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RESUMO

SILVA, ARTUR GEORGE PEREIRA FERREIRA DA. Transferéncia de embrides
em equinos. Patos, UFCG. 2014. 40 p. (Trabalho de conclusdo de curso em
Medicina Veterinaria).

A transferéncia de embrides é hoje considerada uma das principais biotecnologias
reprodutivas aplicada aos equinos. Para a realizacdo dos procedimentos
envolvidos nesta biotécnica é importante obter conhecimentos morfofisiol6gicos
da reproduca@o em éguas que envolve o comportamento sexual, dinamica folicular,
modificacées de textura uterina e uso de hormdnios exdgenos para manipular
qualquer destes eventos. O presente trabalho busca apresentar uma revisdo
sobre a biotecnologia da transferéncia de embrides em eqlinos.

Palavras-chave: reproducéao, equino, transferéncia de embrides, égua.



ABSTRACT

SILVA, ARTUR GEORGE PEREIRA FERREIRA DA. Embryo transfer in horses.
Patos, UFCG. 2014. 40 p. (Monograph of the Course of Veterinary Medicine).

Embryo transfer is now considered one of the main reproductive biotechnologies
applied to horses. For carrying out the procedures involved in biotech's important
to get Morphophysiological knowledge of reproduction in mares involves, follicular
dynamics, changes in uterine texture and use of exogenous hormones sexual
behavior to handle any of these events. This study aims to present a review of
biotechnology embryo transfer in horses.

Keywords: reproduction, equine, embryo transfer, mare.



1 INTRODUGCAO

A relacdo do homem com os equinos tem sido muito estreita ao longo do
tempo. Os equinos estiveram presentes em diversas conquistas e guerras. Nas
ultimas décadas perderam seu espaco no campo, devido a mecaniza¢ao, onde
serviram por muito tempo como animais de tracdo e transporte e hoje 0 seu uso

esta mais ligado ao lazer e esportes.

Atualmente a equideocultura exerce um importante papel na economia
mundial como fonte geradora de emprego e renda. Onde no Brasil, o segmento
vive um momento de constante crescimento. De acordo com estudos do Centro
de Estudos Econ6micos da Universidade de Sao Paulo (Cepea), 0 movimento
anual do setor gira em torno de R$ 8,5 bilhdes, além de proporcionar mais de trés
milhdes de empregos diretos e indiretos (CNA, 2010).

Com o mercado equestre bastante aquecido, cresce a procura por animais
de genética superior e com bom desempenho em provas esportivas. E ai onde
entram as técnicas de reproducdo assistida, que tem papel fundamental nos
criatérios, otimizando as producdes e contribuindo com o melhoramento genético

animal.

Dentre as técnicas de reproducao assistida em equlinos, a Transferéncia de
Embrides € uma realidade em todo o0 mundo e consiste na retirada de um embriéo
do utero de uma égua, esta chamada doadora, e em seguida transferi-lo para o
utero de outra égua, chamada receptora.

Objetiva-se com o presente trabalho apresentar uma revisdo de literatura
abordando aspectos relacionados a aplicacdo da transferéncia de embrido na

espécie equina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

A primeira transferéncia de embrides (TE) descrita em mamiferos foi
realizada em 1890, pelo cientista Walter Heape, na Universidade de Cambridge,
Inglaterra, (GONSALVES et al., 2002).

Em 1929, Gregory Pincus e colaboradores com sucesso obtiveram o
primeiro produto de transferéncia de embriées, em coelha (ANDRADE, 1986).

Em 1969, primeiros estudos envolvendo a transferéncia de embrides na
espécie equina, foram realizados por um grupo de pesquisadores japoneses. Este
mesmo grupo relatou mais tarde, em 1972, uma taxa de 45% de sucesso nas
colheitas dos embrides, porém sem nenhuma concepcao confirmada (OGURI e
TSUTSUMI, 1972).

Dois anos depois, 0s mesmos pesquisadores, obtiveram um percentual de
concepcao de 40% dos embrides transferidos, seguindo a mesma linha de
pesquisa, onde em 20 éguas, coletaram 18 embrides, e transferiram 15 destes
pelo método nado-cirurgico transcervical, para éguas receptoras em sincronismo
de -5 a +7 dias, em relacao as éguas doadoras (OGURI e TSUTSUMI,1974).

As primeiras transferéncias de embrides em equinos bem sucedidas datam
dos anos 70. Allen e Rowson (1972), em Cambridge, Inglaterra, realizaram a
primeira transferéncia entre burros e cavalos, onde os embrides eram coletados e
transferidos por cirurgia via laparotomia, pelo flanco ou linha média (ALLEN,
2005).

Os primeiros potros nascidos de TE foram no Japao em 1973, e em
Cambridge, Inglaterra em 1975, frutos dos trabalhos de Oguri e de Allen e
Rowson, respectivamente (GORDON, 2008).

Oguri e Tsutsumi (1980), no Japéo, realizaram a técnica de transferéncia
ndo cirdrgica em éguas pela primeira. Desde entdo a técnica comegou a ser
difundida em diversos paises, sendo considerada uma das biotécnicas mais
utilizadas na reproducgéo assistida de equinos.



13

No Brasil, em 1987, a biotécnica teve seu inicio na espécie equina, onde os
grandes responsaveis foram o Médico Veterindrio Jodo Junqueira Fleury, e
Cezinande Meira e Marc Henry, através dos métodos cirurgico e nao-cirurgico,
respectivamente (FLEURY et al., 1987; MEIRA e HENRY, 1991).

Houve grandes avancos no que se refere a biotecnologia da TE na espécie
equina, melhorando consideravelmente as taxas de prenhez de 12,5% a 74.55%
(VOGELSANG et al., 1979; OGURI e TSUTSUMI, 1980; FLEURY e
ALVARENGA, 1999; PERES et al., 2002; ROCHA FILHO et al., 2004).

Os pesquisadores Farinasso et al. (1989) e Meira e Henry (1991),
encontraram, no Brasil, taxas de recuperagdo embrionéria e de prenhez com
variacao de 48,3% a 83,3% e 45,5% a 80,0%, respectivamente.

2.2 SELEGCAO E MANEJO DE DOADORAS

Sem duvida, o fator mais importante que afeta as taxas de prenhez de TE é
0 manejo das doadoras e receptoras de embrides (SQUIRES, 2003).

Na selecao da égua doadora devem ser considerados alguns fatores, dos
quais podemos destacar a sua histéria reprodutiva, a fertilidade, as diretrizes do
registro da raga, o valor genético, o nimero de gestacdes desejadas (SQUIRES
et al., 1999), idade, conformagdo da vulva e condicdo uterina (SQUIRES E
SEIDEL, 1995).

O procedimento de TE exige um investimento elevado, sendo considerado
caro, por isso sua utilizagdo é normalmente restrita a éguas de qualidade
superior, com caracteristicas que se acredita serem altamente herdaveis (RIERA,
2009).

Todas as éguas devem apresentar exame negativo de Anemia Infecciosa
Equina, para poderem ser admitidas na Central de Reproducdo. O estado geral
de saude do animal é importante, por isso, ao chegarem, devem passar por um
exame fisico geral, recebendo vermifugos e vacinas necessarias. Se houver um
histérico reprodutivo, este deve ser cuidadosamente revisado, buscando
caracteristicas gerais e do ciclo estral, pois a maioria desses achados se repete
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ano apés ano. Uma avaliacao reprodutiva também devera ser realizada em cada

égua que entra no programa de TE (RIERA, 2009).

Caso nao haja historico reprodutivo da doadora, deve-se realizar um
exame reprodutivo completo da égua, sendo ideal a avaliacado de um ou de dois
ciclos estrais de cada doadora antes da sua utilizagdo no programa (RIERA,
2009). Identificando-se anormalidades reprodutivas, caso necessitem de
tratamento, deverdo ser tratada antes de entrar para o programa de TE
(VANDERWALL, 2000).

Em um programa de TE, as éguas idosas podem ser em grande numero,
quando doadoras de embrido. Isso se deve, principalmente, por estes animais ja
apresentarem progénie comprovada ou terem obtido bons resultados na carreira
esportiva (ALONSO et al., 2005).

Porém, para Losinno e Alvarenga (2006), esta presenga em grande numero
de doadoras idosas, pode ser um problema, pois estas tem uma eficiéncia
reprodutiva mais baixa quando comparadas a éguas jovens. Sao observadas
normalmente alteragdes na ovulagdo e maturacao dos odcitos e/ou endometrite
cronica. Todos estes aspetos devem ser considerados, de forma a encontrar
estratégias que aumentem a colheita embrionaria nestas éguas, como cuidados
em relacdo ao bem estar, nutricdo diferenciada, evitando estresse ambiental e
social, além de que deveriam permanecer em piquetes préximos as centrais,
evitando maiores deslocamentos (ALVARENGA, 2010).

Dadoras com histéria de estabelecerem gestacbes e depois sofrerem
aborto sao melhores candidatas a TE do que éguas com historia de retornarem
repetidamente ao cio apds a inseminagdo, normalmente por apresentarem
endometrite crénica degenerativa, o0 que dificulta a manutengdo e
desenvolvimento embrionario adequado, culminando em perda embrionaria,
porem apresentando boa fertilidade (MCKINNON e SQUIRES, 2007; MEIRA,
2007), uma vez que nestas ultimas o odcito pode nado chegar a ser fertilizado,
podem existir alteragbes no transporte dos gametas ou a taxa de morte
embrionaria pode ser bastante alta (MCKINNON e SQUIRES, 2007).
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O manejo consiste em monitorar o comportamento reprodutivo, emprego
da palpacgao transretal e ultrassonografia para monitorar a atividade folicular, e

ovulacao, e o uso de hormbnios exégenos para sincronizar o estro e ovulacéo.

Quando em cio, a égua doadora é examinada diariamente para monitorar o
crescimento folicular, permitindo o 6timo momento para inseminagdo com sémen
fresco, refrigerado ou congelado (VANDERWALL e WOODS, 2007).

2.3 SELECAO E MANEJO DE RECEPTORA

Para Carnevale et al. (2000), o sucesso em um programa comercial de TE
depende da identificacdo dos fatores que afetam a gestacdo e a morte
embrionaria. Portanto, € de suma importancia a escolha e o manejo das
receptoras (SQUIRES et al., 1999; CARNEVALE et al., 2000), ja que estas irdo
reconhecer o embrido e terdo que fornecer as condicbes necessarias ao seu
desenvolvimento (FLEURY et al., 2007).

Estes dois fatores determinardao, em grande parte, o éxito da técnica. A
selecdo da receptora deve ser criteriosa, responsavel e, sobretudo, deve visar a
eficiéncia do programa de TE com o menor custo (ALONSO, 2008).

O risco de comprometimento da tropa com doengas contagiosas pode ser
evitado caso a selecdo e manutencao de receptoras seja realizada previamente e
ndo haja introducado de novos animais apds o inicio das atividades reprodutivas,
atividades estas que exigem muito trabalho (HARTMAN, 2011).

As receptoras devem ser escolhidas, desde que estas sejam saudaveis
reprodutivamente, sem alteragdes musculo esqueléticas, boa saude dentaria e
visdo, boa qualidade de ubere e bom comportamento (HARTMAN, 2011).

Segundo McCue et al. (1999) e Stout (2006), o critério de inclusdo ou
rejeicdo de éguas em um programa de TE para receptoras de embrido geralmente
sdo baseadas na idade, historico reprodutivo, conformacéo perineal e avaliacao
reprodutiva. A palpagédo, a ultrassonografia, a cultura, a citologia e a bidpsia
uterina sdo exames que devem ser incluidos para que a avaliagdo seja bem

realizada.
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Alvarenga (2010) cita que o aumento do interesse pelo uso de TE em
equinos levou a um aumento do preco e uma reducédo da oferta de receptoras.
Tornando-se dificil achar éguas para servir de receptoras com esse padréo,
sendo a realidade destas, bem diferente do padrao ideal.

Para Squires e Seidel (1995) e Squires et al. (1999), a receptora ideal deve
ter tipo e tamanho semelhante ao da doadora e ter boa habilidade materna. O
aumento ou diminuicdo do crescimento fetal podera ser resultado de um porte
materno inadequado (ALLEN et al., 2002), assim como a funcao cardiovascular,
endocrina e metabdlica poés-natal, poderdao ser afetados em funcdo de um
crescimento uterino aumentado ou retardado (FORTUNE, 1994). Outro fator
importante relacionado ao tamanho da égua receptora € a ocorréncia de partos
distécicos (TONIOLLO e VICENTE, 1993).

As éguas de racas pesadas sao preferencialmente escolhidas como
receptoras de embrido devido a uma melhor funcédo da suas glandulas mamarias,
conferindo uma alta producdo de leite quando comparadas a éguas de racas
leves (SANTOS et al., 2005).

A producao leiteira de éguas da raca Bretao, atinge 17,7kg de leite/dia, no
pico de lactacdo, por volta da oitava semana, j& as éguas PSI produzem
aproximadamente 14,9kg de leite/dia, no mesmo periodo. Ou seja, as éguas
Bretdo produzem quase 3,0 kg de leite/dia a mais do que as éguas PSI,
demonstrando porque s&o preferidas para servirem como receptoras de embrido
(CABRERA et al., 1990).

Squires e Seidel (1995) e Squires et al. (1999) indica a selecao de
receptoras que tenham histérico de paricdo anterior, com idade entre 3-10 anos,
pesando entre 350-450 kg e que sejam dbéceis. Losinno e Alvarenga (2006)
concordam com Squires e Seidel (1995) e Squires et al. (1999) quando relatam
que quanto mais velha a égua receptora, menos estagdes reprodutivas podera
estar no programa de TE, sendo menos produtiva e seu custo inicial menos

amortizavel, indicando a utilizacdo de éguas jovens e de meia-idade.
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Para Squires et al. (1999); Squires (2003); RIERA (2009), em relacao ao
peso, preconiza-se uma égua com média entre 400 e 550 Kg. Sendo,
preferencialmente, sendo indicada a combinagao do tamanho da receptora com o
da doadora.

Eguas virgens ou jovens, que ja tenham tido um ou dois potros, sdo
normalmente preferidas como receptoras (MCKINNON e SQUIRES, 2007), ja que
a idade avancada é um fator predisponente para a degeneracdo do endométrio,
que pode comprometer a manutencao de uma gestacao (RICKETTS e ALONSO,
1991; MORRIS e ALLEN et al., 2002). Entretanto, Losinno e Alvarenga (2006)
discordam desta afirmacdo, quando relatam que potrancas (2-4 anos),
apresentam ciclos estrais erraticos mais frequentes que as adultas, e, muitas
vezes, s40 mais agitadas para o manejo intensivo de exames retais, dificultando
assim o trabalho do técnico.

Carnevale e Ginther (1992) afirmam que éguas acima de 15 anos de idade
podem ter sua fertilidade reduzida, decrescendo cada vez mais a medida que a
idade avanca. Alteracbes degenerativas do endométrio como endometrites,
endometrioses e alteracbes vasculares podem atrapalhar a atividade de
horménios circulantes, modificando o aporte celular da luz uterina e

comprometendo a drenagem linfatica (SCHOON et al., 1997).

O posicionamento do uUtero em relagao a pelve é um fator desfavoravel em
eéguas de idade mais avangada, pois este projeta-se para um nivel mais baixo da
cavidade abdominal, resultando em uma maior angulagdo, dificultando uma
drenagem eficiente do liquido uterino (LEBLANC et al., 1998). Deficiéncia na
coaptagdo da vulva é outro defeito que estas éguas também podem apresentar
(TROEDSSON, 1997). Esta escolha, em relacdo a idade, varia muito entre os
centros de reproducao, sendo que varios deles escolhem especificamente éguas
que tenham parido anteriormente, pela habilidade materna (ALONSO, 2008).

Outro importante aspecto a ser levado em consideracao € a possibilidade
de manejo da égua, podendo ser, no minimo, bem cabresteadas (MCKINNON e
SQUIRES, 2007; RIERA, 2009; HARTMAN, 2011), pois um animal agitado, néao

manejavel, representa um risco para os profissionais, para ela propria e para o
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embrido, assim como dificultando o manejo com o potro e a realiza¢ao de controle
ultrassonografico (ALONSO, 2008; LOSINNO e ALVARENGA, 2006).

Para manter a sanidade geral da tropa de receptoras, deve-se realizar um
planejamento para controle e prevencao de doencas com o intuito de eliminar
qualgquer doenca que afete negativamente a concepcdo, gestacdo e
desenvolvimento de potros. As éguas devem ser mantidas em ambiente onde
possam estar expostas a agentes infecciosos para que adquiram imunidade, nao
permitindo que qualquer destes agentes possam vir a prejudicar o feto e causar
aborto, assim como realizar um programa de vacinagao das principais doencas
que atingem a regido e causam aborto. Caso nao haja um programa de vacinacao
estabelecido, estas vacinas devem ser realizadas pelo menos um més antes da
data prevista para o parto a fim de que possam ser capazes de gerar anticorpos
de transferéncia colostral para os potros (WILSON, 2011).

Para as éguas que sdo mantidas longe, estas devem ser levadas ao local
da paricao pelo menos um més antes do parto para que anticorpos Uteis para o
potro recém-nascido sejam produzidos a partir de antigenos encontrados no
ambiente (WILSON, 2011).

Todos os animais que vierem a ser introduzidos na tropa devem apresentar
atestado negativo para anemia infecciosa equina e também para o mormo (LYLE,
2000).

Os parasitas também constituem uma grande ameacga a saude das éguas
gestantes. Portanto, o controle parasitario € um fator importante durante a
gestagcdo, estando relacionado ndo s6 com a condigdo geral da égua, mas
também com o estado do potro ao nascer (LYONS, 2011).

2.4 SINCRONIZACAO E OVULAGAO

Entre os animais de grande porte, a espécie eqlina talvez seja a menos
rigorosa em suas exigéncias para sincronizacao da ovulagdo entre doadora e
receptora no momento da TE, para que alcance altas taxas de prenhez (ALLEN,
2005).
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As doadoras e receptoras podem ser sincronizadas por diversos métodos,
sado eles: ovulacdo espontanea, inducdo da ovulagdo e terapia hormonal de
receptoras que nao estdo ovulando. Entretanto, a utilizacdo de éguas
naturalmente sincronizadas requer um nuamero elevado de receptoras para cada
doadora (ZERLOTTI, 2012).

Quando existe um grande numero de receptoras, uma doadora pode ser
combinada com uma receptora que tenha ovulado espontaneamente, sem
recorrer a utilizacdo de hormdnios para sincronizar os seus ciclos. No entanto,
quando tal ndo é possivel, a sincronizacdo tem que ser feita recorrendo a
horménioterapia, uma vez que é aconselhavel ter pelo menos duas receptoras
para cada doadora (MCKONNON e SQUIRES, 2007).

As doadoras e receptoras, podem ser sincronizadas, quanto aos estros e
ovulagbes, desde que as éguas estejam ciclando regularmente. A administragao
da prostaglandina é uma pratica muito comum na sincronizagao do cio em éguas,
porém a resposta a este agente luteolitico depende da presenca de corpo lateo
(CL) funcional (LOY et al., 1979).

Na reproducdo, alguns horménios podem ser utilizados, dentre eles a
Prostaglandina F2a (PGF2a), Estrégenos (E2), Progestagenos (como a
progesterona — P4), Gonadotrofina Coriénica Humana (HCG), Hormdnio Liberador
de Gonadotrofinas (GnRH — acetato de deslorelina), Extrato de Pituitaria Equina
(EPE), Horménio Foliculo Estimulante Equina (eFSH) e Ocitocina (FARIA e
GRADELA, 2010).

Como pratica para sincronizagdo da ovulagdo na égua, dentre diversas
existentes, o uso de andlogos da prostaglandina associados a aplicacao de hCG
ou GnRH é o protocolo mais utilizado (MEIRA; 2007).

Em éguas ciclicas, a sincronizagdo entre doadora e receptora é uma
técnica realizada de maneira relativamente simples. Administra-se, pela via
intramuscular, uma unica dose de PGF2a ou de um analogo na doadora. Nos dois
dias seguintes realiza-se o0 mesmo procedimento para as receptoras. Desta forma

espera-se que as receptoras ovulem depois das doadoras (LIRA et al., 2009). A
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administracdao da PF2a tem como obijetivo eliminar o corpo luteo, para que chegue
ao fim da fase lutea, fazendo com que a égua retorne ao estro. No entanto, este
tratamento somente tera eficiéncias se estiver um CL maduro presente, pois s6
apos o quinto dia pds-ovulagdo o CL torna-se responsivo a prostaglandina. Apds
a administracao da prostaglandina, a égua demora, em média, cinco a sete dias
para retornar ao cio e 9 a 10 dias até ovular (BRADECAMP, 2007).

Nos casos em que haja um foliculo dominante em crescimento e
dependendo do didmetro desse foliculo, a ovulagdo pode ocorrer em intervalos
menores pos-aplicacdo da prostaglandina (MEIRA, 2007).

Utilizando-se do mesmo tratamento citado acima, quando um foliculo de
35mm de didametro for detectado, este pode ser associado a administragao de
hCG ou de GnRH, objetivando-se um melhor indice de sincronizacdo das
ovulacdes entre doadoras e receptoras. No entanto, alguns autores admitem que
aplicagbes sucessivas de hCG induz uma resposta imunoldgica, iniciando
formacdo de anticorpos, que resulta na reducdo da resposta ovulatéria
(BRADECAMP, 2007; SQUIRES, 2008; FARIA e GRADELA, 2010; DUCHAMP et
al., 1987).

Outros protocolo que pode ser utilizado € a base de P4 (de curta duragéao
ou oral) associado a estrégeno (17-B Estradiol), administrados diariamente, na
doadora e receptoras, por um periodo de 10 dias. Completado esse periodo,
realiza-se uma aplicacdo de PF2a ou andlogo. Aproximadamente 3 dias apos a
aplicacao da PGF2a, as éguas exibirao estro. Assim que um foliculo de 35 mm de
diametro ou mais, for detectado pode realizar a indu¢ao da ovulagéo aplicando-se
hCG ou GnRH (BRADECAMP, 2007; SQUIRES, 2008; FARIA e GRADELA,
2010). Lembrando que o tratamento da doadora deve comecar um a dois dias
antes do que nas receptoras (LIRA et al., 2009).

Eguas em anestro também podem participar de um programa de TE, como
receptoras, recorrendo a utilizacdo de progestdgenos (FARIA E GRADELA,
2010). Foi o que demonstrou Rocha Filho et al. (2004) e Testa et al. (2005), que
utilizaram protocolo na qual éguas em anestro eram tratadas por 3 dias

ininterruptos com estrégeno, para que simulasse a condi¢do hormonal de estro,



21

provocando o aparecimento de dobras endometriais (edema) e estimulando a
expressao de receptores para progesterona. Em seguida, durante 4 a 8 dias antes
da égua receber o embrido administrava-se P4 injetavel (progesterona natural
oleosa), para que no momento da transferéncia a concentragdo plasmatica de
progesterona estivesse em niveis adequados, viabilizando assim a gestacado na
receptora. (ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2011). Sendo o tratamento
mantido com progesterona de longa ac¢ao progesterona de longa duragao (P4 LA),
com aplicacbes repetidas a cada 7 dias até atingir 120 dias de gestacdo da
receptora (LOSINNO E ALVARENGA, 2006), quando a unidade feto-placentaria
assume a manutencdo de gestacdo, através da  prépria produgdo de
progestagenos (VANDERWALL E NEWCOMBE, 2007).

A interagdo entre embrido e ambiente uterino deve ser de completa
sintonia, fato que é essencial para o haja o estabelecimento da gestacdo. A
progesterona tem o poder de alterar marcadamente o ambiente uterino, onde um
embrido pode encontrar um local desfavoravel, em um utero nao sincronizado, na
qual nao corresponde a fase na qual ele se encontra. Essa falta de sincronia pode
também impedir o embrido de transmitir o sinal para o reconhecimento materno e,
com isso, nao suprimir a resposta luteolitica ciclica da égua (WILSHER et al.,
2005).

Geralmente, a janela de sincronizagéo aceita entre doadoras e receptoras
€ aquela onde, receptoras encontram-se entre 0 quarto e oitavo dia de ovulagéo,
ou seja, relacionado com a ovulagdo da doadora (D0), e a coleta de embrido no
dia 7, a receptora poderia ovular um dia antes (+1) até 3 dias depois (-3), sendo
considerada apta a receber embrides neste intervalo (VANDERWALL, 2000;
SQUIRES, 2003; LOSINNO e ALVARENGA, 2006; MCKINNON e SQUIRES,
2007; HARTMAN, 2011).

Em estudos Jacob et al. (2002) relata que receptoras podem ovular um dia
antes até cinco dias apés a doadora, ndo afetando as taxas de prenhez. Dez anos
mais tarde, Jacob et al. (2012) em experimento chegaram a resultados de 76% e
61% de taxas de prenhez com receptoras ovuladas 4 e 5 dias apds a doadora,
respectivamente. Confirmando o que haviam dito em 2002.
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Entdo, como resultado deste experimento, diversos sdo os beneficios
como: um menor niumero de éguas para alimentar e manejar, menos exames
reprodutivos, menos custos com tratamentos hormonais e menor necessidade de
mao de obra. Isso se deve ao fato de que menos receptoras poderiam ser

utilizadas, decorrente deste aumento de intervalo.

Para Carnevale et al. (2000) ndo mais a sincronizacao entre doadora e
receptora tem importancia fundamental no momento da escolha da receptora para

a TE, mas sim, o momento pds-ovulatério em que a receptora se encontra.

Em outra linha de pesquisa, Fleury et al. (2006) e Alonso (2007)
observaram nao ter diferencga significativa se utilizadas receptoras entre 0 32 e o
8¢ dias pds-ovulagao, ndao obtendo diferengas significativas desde que as éguas
apresentem ecogenicidade uniforme, endométrio homogéneo e Utero tubular com
bom ténus.

2.5 COLHEITA DOS EMBRIOES

Sao dois os métodos conhecidos de colheita de embrides: o cirlrgico,
sendo aquele que foi descrito por Allen e Rowson (1975), que consiste na
lavagem do oviduto para a obtencdo de embrides em estagios iniciais de
desenvolvimento; e o ndo-cirargico, por via transcervical, que foi descrito
primeiramente pelos pesquisadores japoneses Oguri e Tustsumi (1972), que

utilizaram um cateter de trés vias.

A coleta de embrido padréo é a realizada por lavagem transcervical uterina
nao cirurgica (VANDERWALL, 2003), sendo considerado relativamente simples
(OGURI, 1972).

O embrido em desenvolvimento, na égua doadora, migra do oviduto para o
utero entre 5 (HINRICHS e CHOI, 2005) a 5,5 dias (LOSINNO, 2009) apés
ocorrer a ovulagdo, encontrando-se na fase de morula compactada, prontos para
o desenvolvimento inicial de blastocisto. Apds entrar no lumen uterino, o seu
tamanho aumenta drasticamente atingido o estado de blastocisto expandido
(ENGLAND, 2005; MCKINNON e SQUIRES, 2007; LIRA et al., 2009).
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A colheita de embrides é realizada somente a partir do 6° dia pés-ovulacgéo,
sendo neste dia, com indicagdo primdria para congelagéo (SQUIRES e SEIDEL,
1995). Normalmente os embrides sao coletados no 7° ou 8° dias apds a ovulacéo,
sendo preferencialmente coletados no 8° dia, pois ja poderédo ser visualizados a
olho nu (HINRICHS & CHOI, 2005). Em éguas idosas, os embrides ndo devem
ser coletados no 7° dia p6s-ovulacdo, ja que muitos acreditam que o trajeto do
embrido no oviduto é mais demorado (SQUIRES et al., 1999). No entanto, a
coleta devera ser realizada até o 9° dia pds-ovulacao, pois aumentam os riscos de
dano embrionario durante a coleta e transferéncia, devido ao aumento de
tamanho do embrido e da eclosdao da zona pelicida. As melhores taxas de
transferéncias sdo alcangadas quando os embrides sdo recuperados entre o 7° ou
8¢ dias pds-ovulacdo (SQUIRES e SEIDEL, 1995).

Para iniciar o procedimento, a égua devera ser colocada em um brete de
palpacao, ter seu reto esvaziado (VANDERWALL, 2003), sua cauda enfaixada e
amarrada, sua regido perineal devera ser bem lavada, primeiramente com sabao
desinfetante e por fim com solucdo iodada e em seguida secada (LOSINNO,
2009).

O procedimento mais utilizado e recomendado na rotina de colheita de
embrido é a colheita bilateral simultdnea posicionando o cateter no corpo uterino.
Para iniciar a lavagem (flushing) € necessario que todo o material que venha a
entrar em contato com o aparelho reprodutor da doadora esteja esterilizado.
Entdo o Médico Veterinario, com uma luva de palpacéo esterilizada, introduz o
cateter de silicone com cerca de 80 cm de comprimento, um didmetro de cerca de
8 mm e com um bal&do de ar préximo da extremidade, cuidadosamente no interior
do utero da égua, através do canal cervical. Em seguida o bal&do é insuflado com
aproximadamente 50 — 75 ml de ar e tracionado caudalmente para que fique em
contato com a 6stio cranial cervical (LOSINNO, 2009).
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Figura 1 - Lavagem uterina
Fonte: http://www.equipordata.com/JO/VET/vet4/01.jpg

Uma vez o cateter inserido no corpo do Utero, o 6rgao é lavado de trés a
quatro vezes, com 1 a 2 litros em cada lavado, com Solucdo Salina Fosfatada
Tamponada (PBS), previamente aquecida (30 — 35 °C), contendo 1% de Soro
Fetal Bovino (SFB), penicilina (100 unidades/ml) e estreptomicina (100 ug/ml)
(VANDERWALL, 2000); ou Ringer com Lactato, obtendo taxas de prenhez
semelhante, 57% e 64% (ALVARENGA et al., 1992). Sendo no Brasil, o Ringer
com lactato a solugao de lavado mais utilizada (DAELS, 2007).

Escolhido a solucdo de lavagem, por gravidade a solugdo entra no utero
que é massageado por via retal, para que a solug¢ao percorra todo o érgéo e o
embrido seja captado pela sonda. O meio é recolhido por gravidade através do
mesmo sistema, por manuseamento dos presilhas (fechando a presilha permite a
entrada de solugéo para o utero e abrindo-a permite a saida da solugdo do utero
para a proveta). A extremidade inferior do sistema é conectado um filtro de 75 um,
onde a solugédo de lavagem passa, € filtrada, e é captada numa proveta para se
ter controle da quantidade extraida, e o embrido deve ficar retido no filtro
(MCCUE, NISWENDER e MACON, 20083).
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Figura 2 - Colheita de embrido.
Fonte: http://eq7.com.br/site/wp-content/uploads/2011/10/tel.jpg

Fleury et al. (2001) realizou experimento para colheita dos embrides de 7°
e 8° dias apos a ovulacdo. Ele utilizou cateteres possuindo baldo de capacidade
para 75 ml, cujo comprimento foi ampliado para 40 cm com mangueira plastica
siliconizada. Apés introduzir o cateter pela cérvice (via mano-vaginal) e aloja-lo no
corpo uterino, o baldo foi inflado com 50 ml de ar e tracionado caudalmente para
ser mantido em intimo contato com a por¢ao uterina da cérvice. Apos a fixagdo do
cateter no corpo uterino, 700 ml de Ringer com lactato, aquecido a 37°C, foram
infundidos por gravidade e recolhidos por sinfonagem em proveta graduada,
repetindo-se a operagdo por mais uma ou duas vezes consecutivas, quando
necessario, com volume de 500 ml para cada infusdo (22 e 32 fragcGes da colheita).
Todo o liquido drenado do utero passou através de um filtro (75 um) para reter o
embrido, tomando-se cuidado para que permanecessem no filtro
aproximadamente 30 ml de meio. A cada fracdo da colheita realizada, o liquido
contido no filtro era colocado em Placas de Petri siliconizadas, procurando-se 0s

embrides com auxilio de um estereomicroscépio (lupa) com aumento de 10 vezes.
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Uma vez identificados, a colheita era interrompida e os embrides eram
classificados quanto a morfologia, de acordo com McKinnon e Squires (1988), sob
aumento de 40 vezes, e lavados através de 10 passagens consecutivas em PBS
enriquecido com 15% de SFB.

Como resultado Fleury et al. (2001) ndo observou diferenga significativa
entre os embrides coletados no 7° e 8° dias quanto a percentagem de embrides
recuperados, nem nos indices de prenhez. Sendo maiores os embrides coletados
no 8° dia.

Imediatamente apds o flushing, € necessario administrar PGF2a na égua
doadora para que se dé a lutedlise e consequentemente o inicio de um novo ciclo.
Se o fluido nédo for extraido totalmente, administra-se ocitocina endovenosa
(SILVA, 2003).

2.6 CLASSIFICACAO E MANIPULACAO

Encontrado o embrido, deve-se examinar, sobretudo, a sua qualidade e
estagio de desenvolvimento. Este € um procedimento relativamente simples e que
ndo necessita de equipamentos sofisticados, sendo a avaliagdo subjetiva (MC
KINNON et al., 1988).

Para realizar o rastreamento dos embrides € necessario que o liquido
retido no filtro seja colocado em uma placa de Petri riscada na sua parte inferior e
com o auxilio de um microscépio estereoscoépico (lupa) sob aumento de 10 vezes,
seja identificado o embrido (FLEURY et al., 2002).

Identificado 0 embrido, este € aspirado e removido para outra placa menor,
contendo meio de manutengdo proprio para embrides, onde sera avaliado e
classificado sob ampliacdo de 40 vezes na lupa e de acordo com o0s parametros
de estagio de desenvolvimento e qualidade, conforme as recomendacédes da IETS
(International Embryo Transfer Society) (FLEURY et al., 2002; STOUT, 2006).
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Figura 3 - Manipula¢ao de embriao.
Fonte: http://eq7.com.br/site/wp-content/uploads/2011/10/te3.jpg

A avaliacdo da qualidade tem em consideragdao a morfologia, relacionando-

a com a viabilidade. Sao avaliados quanto ao formato, simetria, coloragao,

extrusao celular e integridade da zona pelucida, e classificados de 1 a 5, sendo o
Grau 1 considerando excelente e o 5 degenerado (MCKINNON e SQUIRES,

1988).
Tabela 1- Tabela de classificagcdo dos embrides quanto a qualidade.
Grau 1 Excelente: Embrido ideal esférico com blastomeros de tamanho, cor e textura
uniformes.
Grau 2 Bom: Imperfeicdes minimas, como alguns blastémeros extrusados, ou formato
irregular.
Grau 3 Razoavel: Problemas bem definidos mas sem gravidade, como blastémeros
extrusados, células degeneradas ou blastocele colapsado.
Grau 4 Inferior/Mau: Problemas graves, blastocelo colapsado, inimeros blastémeros
extrusados e muitas células degeneradas.
Grau b Morto ou ndo fertilizado: Totalmente degenerados, com rutura ou ndo
fecundados.

Adaptado de: McKinnon & Squires, 1988.



28

Terminada a avaliacao e classificacao, o embrido passa por um processo
de lavagem, onde é submetido em 10 passagens consecutivas no meio de
manutencao, para retirar impurezas presentes na zona peltucida (VANDERWALL
e WOODS, 2007).

Por fim, o embrido e aspirado e envasado em palheta plastica de 0,25 ou
0,5 ml em porgdes alternadas de solugcdo de manutencédo e ar, o que reduz 0s
movimentos do embrido dentro da palheta e assegura a perfeita expulsdao do
embrido para dentro do utero (SILVA, 2003) ou podem ser mantidos em
temperatura ambiente, no meio holding, por duas ou trés horas até a transferéncia
(RIERA, 2011), ou ainda mantidos em meio holding e resfriado, para poderem ser
transportados (HARTMAN, 2011). Fertilidade de embrides refrigerados a 5°C por
24 horas nao sao afetadas (CARNEY et al., 1991).

2.7 INOVULACAO

Lira et al., 2009, definiu inovulagcdo como o ato de depositar o embrido no
corpo do Utero utilizando uma pipeta de inseminacdo que entra pela vagina e

atravessa a cérvice (transcervical).

Alguns tipos de aplicadores tem sido descritos, como o modelo Hannover
de TE em bovinos, porém € a pipeta de inseminacao artificial tem sido a mais
utilizada (CARNEVALE et al., 2000).

Na transferéncia transcervical, todos os procedimentos de higiene
adotados para a doadora devem ser adotados também para a receptora
(BLANCHARD et al., 1998).

Cada operador tem suas particularidades no momento de manipular a
pipeta, sendo 0 mais importante que seja assegurado que a pipeta adentre ao
Utero sem que leve contaminagdo para o interior do 6rgdo, assim como deve

evitar traumatismos por minimos que sejam (HINRICHS e CHOI, 2005).

A técnica consiste em puxar cerca de 4 ml de ar para o interior da seringa
acoplada a pipeta e a extremidade da esta ser posicionada junto a Placa de Petri
contendo o embrido (BLANCHARD et al.,, 1998). A pipeta e preenchida,
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respeitando-se a seguinte sequéncia: coluna de meio (PBS + 15% de SFB) +
coluna de ar + coluna de meio contendo o embridao + coluna de ar + coluna de
meio (FLEURY et al., 2001).

Alguns cuidados sédo essenciais no momento da transferéncia para garantir
0 sucesso do procedimento. Deve ser assegurado que a pipeta ndao entre em
contato com a vulva ou vagina, a fim de ndo levar contaminagao para o interior do
utero (HINRICHS e CHOI, 2005; STOUT, 2006), podendo ser através da
colocacao de uma camisa de plastico estéril na pipeta, que sera introduzida até
ao ostio externo da cérvice, onde a camisa € puxada caudalmente, avancando a
pipeta através da porcao cranial da cérvice até ao lumen uterino (HINRICHS e
CHOI, 2005); e com o minimo de dilatacdo do canal cervical, evitando traumatiza-
lo bem como ao endométrio. Quando finalmente se encontra no corpo do Utero o
embrido é expelido da pipeta, e esta é retirada.

Figura 4 - Inovulagao de embriao.
http://www.equipordata.com/JO/VET/vet5/02.jpg
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O dominio desta biotecnologia reprodutiva equina tem trazido importantes
ganhos para o desenvolvimento da equinocultura. Sendo de fundamental
importancia conhecimento sobre sincronizacao estral e da ovulacao entre doadora

e receptora.

A implantagédo da transferéncia de embrides possibilita a obtengdo de mais
de um produto por ano/doadora, o que permite elevar ganho genético nesta
espécie.
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