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RESUMO

O ato de transferir embrido é uma biotécnica altamente utilizada no mercado de equinos
e vem sendo realizada desde a década de 80, tem sido reconhecida pelo sucesso de sua
realizacdo em diversos haras pelo mundo, o Brasil atualmente € um dos maiores
produtores mundiais de potros nascidos de TE. A versatilidade da espécie equina
explica o desenvolvimento mundial da equinocultura, e a TE permite um avango maior
do setor nos ganhos de eficiéncia na cadeia reprodutiva e auxilia no melhoramento
genético, aprimorando 0s cruzamentos e suas racas. Essa técnica tem como principal
objetivo 0 nascimento de um nimero maior de potros por égua/ano, tendo que manter
um cuidado com as fémeas doadoras e as receptoras, cuidar também da condicdo do
sémen utilizado e a forma correta que realizar essa técnica de transferéncia de embriGes.
O objetivo desse trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica relacionados a
transferéncia de embribes em equinos, além de analisar os dados desta biotécnica
realizada no Haras da Cancéo, localizado na cidade de Trés Pontas/MG nas estacOes
2019/2020 e 2020/2021, relatando a recuperacdo dos embrides das diferentes doadoras e

taxa de gestacdo dos animais receptores.

Palavras-chave: Equinos. Taxa de concepcao. Taxa de recuperacdao embrionéria.



ABSTRACT

The act of transferring embryos is a highly used biotechnic in the equine market and has
been carried out since the 1980s, it has been recognized for the success of its
performance in several studs around the world, Brazil is currently one of the world's
largest producers of born foals of TE. The versatility of the equine species explains the
worldwide development of equine culture, and TE allows for greater advances in the
sector in terms of efficiency gains in the reproductive chain and helps in genetic
improvement, improving crossbreeding and their breeds. This technigue has as its main
objective the birth of a greater number of foals per mare/year, having to be careful with
the donor and recipient females, also taking care of the condition of the semen used and
the correct way to carry out this technique of transference. embryos. The objective of
this work was to carry out a literature review related to embryo transfer in horses, in
addition to analyzing the data of this biotechnical performed at Haras da Cancéo,
located in the city of Trés Pontas/MG at stations 2019/2020 and 2020/2021, reporting

the recovery of embryos from different donors and pregnancy rate of recipient animals.

Keywords: Horses. Design fee. Embryonic recovery rate.
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1 INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas tem-se assistido a um enorme incremento de novas
tecnologias reprodutivas no mercado do cavalo, sendo a transferéncia de embriées um
procedimento que se tornou cada vez mais frequente nessa area (SQUIRES; HON
2009).

Através da transferéncia de embrides (TE) pode-se obter multiplos potros
anualmente de éguas geneticamente valiosas, com subfertilidade adquirida, idosas que
ndo conseguem manter uma gestacdo ou de éguas em competicdo sem necessidade de
interromper a sua carreira desportiva (MONTECHIESI, 2015). Com o desenvolvimento
da técnica que se diz respeito a Transferéncia de Embrides em animais equinos e sua
posterior popularizacdo tivemos ao longo das Ultimas décadas um enorme
desenvolvimento na equideocultura nacional, o que se evidencia pelo tamanho do
rebanho equino do Brasil (LOPES, 2015).

A TE, assim como qualquer outra biotécnica reprodutiva, apresenta algumas
limitacdes (ALVARENGA; TONGU, 2017). As principais dizem respeito a
aplicabilidade do programa que é comprometida principalmente pelos seguintes fatores:
dificuldade na sincronizacdo de animais doadores e receptores, dificuldade na inducéo
de superovulacgdo de éguas; elevado percentual de doadoras idosas e éguas problemas e
manipulagdo inadequada do sémen (LIRA et al., 2009). Estes fatores associados ou
isolados fazem com que a eficiéncia de programas de TE nesta espécie sejam baixas,
sendo necessarios 2 a 3 ciclos para que se obtenha uma gestacdo (ALVARENGA,
2010).

O conhecimento acerca das partes anatdmicas e fisiologicas relacionadas com a
parte reprodutiva do animal é muito importante a fim de se obter sucesso no manejo de
reproducdo (TEZZA; DITTRICH; 2006). Existem procedimentos que sdo basicos
realizados no decorrer da transferéncia desses embribes que compreendem a
seletividade e o preparo da égua que vai receber o embrido, a sincronicidade da
ovulacéo da doadora para a receptora, a inseminac&o artificial ou cobertura da égua que
vai doar, a forma de coleta do embrido pela doadora, até finalmente poder realizar o
rastreamento, envase e transferir o embrido na receptora (LEY, 2006).

Dado que esta biotécnica se tornou uma préatica recorrente na industria equina e

com uma grande vertente comercial, é de extrema importancia identificar os fatores que



interferem na eficiéncia de um sistema comercial que consta de taxas de transferéncia
de embrides (SILVA et al., 2018).

Dentro desse contexto, os principais fatores a serem avaliados estéo relacionados
tanto com a doadora como também com relacdo as receptoras. As condigdes
relacionadas a doadora compreendem o crescimento do foliculo associado a presenca do
mesmo, grau de edema uterino e responsividade aos indutores responsaveis pela
ovulagdo (hCG - Gonadotrofina Coridnica Humana) (SOUZA et al., 2010). Esses
mesmos fatores também sdo avaliados na receptora, mas, além disso, deve-se avaliar
também a tensdo uterina e vascularizacdo presente no corpo Iiteo durante o dia da
transferéncia, e, se necessario avaliar a necessidade da aplicacdo de P4 (progesterona)
para auxiliar na implantacdo embriondria e na continuacdo da gestacdo
(SEGABINAZZI et al., 2015).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar os dados relacionados a
transferéncia de embrides no Haras da Cancéo nas estacOes reprodutivas de 2019/2020 e
2020/2021.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O ato de transferir embrifes entre animais comecou por volta de 1890, através do
cientista chamado Walter Heape, residente na Inglaterra, que fazia trabalhos com
coelhos em seus estudos. O primeiro teste de transferéncia de embrides em animais
equinos foi realizado por alguns pesquisadores e cientistas situados no Japao no ano de
1969 (ANDRADE, 1986). Em contrapartida, a proporc¢do de garantia atingida durante a
entrega foi apenas de 40%, onde uma por¢cdo dos embrifes estavam apresentando
complicacdes e chegando a morte. Em 1972 Allen e Rowson, conseguiram concluir a
primeira transferéncia eficiente entre animais equinos e muares, onde se coletava 0s
embrides e transferia por cirurgia através da cavidade abdominal, na cidade de
Cambridge na Inglaterra (SILVA et al., 2018).

Em 1987 no Brasil, a utilizagdo desta biotécnica teve inicio com 0s equinos, tendo
como responsaveis o veterinario Jodo Junqueira Fleury, Cezinande Meira e Marc Henry,
que utilizaram métodos cirdrgicos e ndo-cirargicos (SILVA et al, 2018). Depois desse
ocorrido, tiveram grandes avancos ainda na area biotecnologica da TE nos equinos,
elevando a eficiéncia de prenhez inicialmente de 12,5% para 74,5%. Em 1989 o

pesquisador Farinasso registrou no Brasil, eficiéncia de recuperacdo do embrido e de
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prenhez de 48,3% a 83,3% e 45,5% a 80,0%, respectivamente. Atualmente ja se observa
taxa de gestacdo de 74,55% apds a TE (MONTECHIESI, 2015).

2.1. Fisiologia reprodutiva

As fémeas equinas sdo animais poliéstricos estacionais, recebem essa
denominacdo por normalmente reproduzir na primavera e no verdo. Essa caracteristica
se da por 3 fatores principais a fim de se explicar o carater estacional desses ciclos
estrais nas fémeas, sendo eles a nutricdo, a temperatura e o fotoperiodo envolvido
(MAIA et al., 2019).

Na fase de transicdo do anestro para o poliestro fisiolégico, o animal tende a
apresentar periodos com variagdes de sinais de comportamento do estro sem de fato
apresentar estruturas foliculares de modo significante ou até mesmo ovularem (LEY,
2006).

Um dos principais fatores relacionados a sazonalidade dos equinos é o efeito
antigonadotrofico da melatonina. Como esse horménio é produzido pela pineal em
momentos de menor incidéncia de luz, no periodo do outono e inverno tem-se maiores
concentracdes séricas de melatonina, que inibe o ciclo reprodutivo nas éguas a partir da
inibicdo da producdo do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) no hipotalamo.
Em contrapartida, periodos de 15 a 16 horas de tempo diurno (ou de estimulo
relacionado com a luminosidade), caracteristicos da primavera e verdo, atuam
diretamente na glandula pineal para interromper a producdo do horménio melatonina, e
assim retomar a atividade reprodutiva. A modulacdo da frequéncia e da amplitude da
liberacdo de GnRH através do hipotalamo exercida pela melatonina, afeta a producéo
enddcrina hipofisaria e a liberagdo dos hormdnios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH). Uma vez que os receptores ovarianos respondem ao FSH e ao LH
induzindo o recrutamento, a selecdo e a dominancia folicular e a auséncia desses
horménios comprometem a atividade reprodutiva da fémea (SOUZA et al., 2010).

O ciclo estral corresponde ao periodo entre duas ovulacfes, sendo seu inicio
tipicamente definido com a ovulacdo (dia 0) e término o dia anterior a proxima
ovulacdo. O intervalo médio entre as ovulacfes, no geral para as fémeas, € de 21 dias,
mas pode oscilar entre 18 e 24 dias. O intervalo muito curto ou muito extenso pode ser

considerado uma anormalidade. De forma geral o ciclo estral pode estar dividido em
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duas fases principais, folicular e luteinica, em assentimento com as estruturas
encontradas nos ovarios e horménio predominantemente produzido por essas estruturas
(ALVARENGA, 2010).

A fase estral (fase folicular) pode durar de 3 a 7 dias e € dominada por um ou mais
foliculos pré-ovulatérios grandes maiores que 30mm diametro, por concentragdes
séricas elevadas de 17B-estradiol (estrégeno) e por sinais comportamentais de cio ou
receptividade ao garanhd (LEY, 2006). Nesse periodo a concentracdo sérica de
progesterona é tipicamente menor que 1mg/ml no sangue periférico (ACOSTA et al,
2002). Outra caracteristica importante é sobre o diametro folicular na ovulacdo, o qual
pode variar de 30 a 70 mm, sendo mais comum por volta de 40 a 55 mm
(SEGABINAZZI et al., 2015).

De maneira geral a égua ovula 24 a 48 horas antes dos sinais de comportamento
do cio desaparecerem. Isso € um evento fisiolégico muito importante de se lembrar,
muitas éguas sdo cobertas ou inseminadas em seguida a ovulacdo simplesmente porque
ainda demonstram sinais de cio. Se a inseminagdo ou cobertura ocorrer depois de 12 a
14 horas da ovulacdo, o 6vulo sera muito velho para ser prontamente fertilizado ou se
fertilizado falhara ao desenvolver um embrido viavel (LEY, 2006).

No decorrer do periodo intermediario de 1 a 4 dias ap6s a ovulagdo, fase de
metaestro, o estrégeno diminui e antes de o corpo liteo (CL) comecar a produzir
quantidades significantes de progesterona, a égua demonstra sinais equivocos de cio ou
receptividade ao garanhdo (SEGABINAZZI et al., 2015). Dessa maneira, o corpo liteo
inicia a producdo de quantidades significativas de P4 iniciando a fase de diestro (fase
luteinica). Essa fase dura de 13 a 17 dias, sendo dominada por um corpo lUteo, pela
progesterona e por sinais comportamentais indicando auséncia de receptividade ao
garanhdo. O corpo luteo em desenvolvimento em seguida a ovulacdo primaria,
tipicamente tem vida util por até 85 dias, caso aconteca o reconhecimento materno da
gestacdo. Se o endométrio ndo liberar a prostaglandina o corpo lGteo continuard a
producdo do hormonio progesterona e ndo sofrera regresséo (SILVA et al., 2018).

A égua que ovulou e foi adequadamente coberta ou inseminada, culminando com
a fecundacdo, passa pelo processo de reconhecimento materno da gestacdo, para que a
mesma se mantenha. Em equinos acredita-se que esse processo € resultante da livre
movimentacdo do embrido pelos cornos uterinos, a qual produzira e secretara estrogeno
que suprimird a liberacdo endometrial de prostaglandina, impedindo a lutedlise. Isso

deve ocorrer através dos dias 12° e 14° depois da ovulagdo produtiva (LEY, 2006).
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Na égua que ndo apresentou concep¢do o endométrio secreta prostaglandina que,
pela circulagdo sistémica, afeta o corpo lGteo, induzindo a sua regressdo (lutedlise)
(RAZ; CARLEY; CARD, 2009). A producdo do hormonio progesterona declinaem 4 a
40 horas seguintes e ainda a égua comeca a mostrar sinais de receptividade, indicando o
inicio de outro ciclo estral (SEGABINAZZI et al., 2015).

2.2. Principios da transferéncia de embrido

O manejo durante a reproducdo da égua doadora abrange o monitoramento do
comportamento reprodutivo, através do manejo de palpacéo transretal e ultrassonografia
as quais monitoram a atividade dos foliculos e indicam o momento correto de como
usar os horménios exdgenos a fim de alinhar o estro com a ovulagdo (FERREIRA et al,
2011). No momento que o animal est& no periodo fértil, a fémea que vai doar precisa ser
palpada todo dia a fim de monitorar o desenvolvimento do foliculo, consentindo com o
melhor estagio para inseminar ou fazer a monta de natural, e entdo poder acompanhar a
fase da ovulacdo (SILVA et al., 2018).

Mesmo com todo acompanhamento folicular, segundo Montechiesi (2015), um
fator que pode interferir na eficiéncia de recuperacdo dos embrides esta relacionado a
idade das doadoras. Em éguas que possuem de 2 a 4 anos, a taxa média de recuperacao
de embrides é de cerca de 85%; ja em fémeas adultas que possuem entre 4 a 18 anos de
idade a taxa é de 64,4% e para fémeas mais velhas, taxa de 24,1%. Eguas novas, com
idade inferior a 12 anos, produzem cerca de 10% a mais de embriGes quando
comparadas com fémeas que possuem acima de 18 anos de idade. Tais falhas na
reproducdo vistas em éguas com mais idade, estdo ligadas a degradacdo do odcito,
desordens durante a ovulagdo, pouca eficiéncia na maturacdo oocitaria, podendo estar
em associagao ou ndo com a endometrite cronica, assim como distdrbios relacionados a

hormoénios.
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Figura 1. Foliculo pré-ovulatorio
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Figura 2. Edema uterino
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2.3. Critérios de sele¢do da doadora e receptora

As éguas selecionadas como candidatas a doar normalmente sdo fémeas
geneticamente superiores que tenham comprovada atividade reprodutora e/ou atividade
atlética, e que, por algum motivo, possam apresentar antecedentes abortivos, retorno

repetitivo ao periodo reprodutivo apds a inseminacdo, ou inclusive fémeas com mais
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idade que comumente apresentam endometrite, podendo levar a perda embrionaria,
contudo apresentando boa fertilidade. Além disso, é fundamental para a seletividade da
fémea que vai doar, levar em consideragdo seu historico de reproducdo, a fecundidade, o
registro da raca, o possivel valor do potro e a quantidade de gestacdes que se deseja
obter (LIRA et al., 2009).

A forma de selecionar a fémea receptora deve ser com alguns critérios, a fim de se
obter a aplicabilidade do programa de TE atrelado ao menor custo. As éguas receptoras
selecionadas devem ser saudaveis reprodutivamente, ndo apesentarem alteracdes nos
musculos esqueléticos, terem os dentes bem cuidados e a visdo em bom estado, boa
aptiddo de Ubere, bom comportamento e aptiddo materna. Outro fator que deve ser
observado para se escolher a receptora modelo, é que a mesma deve apresentar padrdes
semelhantes de tamanho com a doadora, a fim de evitar distocias. Os animais devem ser
identificados de forma permanente a fim de se evitar possiveis confusdes na hora de
registrar o potro (ALVARENGA; TONGU, 2017).

Fémeas nuliparas ou consideradas jovens, sao mais visadas como receptoras, uma
vez que a idade mais avancada se torna um fator de predisposicdo para a degradacdo do
endomeétrio, podendo levar ao comprometimento na implantacdo e permanéncia durante
uma gestacdo (FUTINO, 2005). Em contrapartida, Losinno (2009), discorda desse
resultado, logo, que potrancas que tenham entre 2-4 anos de idade, possam apresentar
ciclos estrais com falhas constantes que quando comparadas a fémeas adultas, e ainda,
com frequéncia, costumam ser mais enérgicas durante 0 manejo e trato intensivo de
exames transretais, aumentando a dificuldade do trabalho do profissional.

Como no decorrer do protocolo e desenvolvimento da técnica é necessario fazer
varios manejos na égua, 0s animais devem estar com cabrestos, porque um animal que
estd agitado, de dificil manejo, pode ser uma ameaca para 0s trabalhadores, para o
préprio animal e até para 0 embrido, da mesma maneira que dificulta o trato com a cria
e o controle com ultrassonografia (FERREIRA et al, 2019).

Animais que sdo receptores devem também ser examinados todo dia quando estdo
no periodo de reproducdo a fim de acompanhar o crescimento do foliculo e a fase certa
da ovulagdo. De preferéncia é necessario que no minimo duas fémeas que sdo receptoras
estejam acessiveis para cada doadora, a fim de se permitir no instante da inoculagdo, ter
o discernimento de qual animal estd apresentando as condicdes preferiveis de
reproducéo e poder assim receber o embrido (LIRA et al., 2009). Essa classificagdo se

baseia atraves das observacdes da intensidade uterina e caracteristicas do CL, obtidas
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pela palpacdo e ultrassonografia transretal, classificando as fémeas em: aceitaveis, na
ocasido em que apresenta corpo liteo com definicdo, tonicidade do utero e cervical
possuindo uma variacdo de bom a excelente e sem nenhum tipo de mudanca uterina; e
em marginalmente com aceitacédo, ainda que a imagem do corpo lUteo possa ser precaria
ou com baixa tonicidade uterina e cervical (PALMEIRO, 2013).

No que diz respeito a sanidade das fémeas que sdo receptoras, recomenda-se que
quando forem introduzidas dentro do rebanho, ndo possuam anemia infecciosa equina e
negativas para mormo. Fazer o controle dos parasitos € uma condicdo extremamente
importante durante o processo de gestacdo, porque pode ser uma coagdo a saude e
sanidade dos animais gestantes. Os animais que sdo mantidos distantes devem ser
encaminhados ao local do parto no minimo um més de antecedéncia a fim de se adquirir
imunidade e anticorpos que serdo Uteis para o animal recém-nascido e que sejam

produzidos através de antigenos presentes naquele ambiente (FUTINO, 2005).

Figura 3. Egua doadora

Arquivo pessoal.2021.
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Figura 4. Equa receptora

A Al

Arquivo pessoal.2021.
2.4. Protocolos de sincronizagdo

Existem diversas formas para sincronizar as fémeas que séo doadoras com as
fémeas que sdo receptoras, podendo ser por ovulacdo de modo espontaneo e podendo
induzir a ovulacdo com horménios nas receptoras (SAMPER, 2008). Contudo, o uso de
fémeas simultaneas de modo natural precisa um ndmero maior de animais receptoras
para cada doadora. No momento em que isso ndo seja exequivel, a sincronia entre o0s
animais deve ser feita utilizando os diversos tratamentos com hormonios disponiveis
nos dias de hoje. Para que a sincronizacdo hormonal dos estros e as ovulagdes
acontecam de maneira adequada € preciso que tanto as fémeas doadoras quanto as
receptoras ja estejam em fase de ciclo (SILVA et al., 2018).

Administrar a prostaglandina, € um costume corriqueiro na conciliacdo da
reproducdo em éguas, entretanto o resultado do uso desse agente luteolitico necessita da
presenca de CL funcional e de forma responsiva, uma vez que o CL se faz responsivo a
prostaglandina (PGF,,) no momento do quinto dia apds o periodo de ovulagdo. A
aplicabilidade de analogos da prostaglandina consorciado a eficiéncia de hCG ou GnRH
que agiram como promotores da ovula¢do, tem sido protocolo mais realizado
(SEGABINAZZI et al., 2015).

Encontram-se outras regulamentacfes a fim de se sincronizar que podem ser
exequiveis, uma vez que um deles possui uma base de P, com curta duragéo atrelado ao
estrogeno conhecido como Estradiol, aplicado todo dia, tanto na doadora como na
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receptora, tendo um tempo limite de até 10 dias. Uma vez completado esse tempo, deve-
se realizar um uso de PGF,, ou analogo. Cerca de 3 dias ap0s a aplicagdo da PGF,,, as
éguas entrardo em cio. Entdo, deve-se iniciar o monitoramento do foliculo através da
ultrassonografia, e quando um foliculo estiver com 35 mm de diametro ou mais, realiza-
se a inducdo da ovulacdo através da aplicacdo hCG ou GnRH. Entre 36 e 48 horas da
aplicacdo dos indutores realiza-se a inseminacdo artificial, sendo necesséaria a
verificagdo da ovulacdo. Um protocolo hormonal semelhante sera realizado na
receptora, com excecao da inseminacdo, o qual deve, preferencialmente, iniciar dois
dias apds o protocolo utilizado na doadora (LIRA et al., 2009).

Em geral a correspondéncia de sincronia entre doadoras e receptoras consiste no
fato das receptoras encontrarem-se no intervalo do quarto ao oitavo dia ap6s o periodo
de ovulacdo, ou ainda no nono dia apos, e a fémea que € doadora no sétimo ou oitavo
dia ap6s o periodo de ovulacdo. Portanto, para a realizacdo da coleta do embrido
acontecer no intervalo entre 7 ou 8 dias apds o periodo da ovulacédo, a fémea receptora
consegue entrar em ovulagdo um dia anteriormente e até 3 dias apds quando comparada
com a doadora, sendo assim capaz de receber os embrides neste periodo. O instante pos-
ovulatério, momento esse em que o animal receptor se encontra, possui muita
importéncia e € fundamental a escolha certa da receptora para a TE (SILVA et al.,
2018).

As datas dos protocolos devem ser muito bem estabelecidas, uma vez que a
sincronicidade entre receptora e doadora é primordial para o sucesso da TE. Isso ocorre
devido ao fato de que ha interacdo entre embrido com o ambiente do Utero estando em
completa sintonia, acontecimento essencial para a implantacdo do embrido (SILVA et
al., 2018).

2.5. Coleta de embrides

Embrides de cavalos normalmente séo transferidos do oviduto até Gtero entre os
dias 5,5 a 6,0 apds o periodo de ovulacdo, instante esse onde se encontram na fase de
morula com compactacgéo a blastocisto de modo inicial. Depois da entrada no limen do
utero, o embrido aumenta de tamanho de forma significativa uma vez que se desenvolve
para a expansao da fase de blastocisto. Diversas situagcdes podem influenciar na coleta

dos embrides, incluindo o dia em que vai fazer a coleta, a forma de coleta, a contagem
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de ovulagdes, a idade em que o animal se encontra e fertilidade da fémea que vai doar, a
condigdo do sémen, a classificacdo do sémen, se o sémen é fresco, resfriado ou
congelado, e pdr fim a escolha da técnica de IA (FUTINO, 2005).

Para se fazer a coleta embrionaria em equinos, € normal utilizar a metodologia da
lavagem transcervical de forma ndo cirdrgica. No momento em que o animal se
encontra imobilizado, deve-se higienizar a regido perineal com um detergente de
preferéncia neutro e em seguida enxaguar com agua limpa em abundancia com posterior
secagem. Posteriormente, o técnico que vai manipular deve introduzir um cateter ou
sonda que esteja estéril com o uso de um baldo inflavel pela vagina do animal,
atravessando a cérvix e encontrando o corpo do Utero. Dessa forma, se infla o baldo com
cerca de 40 a 80 ml de ar (essa quantidade de ar varia de animal para animal), podendo
assim traciona-lo através da abertura interna da cérvix, a fim de se garantir uma
obstrucdo total, evitando o extravio do liquido (LENZI, 2008).

Uma vez colocada a sonda, injeta-se para o interior do Utero cerca de um a dois
litros de solugdo tamponada (Ringer Lactato ou PBS — que é uma solucdo salina
tamponada dentro de fosfato), que € a solucdo mais utilizada para esse procedimento
nos dias de hoje. E feito 3 lavagens usualmente, uma vez que ao colocar o liquido n&o
ha onde recuperacdo embrionaria, deve se fazer uso do segundo litro, repetindo o
procedimento até dar certo. Logo em seguida a esse procedimento no Utero, faz-se a
drenagem do fluido com o uso do cateter do tipo sonda, passando o liquido por um filtro
de 0.75 um que esta dentro de um copo de coletagem, permitindo que a retencdo do
embrido no copo (LEY, 2006).
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Figura 5. Sonda esterilizada

Arquivo pessoal.2021.

Figura 6. Copo coletor

Arquivo pessoal.2021.
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2.6. Manipulacéo e classificagdo do embriéo

Apbs o término do processo de lavagem do Utero, esvazia-se o filtro em uma
Placa do tipo Petri fazendo marcagfes e enxaguando o filtro com o meio que foi
utilizado. Para se examinar o fluido a fim de se buscar presenca de embrides utiliza-se
um microscépio ou uma lupa. Uma vez que o embrido é reconhecido, ele passa por
classificacéo, lavagem e transferido para o animal receptor (FUTINO, 2005).

No momento seguinte a lavagem do Utero para a retirada embrionéria, deve ser
colocado em uma placa de Petri com o mesmo liquido usado na coleta, a fim de se
identificar e classificar os embrides. A manipulacdo dos embrides é feita com o uso de
uma palheta que congela sémen com capacidade de 0,25 ou 0,5 ml (LIRA, 2009).

A maior parte dos embrides normalmente estdo no estdgio inicial de blastocisto,
blastocisto e blastocisto expandido, por conta da data da coletagem, por volta dos dias 7
e 9 depois da fase de ovulacdo do animal doador (LENZI, 2008).

A avaliacdo morfoldgica, é a técnica utilizada para se classificar os embrides de
cavalos, através da forma, do tamanho, a cor que possui, nivel de uniformidade,
banimento e degradacdo dos blastomeros. Durante essa fase, a qualidade dos embrides
dos animais é o fator que mais interfere nas taxas de prenhez dentro dos programas de
transferéncia de embrido, sendo extremamente importante para resultados (LOPES,
2015).

Os embrides que possuem uma taxa mais alta de prenhez séo assim transferidos
ainda no estagio inicial de blastocisto, blastocisto e blastocisto expandido possuindo
grau 1 e grau 2, através de uma escala com variacdo de grau entre 1 a 4 e ainda os
embrides UFO que sdo ovocitos nao fertilizados, segundo Mccue et al., (2004), sendo
descrita como:

e Embrides que possuem grau 1, sendo os excelentes: sem nenhuma deformagao
visivel; com a forma esférica; células possuindo tamanho, cor e textura de forma
uniforme; adequacdo em tamanho e estagio de desenvolvimento para a idade
apos o periodo ovulatorio;

e Embrides grau 2, considerado bom: com deformacgdes pequenas, referente a
alguns blastbmeros banidos; com detalhes pequenos de anomalia em formato,
tamanho, cor ou até mesmo textura; pequena divisdo entre a camada

trofobléastica e a zona pelucida ou capsula;
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e Embrides grau 3, considerado ruim: possui grau médio de imperfeicdes,
podendo ter grande porcentagem de blastdmeros banidos ou degradados; parcial
colapso da blastocele ou distanciamento médio do trofoblasto na zona pelucida
ou capsula;

e Embrides grau 4, degenerado ou morto: possui elevado problema visivel,
podendo ter alta percentagem de blastdbmeros banidos, completo colapso da
blastocele, com rachadura da zona pellcida ou total degradagdo com morte
embrionaria;

Uma vez que se termina essa fase que avalia e classifica o embrido, ele passa por
lavagem, usualmente passado entre 5 a 10 vezes em meio de conservagéo, a fim de se
retirar impurezas que possam estar na zona pelucida, sendo feito na placa de Petri para
posterior envase e inovulacdo (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

Figura 7. Paleta estéril

Arquivo pessoal.2021.
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Figura 8. Avaliacdo do embrido na lupa

Arquivo pessoal.2021.

Figura 9. Meio para cultivo celular
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Arquivo pessoal.2021.

2.7. Inovulagéo

O embrido pode de ser resfriado e transportado para uma transferéncia decorrente
ou ainda pode ser transferido em seguida da recuperacdo do embrido, sendo esse
procedimento de transferéncia realizado de forma cirGrgica ou ndo cirurgica
transcervicalmente (FARIAS et al., 2016).

Nos dias de hoje, a maior parte dos embrides tem sido transferido de maneira ndo

cirirgica para as fémeas que védo receber e estdo sincronizadas. Para fazer a
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transferéncia, os embrides devem ser dispostos em palhetas de cerca de 0,25 ou 0,5 ml
ou pode ser usado também pipetas para inseminacdo artificial e colocados no corpo
uterino através de um inovulador. Assim que ele é sugado para o interior de um
instrumento para manipulacdo, a coluna que contém meio de cultura e o embrido sdo
mantidos cada lado através de colunas de ar (SILVA et al., 2018).

Utiliza-se normalmente pipeta para inseminagdo normal, inovuladores que sdo
desprezaveis, uma bainha de material pléstico sobre o instrumento de uso. Com a fémea
que vai receber ainda imobilizada em tronco de contencédo, deve-se higienizar a regido
perineal, para que entdo o profissional vista uma luva de plastico por todo seu braco,
com uma pequena quantidade de lubrificante no inicio da vulva (FARIAS et al., 2016).

A ponta mais distante do instrumento utilizado para fazer a transferéncia coberta
pela bainha € entdo encaixada na palma da mdo com a protecdo do dedo do manipulador
(LOPES, 2015). Enfim, o instrumento é colocado dentro da vagina do animal e a ponta
da bainha é colocada na abertura mais externa da cérvix. Nessa etapa 0 embrido pode
ser colocado no corpo do Utero ou em um dos cornos uterinos, instante esse que 0

instrumento é empurrado através da camisa sanitaria (SILVA et al., 2018).

Figura 10. Palheta envasada

Arquivo pessoal.2021.

Figura 11. Bainha

Arquivo pessoal.2021.
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Figura 12. Inovulador

Arquivo pessoal.2021.

Figura 13. Camisinha sanitaria

Arquivo pessoal.2021.

2.1 Classificagdo do tbnus uterino nas receptoras

Segundo Alvarenga e Tongu (2017), o tbnus uterino é classificado de um a
quatro com modificagdes, seguindo 0s seguintes parametros:

e Tonus 1: minimo tonus verificado do anestro até o inicio da atividade ciclica. O
formato e consisténcia do Gtero ndo sdo bem definidos no exame de palpacédo
retal.

e Tonus 2: o tdnus proporcionado pela fase estrogénica do ciclo estral, com Gtero
de consisténcia macia e formato quase tubular. A contratilidade do Utero ainda

ndo é perceptivel ao toque.
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e ToOnus 3: o tbnus da fase progesterénica do ciclo estral (diestro). O Utero
apresenta formato tubular bem definido, com aumento do tonus e consisténcia,
sendo perceptivel a contratilidade uterina.

e ToOnus 4. maximo ténus do inicio da prenhez, apds o décimo terceiro dia,
contratilidade uterina € ainda mais perceptivel. O Gtero mantém formato tubular

e consisténcia mais firme.

3 METODOLOGIA

3.1 Coleta de dados

Os dados foram coletados no Haras da Cang¢do no municipio de Trés Pontas-
MG, os estudos foram feitos com o auxilio do Médico Veterinario e proprietario do
Haras Bruno Mesquita Campos cadastrado com o CRMV-19666 o qual tinha a funcao
de acompanhar o processo de sincronizagdo até o0 momento da transferéncia. Os dados
foram obtidos por meio de uma autorizagéo de coleta dele.

Os estudos foram feitos na estacdo de 2019/2020 com oito éguas doadoras de
embrides e na estacdo de 2020/2021 com dez éguas e foram separadas de duas a trés

receptoras por doadora.

3.2 Animais

As doadoras utilizadas eram éguas da raca Mangalarga Machador, com faixa
etaria entre 5 a 18 anos, todas em condi¢Bes normais de reproducdo, saudaveis, bom
escore corporal, com genética superior, comprovada na reproducao ou atleta.

As receptoras escolhidas apresentavam idade entre 6 a 15 anos, saudaveis, bom
comportamento, boa habilidade materna, boa conformacdo de vulva e identificagdo

permanente para fazer o registro do potro.

3.3 Manejo
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O manejo dessas éguas consistiu em monitorar o comportamento reprodutivo,
usar a técnica de palpacdo transretal e ultrassonografia para monitorar 0
desenvolvimento folicular e saber o0 momento certo para o uso dos hormoénios ex6genos
que véo sincronizar a ovulacdo. Quando detectado o cio, houve monitoramento diario
para avaliar o crescimento folicular e saber a melhor hora para a inseminacéo artificial

ou monta natural e acompanhar a ovulacéo.
3.4 Protocolo doadoras

O protocolo utilizado nas doadoras foi feito da seguinte forma: apds detectado o
cio houve monitoramento todos os dias, assim quando um foliculo estivesse maior ou
igual a 36mm, foi utilizado indutor de ovulagdo, sendo os mais comuns: histrelina,
deslorelina e 0 hCG, dando preferéncia para o Fertcor®. A IA foi feita no dia seguinte
da inducéo, e a ovulacdo conferida no préximo dia.

O lavado uterino para recuperacdo de embries foi feito no D8 ou D9, com
solucdo de Ringer com Lactato e o meio de cultivo utilizado para manipular o embrido

foi o holding. O embri&o foi avaliado na lupa, analisando a morfologia.

Figura 14. Protocolo doadoras

Inseminagdo

Detecgdo
do cio
Acompanhamento
folicular

(o)

Indugdo N
o Ovulagdo Lavado
ovulagdo

Fonte: A prdpria autora, 2021
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3.5 Protocolo receptoras

As receptoras também foram avaliadas diariamente para acompanhar o ciclo
estral, sendo separado de 2 a 3 receptoras por doadora.

As receptoras podem ser sincronizadas com as doadoras de maneira natural ou
por protocolos. Na égua em anestro, sem foliculo dominante e sem CL maduro pode ser
feito o protocolo, que vai iniciar no DO da doadora, feita aplicacdo de E, durante dois
dias consecutivos, com um intervalo de um dia e no préximo aplica P,. No D8 da
doadora vai ocorrer a transferéncia e aplicacdo de mais uma dose de P4 na receptora.
Nas receptoras que ja tiverem no cio, foram feitas a inducéo de ovulacdo no DO ou D1
da doadora. No haras foi utilizado receptoras que receberam protocolo de ovulagéo e
também aquelas que estavam em anestro e foi feito o protocolo.

No dia da selecdo foi avaliada a tensdo do Utero preconizando aquela que teve tenséo
maior que 3 e a confirmacdo do CL. O retoque para confirmar a gestacdo foi realizado
‘ no D12 do embrido

‘ Figura 15. Protocolo receptoras

Acompanhamento
folicular
MNo DO da
doadora

=

Fonte: A prdpria autora, 2021
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados 23 lavados uterinos para coleta de embribes na estacdo de
2019/2020 resultando em 19 lavados positivos e 47 lavados na estacdo de 2020/2021
resultando em 33 lavados positivos. Todas as coletas foram realizadas em éguas
doadoras que estavam no oitavo ou nono dia do ciclo estral, ou seja, a partir do dia da
ovulacdo. Todas as eéguas receptoras que foram inovuladas receberam 5 ml (1.500 mg)
de P4 por via IM no dia da TE.

Os dados relacionados a estacdo reprodutiva de 2019/2020 estdo apresentados nas
tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Doadoras utilizadas, nimero de embrides recuperados e taxa de prenhez dos

embrides nas receptoras na estacdo 2019/2020:

Nome da N° de coletas Taxa de Taxa de prenhez  Taxa de prenhez
doadora recuperacao de 14 a 20 dias acima de 90 dias
embrionaria % % (n°) % (n°)
(n°)
Vaidade 6 66,6 (4/6) 0 (0/4) 0 (0/0)
Amora 5 100 (5/5) 40 (2/5) 50 (1/2)
Anita 5 60 (3/5) 66,6 (2/3) 100 (2/2)
Atracéo 2 100 (2/2) 0 (0/2) 0 (0/0)
Olimpia 2 100 (2/2) 50 (1/2) 100 (1/1)
Viola 1 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1)
Agatha 1 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1)
Astuta 1 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1)
Total 23 82,6 (19 /23) 42,1 (8/19) 87,5 (7/8)

Fonte: A prépria autora, 2021.

Tabela 2. Receptoras utilizadas, embrifes transferidos e indice de prenhez em éguas
receptoras com diferentes idades de corpo IUteo na estacdo 2019/2020:

Receptora Idade do corpo N° de embrifes Prenhez % de prenhez
IGteo transferidos em relagdo ao
namero de

embrides
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R1 D6 /D7 2 -/- 0
R2 D6 1 - 0
R3 D8 /D6 2 -/- 0
R4 D6 1 - 0
R5 D6 1 - 0
R6 D8 1 + 100
R7 D7 1 - 0
R8 D6 1 - 0
R9 D9/ D6 2 -1+ 50
R10 D6 1 + 100
R11 D7 1 - 0
R12 D6 1 + 100
R13 D7 1 - 0
R14 D6 1 + 100
R15* - 1 + 100
R16 D6 1 + 100
Total 16 19 7 36,8

Observacao: *receptora (R15) manteve a gestacdo através de aplicacdo de P, exdgena.
Fonte: A prdpria autora, 2021

D: dias

+: prenhez positiva

-: prenhez negativa

Os dados relacionados a estacao reprodutiva de 2020/2021 estdo apresentados nas
tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Doadoras utilizadas, nimero de embrides recuperados e taxa de prenhez dos

embrides nas receptoras na estacdo 2020/2021.

Nome da N° de coletas Taxa de Taxa de prenhez  Taxa de prenhez
doadora recuperacao de 14 a 20 dias acima de 90 dias
embrionaria % (n°)
% (n°) % (n°)
Cachaca 2 50 (1/2) 100 (1/1) 100 (1/1)
Duna 6 66,6 (4/6) 25 (1/4) 100 (1/1)
Chuva 7 71,4 (5/7) 20 (1/5) 0 (0/0)
Viola 3 66,6 (2/3) 100 (2/2) 100 (2/2)
Atracéo 9 66,6 (6/9) 0 (0/6) 0 (0/0)
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Anita 8 75 (6/8) 33,3 (2/6) 100 (2/2)
Ecologia 4 100 (4/4) 0 (0/4) 0 (0/0)
Onca 1 100 (1/1) 0 (0/1) 0 (0/0)
Verdade 1 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1)
Quadrilha 6 50 (3/6) 33,3(1/3) 100 (1/1)
Total 47 70,2 (33/47) 27,2 (9/33) 88,8 (8/9)

Fonte: A prdpria autora, 2021

Tabela 4. Receptoras utilizadas, embrides transferidos e indice de prenhez em éguas

receptoras com diferentes idades de corpo luteo na estacao (2020/2021):

Receptora Idade do corpo N° de embrifes Prenhez % de prenhez
Iateo transferidos em relagdo ao
ndmero de
embrides
R1 D6 / D6/ D6 3 -/- - 0
R2 D4/D9/D6/D5/ 5 -/-1-1- 1+ 20
PROTOCOLO
R3 D5 1 - 0
R4 D5 1 + 100
R5 D3/D7/D8/D6/D7 6 -/-1-1-1-1- 0
PROTOCOLO
R6 D5 1 + 100
R7 D6 1 + 100
R8 D5 1 + 100
R9 D6 1 + 100
R10 D8/D6 2 -1+ 50
R11 D5/D8/D8 3 -/-1- 0
R12 D9/D5/ 3 -/-1- 0
PROTOCOLO
R13 D6 1 + 100
R14 PROTOCOLO/ 2 -/- 0
PROTOCOLO
R15 D8 1 - 0
R16 D6 1 - 0
Total 16 33 8 24,24

Observacao: receptora (R2) manteve a gestacao atraves de aplicacdo de P4 exdgena.

Fonte: A prdpria autora, 2021

D: dias
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+: prenhez positiva

-: prenhez negativa

Na estacdo de 2019/2020 das 19 transferéncias realizadas, 8 (42,10%) resultaram
em prenhez e na estagdo de 2020/2021 das 33 transferéncias realizadas 9 (27,27%)
resultaram em prenhez diagnosticadas no 4° dia apos a TE.

Resultando em um namero inferior aos 70,3% obtidos por Jacob et al., (2002) no
14° dia de gestacdo, aos 82,5% observados por Jasko (2002) no 8° dia apds a TE, aos
73,4% observados por Rocha et al., (2007) no 15° dia de gestacdo, aos 50% obtidos por
Taveiros (2000) 45° dia de gestacdo, aos 65,7% observados por Carnevale et al., (2000)
no 12° dia de gestacdo e aos 51% registrados por Taveiros et al. (2003) no 30° dia de
gestacéo.

Cada estagdo resultou em 1 perda embrionéria, 2019/2020 (12,5%) e 2020/2021
(11,1%), sendo inferior aos 49% obtidos por Taveiros et al., (2003) no 30° dia de
gestacdo, aos 17,5% observados por Villahoz et al. (1985) no 50° dia p6s-ovulacao, aos
15,5% referidos por Carnevale et al., (2000) no 50° dia de gestacdo, e aos 11,9%
referidos por Taveiros et al., (2008) aos 45 dias de gestacdo, porém superior aos 4,8%
observados por Rocha et al., (2007) aos 30 dias de gestagdo, indicando um bom indice
de manutencéo da gestacao.

As coletas embrionarias foram realizadas no 8° dia ap06s a ovulacédo, fator esse
que provavelmente, ndo interferiu nos resultados, ja que ndo ha diferencas nas taxas de
perdas de prenhez quando as colheitas sdo realizadas no 7°, 8° ou 9° dia apds a ovulagdo
(FLEURY, 1998; FLEURY et al., 2001), destacando, que a coleta realizada no 8° dia
tende a aumentar a taxa de recuperacdo embrionaria (FLEURY, ALVARENGA, 1999)

Segundo Betteridge (2000), considerando que no inicio da prenhez a manutencgéo
embrionaria necessita de alguns processos combinados intrinsecamente, alguns animais
podem ndo conseguir levar a prenhez além da fase embrionaria. Podendo resultar em
uma grande perda econdmica na equideocultura, em que 30-40% das prenhezes acabam
sendo interrompidas dentro das 2 primeiras semanas da concepgao.

A qualidade em que o embrido se apresenta é considerada um dos fatores que
mais interfere na taxa de prenhez nos programas de transferéncia de embrido (SQUIRES
et al., 2003). Nos dados de Taveiros et al. (2008) a baixa porcentagem das perdas

embrionarias registradas em seus estudos deve-se ao fato de utilizar exclusivamente os
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embrides de estruturas classificadas entre grau | e 111, fazendo com que a qualidade dos
embrides influenciasse positivamente os resultados obtidos.

O mais importante no manejo clinico é reconhecer que ocorrerd perda
embrionaria em algumas éguas, e 0 mais adequado seria o diagnostico precoce de sua
ocorréncia para que tenha uma nova oportunidade de usar a égua durante a mesma
estacdo de monta. A deteccdo da perda embrionéria precoce pode ser feita através dos
exames ultrassonograficos a cada 10 dias ou 2 semanas durante o inicio da gestagdo
(VANDERWALL, 2008).

Segundo Vanderwall (2008), alguns fatores sobre a taxa de prenhez séo
classificados em intrinsecos, extrinsecos e embrionarios. Sendo os intrinsecos: idade da
doadora, horério da inseminacdo em relacdo a ovulagdo, lactacdo, local onde o a
vesicula embrionaria se fixa, e anormalidade de cromossomas maternos; extrinsecos:
nutricdo, tensao, estacao, palpacdo/ultrassonografia transretal, manipulacdo do embrido;
e embrionarios: anomalias de cromossomos ou outras caracteristicas especificas do
embrido.

No caso das receptoras (R15) da estacdo 2019/2020 e a (R2) da estacdo
2020/2021 utilizadas no Haras da Cancdo foram feitas 30 aplicacdes de P4, dando o
intervalo de doses de uma semana devido ao fato da mesma ter passado por um
protocolo de sincronizacao e nao ter um CL capaz de manter a gestacdo até a placenta

suprir essa necessidade.

5 CONCLUSOES

A transferéncia de embrides é atualmente a biotécnica de reproducdo assistida

mais utilizada na equinocultura. Com o avancgo e acessibilidade a novas biotécnicas, a

transferéncia de embrido torna-se um método interessante a fim de elevar a eficiéncia

reprodutiva da espécie equina. A eficiéncia reprodutiva, com o uso da transferéncia de

embrido, esta relacionada a escolha de uma receptora saudavel, que tenha porte fisico e
condigéo fisiologica.

Apesar das inimeras vantagens algumas limitacGes associadas ao momento ideal

da inseminacdo, sincronicidade entre doadora e receptora, e qualidade embrionaria e

enddcrina da receptora, podem afetar os resultados. Por isso, é de suma importancia

realizar o controle folicular adequado de todas as fémeas, e avaliar criteriosamente a
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situacdo uterina e ovariana da receptora, a fim de minimizar as perdas na recuperagéo
embrionéria e as falhas de transferéncia.

Embora a transferéncia de embrido seja uma biotécnica reprodutiva altamente
difundida na equinocultura existem algumas limitacGes, por isso deve ser realizada de
maneira rigorosa, pois fatores como a dificuldade no manejo de sincronizacdo entre
doadora e receptora, momento ideal da IA em relacdo a ovulacédo, além da qualidade dos
ovarios e Uteros das receptoras poderem influenciar no sucesso do protocolo.

Diante dos dados obtidos podemos concluir que a técnica de transferéncia de
embrido no Haras da Cancdo apesenta uma taxa de recuperacdo embriondria satisfatoria
de 70 a 80% nas doadoras de embrido, demonstrando que o controle do processo de
ovulacédo e inseminagdo ocorrem de maneira adequada. J4, ao avaliar a taxa de prenhez
apos a transferéncia, as receptoras ndo apresentaram um resultado satisfatorio quando se
trata da manutencdo da gestacdo, visto que no final poucas receptoras conseguiram
embrido dar sequéncia a gestacdo. Essas falhas podem estar associadas a falha na
selecdo das mesmas, a qual ndo estavam devidamente preparadas para O processo.
Diante disso, ressalta a importancia de uma melhor avaliacdo da qualidade uterina e

ovariana das receptoras no dia inovulacéo, a fim de minimizar as perdas gestacionais.
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