e Butler, 2018).
Assim, a tecnologia XY (Johnson e Welch, 1999; Garner e Seidel, 2008) foi modificada
originando a tecnologia SexedULTRA™ (Navasota, TX, USA) que promoveu modificacdes
(pH, carga oxidativa, poder tampao) que possibilitam a protecdo dos espermatozoides
durante o processo de sexagem (Gonzaléz-Marin et al., 2018). Assim, a comparacéo das
tecnologias SexedULTRA™ e XY apds a descongelacdo dos espermatozoides sexados
demonstrou que a fragmentacao de DNA foi menor na primeira. Também, a motilidade
progressiva e longevidade as Oh (50.7 v. 44.9%) e 3h (31.5Vv. 4.4%), a integridade de
acrossoma (78.0v. 64.0%), a taxa de blastocistos grau 1 e 2 (13.2% v.9.2%) foram
significativamente maiores do que aquelas de espermatozoides sexados pela tecnologia
XY Inc. (Gonzaléz-Marin et al ., 2018; Vishwanath e Moreno, 2018).

Conforme revisado por Vishwanath e Moreno (2018), a taxa de concepcao (cerca de
7%) ap06s a inseminacao artificial aumentou significativamente em relagcdo a metodologia
anterior.

Na inseminacao artificial com tempo fixo os resultados iniciais demonstraram
taxa de prenhez menor (8%) que sémen convencional (Marques et al., 2018; Thomas et
al., 2017), aumento significativo na taxa de prenhez (9%) em comparac¢éo a metodologia
anterior (Marques et al., 2018) e taxa de concepcao semelhante ao sémen convencional
(Crites et al., 2018). Entretanto, os resultados variaram em func¢ao do touro (Thomas et
al., 2019).

O impacto das tecnologias da reproducéo nos sistemas de producdo depende de
quao amplamente e eficientemente possam ser implementadas (Moore e Hasler, 2017).

No caso do sémen sexado o aumento da utilizacdo é funcéo da interacdo entre
o mercado (precos e custos), praticas de manejo e eficiéncia tecnoldgica em termos
de acuidade e fertilidade (McCullock et al., 2013). Assim, a sua utilizacdo em novilhas
aumentou de 9,4% (2007) para 30,7% (2015) e, em vacas, de 0,2% para 1% no mesmo
periodo (Hutchison e Bickhart, 2016) coincidindo com as modificagcdes no processo que
levaram ao aumento da fertilidade (Vishwanath e Moreno, 2018).
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Estima-se que producdo de sémen sexado de alta fertilidade acelerara a sua ampla
utilizacdo nos rebanhos promovendo a maximizagdo do progresso genético, além de
minimizar as perdas, melhorar o bem estar animal e aumentar a lucratividade nos sistemas
de producéo (Holden e Butler, 2018).
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