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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE REPRODUCAO EQUINA

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) foi realizado na
Central Equina de Reproducdo (CER) localizada na cidade de Boituva, Sdo Paulo sob a
supervisdo do Médico Veterinario Ariel Cunhasque Bertoldi, no periodo de 27 de julho a 20 de
outubro de 2018, perfazendo um total de 480 horas. O presente relatério descreve as principais
atividades acompanhadas e desenvolvidas na area de reproducdo equina desde a rotina diaria
do manejo reprodutivo, incluindo as principais biotécnicas utilizadas atualmente. As principais
atividades observadas foram: controle folicular de doadoras e receptoras, manejo de garanhdes
(envolvendo coleta, analise e congelamento de sémen) coleta e transferéncia de embrides que,
por sua relevancia foram discutidas no relatério. Durante o desenvolvimento do ECSMV, foi
possivel avaliar a importancia da aplicacdo de biotécnicas reprodutivas, no atual contexto da

equinocultura brasileira.
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1 INTRODUCAO

O agronegocio é caracterizado por uma associacdo entre cadeias produtivas, com
relagbes comerciais e industriais que influenciam o crescimento da economia (HEREDIA;
PALMEIRA; LEITE, 2010). Neste contexto, 0 mercado equino vem gradativamente sendo
inserido, sendo caracterizado como um complexo agropecuario, ou seja, um agronegocio
independente, porém com inter-relacdo entre setores comerciais, industriais e agropecuarios.
Podemos explora-lo por meio de seus aspectos funcionais segundo trabalho, esporte, lazer entre
outros, associando-os com fatores relacionados com “antes da porteira” e “depois da porteira”
(LIMA; CINTRA, 2016).

No Brasil hd aproximadamente 5,9 milhGes de equinos, sendo um mercado
economicamente mais ativo e lucrativo que o proprio mercado automobilistico, movimentando
em torno de 16 bilhGes de reais/ano e gerando cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos e
indiretos (LIMA; CINTRA, 2016). Apesar de considerado como um mercado dificil devido a
crise financeira vivenciada nos ultimos anos, 0 mercado equino continua atrativo, representando
parte ativa da economia brasileira onde grande parcela de sua valorizacdo é devido ao seu
crescimento no mercado urbano brasileiro.

Aprimoramentos aplicados ao manejo equino vém crescentemente beneficiando a
resolucdo de impasses usuais, bem como aumentando o desempenho reprodutivo da espécie.
Neste contexto, a utilizacdo de biotécnicas qualificadas vem sendo uma grande aliada, tanto
para o melhoramento genético, como para otimizacdo da fertilidade em éguas, proporcionando
ao Brasil uma posicdo de destaque mundial nesta area. Dentre as biotécnicas reprodutivas, a
inseminacdo artificial (IA) com sémen fresco, resfriado e congelado e a transferéncia de
embribes (TE) séo frequentes nesta espécie e, cada vez mais incentivadas, a fim de se ter maior
controle e maior nimero de produtos de um mesmo animal, além de melhorar valores
zootécnicos, atendendo tanto exigéncias das associacdes quanto dos proprietarios (LOOMIS;
SQUIRES, 2005).

A éarea de escolha para a realizacdo do ECSMV foi a de Reproducéo Equina. Sendo o
Estado de S&o Paulo referéncia na utilizagdo de biotécnicas em reproducédo equina e devido ao
grande nimero de animais concentrados nesta regido, o local de escolha para a realizagcdo do
ECSMV foi a Central Equina de Reproducdo (CER). Este local foi escolhido devido a sua
grande rotina com TE e manejo reprodutivo, alem de ser reconhecido no mercado. O ECSMV



10

foi supervisionado pelo Médico Veterinario Ariel Cunhasque Bertoldi e teve como orientagdo
a Professora Dra. Daniela dos Santos Brum, sendo realizado no periodo de 27 de julho a 20 de
outubro de 2018, totalizando 480 horas.

Este trabalho tem como objetivo descrever as principais atividades acompanhadas e
realizadas, como coleta e congelamento de sémen; inseminacdo artificial com sémen fresco,
resfriado e congelado; coleta e transferéncia de embrides. As principais ragas acompanhadas

foram Puro Sangue Arabe, Quarto de Milha e Puro Sangue Lusitano.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Nesta secdo sera apresentado o local de estagio, contemplando sua infraestrutura e

funcionamento. Também serdo descritos a rotina, as atividades acompanhadas e/ou realizadas.

2.1 Descricéo do local do estagio

A Central Equina de Reproducdo (CER) é uma empresa voltada para a reproducéo
equina, com objetivo de fornecer para os criadores de cavalos as principais biotecnologias
conhecidas no mercado. E localizada na cidade de Boituva, estado de Sdo Paulo, e destaca-se
por ser a Unica Central Equina de Reproducéo Brasileira credenciada na Comunidade Europeia,
além de também ser credenciada no Ministério da Agricultura Brasileiro.

A empresa possui uma area de 20 alqueires (1 alqueire = 2,42 hectares), contemplando
alojamento para doadoras e garanhdes, piquetes para receptoras, troncos para a realizacdo do
manejo reprodutivo, laboratério para manipulacdo de embriGes e manipulacdo de sémen,
farmacia veterinaria, local com manequim para coleta de sémen, instalacdes para quarentena,
escritorio para atividade administrativa e alojamento para estagiarios.

Durante 0 ECSMV, aproximadamente 424 animais estavam alocados na CER, sendo 4
garanhd@es, 20 doadoras e 400 receptoras, nUmero que varia de acordo com a temporada de
monta. Os Médicos Veterinarios e Residentes desenvolviam atividades dentro da CER como
envio e retirada de sémen, congelamento de sémen, inseminacgdo artificial, transferéncia e
congelamento de embrides e também prestavam servico para outros haras e coudelarias fora
das dependéncias da empresa.

O local foi escolhido devido a sua importancia no mercado equino proveniente de sua

grande rotina com transferéncia de embrides e biotecnologias aplicadas a reproducéo equina.

2.2 Rotina de atividades durante o estagio
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As atividades desenvolvidas se encontram nesta subsecdo, sendo que o controle
folicular, 0 manejo sanitario e a inovulacdo de embrides foram as mais frequentes durante o
periodo. Todas as atividades foram quantificadas (Tabela 1) e as mais relevantes foram descritas
a sequir.

TABELA 1 - Numero (n) e porcentagem (%) de atividades acompanhadas durante a realizacdo
do estagio curricular.

Atividades acompanhadas n %

Controle folicular 1600 56.477
Manejo sanitario 274 9.671
Inovulacdo de embriGes 224 7.906
Diagnéstico de gestacdo 215 7.589
Colheita e andlise de sémen 123 4.341
IA com sémen fresco 105 3.706
Refrigeracéo e congelamento de sémen 96 3.388
Colheita de embrides 96 3.388
IA com sémen congelado 32 1.129
Endometrite 26 0.917
Citologia 10 0.352
Colica 9 0.317
Sexagem fetal 7 0.247
Vulvoplastia 5 0.176
Implante intravaginal de progesterona 5 0.176
Parto 3 0.105
Laceracgéo de cervix 2 0.070
Manejo de gestacdo gemelar 1 0.035
Total 2833 100

2.2.1 Controle folicular

O controle folicular foi realizado em éguas doadoras e receptoras, seguindo um
procedimento de retiradas das fezes da ampola retal, e posteriormente realizava-se a palpacéo
do corpo do Utero, cornos uterinos e ovarios com auxilio do Ultrassom (US). Ap6s, avaliava-se
a presenca de edema uterino, corpo lateo (CL), foliculos e cistos nos ovarios e também se
realizava o diagnostico de gestacdo.

Na CER, éguas receptoras eram mantidas em sistema de pasto, suplementadas duas
vezes ao dia com silagem e racdo. As fémeas, identificadas com a marca da CER, com um
nimero e nome, permaneciam em piquetes de acordo com o lote. O controle folicular era
realizado de segunda-feira a sabado de acordo com a fase do ciclo estral. Quando éguas

encontravam-se aciclicas, estas eram preparadas com protocolo artificial e, posteriormente,
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apos a confirmagdo da prenhez, as mesmas recebiam aplicacdo semanal de Progesterona (P4)
até os 120 dias de gestacao.

Eguas receptoras prenhes eram mantidas na CER até 60 dias de gestacio e em seguida
destinadas a propriedade de quem as alugou, permanecendo | até o desmame do potro, ocasido
em que retornavam a CER onde recomegava o controle folicular. Os principais fatores avaliados
na compra de novas receptoras eram tamanho, idade e docilidade da égua, além dos resultados
dos exames de palpacdo retal e palpacdo com auxilio de US, a fim de se avaliar utero, cérvix e
ovarios. Ja para o descarte eram considerados problemas uterinos, idade avancada e dificuldade
na transferéncia de embrides (TE) mantendo resultados negativos.

Eguas doadoras eram alojadas em baias, recebendo racio duas vezes ao dia e feno trés
vezes ao dia, além de suplementos quando necessario. Seu tempo de estadia na CER variava de
acordo com a meta determinada para cada uma, de acordo com o numero de embrifes a serem

coletados.

2.2.2 Inseminacdao artificial com sémen fresco

A partir do controle folicular de doadoras, realizava-se a inseminagdo artificial com
sémen fresco, preconizando um foliculo > 35mm e presenca de edema uterino. Para a realizagéo
da inseminacdo a égua era contida em um tronco de palpacdo e sua cauda era envolta pelo
protetor de cauda e fixada na parte superior do tronco para evitar pélos na regido perianal. Apos
realizava-se a limpeza do reto da égua com agua e gaze embebida em solucdo a base de
gluconato de clorexidina a 2%, e posteriormente com auxilio de um lenco absorvivel a vulva
era seca.

Para a inseminacdo utilizava-se uma luva estéril inserindo-se a pipeta de IA pela vulva
ultrapassando a cérvix, para que assim o sémen fosse depositado no corpo do Gtero. A maioria
das inseminacdes era realizada com sémen proveniente de animais alojados na prdpria CER e,

em alguns casos 0 sémen era recebido resfriado de outros estabelecimentos.

2.2.3 Inseminacéo artificial com sémen congelado
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Para a inseminacdo artificial com sémen congelado foi preconizado um maior controle
folicular, onde a égua era avaliada mediante palpacdo a cada 6 horas, a fim de identificar o
melhor momento para inseminacdo, sendo este 0 mais proximo possivel da ovulacéo da égua.

O sémen congelado tem menor viabilidade no oviduto da fémea, com isso o indice de
prenhez varia de 25-40% (HOFFMANN et al., 2011). Sendo assim, éguas com foliculos >
35mm e edema 3 foram induzidas com 1ml de Strelin® (histrelina injetavel), um anélogo do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), a fim de obter um maior controle do momento
da ovulacgéo, que acontecia de 36 a 48h apds sua aplicacéo.

Quando observada a ovulagdo, realizava-se o descongelamento do sémen em banho-
maria a 46°C por 20 segundos. Ap6s 0 descongelamento, o sémen era avaliado no microscopio,
e caso estivesse abaixo de 40% de motilidade, o0 mesmo era centrifugado a 600G (constante
gravitacional) por 10 min e ap0s a retirada do pellet era adicionada uma solu¢do para separagdo
e purificacdo do esperma equino, o Equipure®, melhorando assim seus parametros para
posterior inseminacao.

Previamente a inseminacao era realizada a limpeza da ampola retal e lavagem da vulva
com gaze embebida em solucéo a base de gluconato de clorexidina a 2%, seguida de secagem
com lencos absorviveis. Um lenco absorvivel era dobrado e adicionado gel lubrificante, a fim
de se realizar a limpeza interna da vulva.

A deposicdo do sémen era realizada utilizando uma luva de palpagdo descartavel, do
lado estéril com lubrificante, junto com a pipeta de inseminacdo. A pipeta era inserida na vagina
ultrapassando a cérvix e, apos, com a mao pelo reto, a pipeta era direcionada ao apice do corno
uterino direito ou esquerdo, de acordo com a localizagdo da ovulagdo. Quando a pipeta j4 estava
inserida, o0 sémen era depositado palheta a palheta com auxilio de uma haste flexivel (Figura
3).
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FIGURA 1 - Inseminagéo artificial com sémen congelado com auxilio de haste flexivel.

Segundo Camargo et al. (2013) ndo é mais necessario se fazer o controle folicular da
doadora a cada 6h se houver a inducdo da mesma no momento ideal. O mesmo sugere que a
inducdo a ovulacdo seja realizada as 20h do dia em que se observar presenca de um foliculo
>35mm de didmetro, presenca de edema uterino (3-4) e cérvix relaxada. Palpando-se a égua na
manha seguinte a inducdo se checam os sinais pré-ovulatdrios para avaliar momento ideal da
préxima palpacdo, geralmente sendo 36h ap6s a indu¢do (8h da manhd) e repeticdo a cada 4h.
Se deve lembrar que cada horménio possui um tempo especifico atuante até a ovulacdo, sendo

gue a gonadotrofina coridnica humana (HCG) dura 38 horas e a histrelina dura 42 horas.

2.2.4 Colheita e inovulacao de embrides
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A colheita de embrides foi realizada oito dias pos-ovulacdo quando a inseminacao foi a
partir de sémen fresco e nove dias pos-ovulacdo quando a inseminacdo foi a partir de sémen
congelado. Previamente a colheita, realizava-se a limpeza da ampola retal seguida de limpeza
da regido vulvar da égua doadora.

Para realizagdo da técnica utilizava-se uma sonda Bivona® de nimero 28, com intuito
de ndo lesionar a cérvix, sendo inserida no corpo uterino e inflando-se o baldo para sua fixagé&o.
Juntamente com a sonda, era infundido de trés a quatro litros de solucdo de Ringer-lactato,
variando de acordo com o tamanho do Utero da égua e, apos cada litro infundido, o filtro era
cuidadosamente avaliado a procura do embrido (Figura 1).

Apds a coleta e procura, se encontrado, classificava-se os embrides e posteriormente
estes eram inseridos em meio de manutencdo Holding® para posterior envase em palheta de
0,5ml sendo acoplada ao inovulador, seguido de inovulagdo em uma receptora (Figura 1), na
qual caso fosse de protocolo artificial se administrava uma dose de 6ml de P. de longa agdo

com o intuito de ajudar na manutenc¢édo da gestacao.
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FIGURA 2 - A esquerda o filtro apds colheita do embrio e a direita, procedimento de inovulagdo do embri&o na
receptora.

2.2.5 Diagnostico de gestacao e sexagem fetal

Os diagndsticos foram realizados com auxilio de palpacdo retal e exame
ultrassonografico. Para programas de TE, o diagndstico é preconizado 4 dias pds TE, estando
0 embrido em seu 12° a 13° dia de desenvolvimento. Na CER, realizava-se o diagndstico com
13 dias de desenvolvimento embrionario e repetia-se com 20, 27, 45, 60 e 90 dias
respectivamente, podendo ser visualizada a vesicula embrionéria com caracteristica de uma
esfera anecoica e, a partir de 22 a 24 dias de desenvolvimento embrionério, eram avaliados 0s
batimentos cardiacos.

Receptoras prenhes eram mantidas nas dependéncias da CER até os 60 dias de gestacao
e ap0Os eram encaminhadas para o proprietario do embrido, caso permanecessem, eram avaliadas
uma vez ao més, sempre em tercas-feiras para checagem de batimentos cardiacos dos fetos.

Aos 120 dias de gestacéo, era realizada a sexagem fetal por meio de identificacdo de
gbnadas e genitalia. Para a realizacdo da sexagem todo abdémen era avaliado a fim de se
identificar os 6rgdos sexuais de forma que o transdutor é posicionado paralelo a coluna vertebral

onde a gbnada é identificada caudal ao abdomen fetal. As gbnadas possuem de dois a sete
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centimetros de comprimento tendo estrutura circular. Sua ecogenicidade é semelhante a
ecogenicidade do figado, os machos possuem uma linha central longitudinal mais ecoica
(mediastino) e as fémeas uma estrutura circular com um halo hipoecogénico central (regido
cortical e medular) (OLIVEIRA et al, 2014). A inexperiéncia do avaliador, o0 posicionamento

do feto e/ou um feto muito ativo podem dificultar o diagndstico.

2.2.6 Colheita de sémen

Os garanhdes coletados eram alojados em baias de alvenaria com camas de serragem.
A coleta foi realizada utilizando uma vagina artificial modelo Botucatu, onde no seu interior
foi inserida uma mucosa plastica descartavel, um tubo coletor de sémen contendo um filtro para
separagdo de uma fracdo gel, agua aquecida a 55°C com temperatura interna variando de 42-
46°C (mimetizando temperatura vaginal da égua), e ar para mimetizar a pressdo da mesma.

Para colheita, uma égua demonstrando sinais de estro foi utilizada com o intuito de
excitar o garanhdo até subsequente exposicao do pénis, realizando-se assim a higienizacédo do
pénis com &gua morna. Ao primeiro sinal de salto no manequim o pénis foi desviado
lateralmente e inserido na vagina artificial até sua base e ap0s a ejaculagdo, a 4gua da vagina
foi desprezada facilitando a retirada do pénis por alivio de pressao interna. Em casos de coleta
de sémen fora da CER o mesmo fora realizado com salto em uma égua devidamente contida
(Figura 2).

FIGURA 3 -A esquerda coleta de sémen utilizando manequim e a direita coleta utilizando égua contida.

Depois de realizada a coleta, o sémen foi analisado através de parametros como volume,

aspecto, coloracdo e odor. Posteriormente se diluiu com Botusémen®, na proporgdo 1:1, e uma
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aliquota foi pipetada em uma Iamina e recoberta com uma laminula, para que avaliagdo de
parametros como motilidade total e vigor em microscopio éptico. Posteriormente a essa
avaliacdo, preparava-se em um criotubo uma diluicao de 1:20 (sémen/agua), para avaliacdo da
concentracdo total de espermatozoides na camara de Neubauer. Parametros ideias consistem
em volume do ejaculado de 60-100 ml com motilidade > 70% e vigor > 3 (PAPA et al, 2014).

2.2.7 Refrigeracdo e criopreservacao do sémen

Com base nos resultados da analise de sémen, uma nova diluicdo era realizada a fim de
se manter parametros pré-estipulados como concentragdo de 50x10° espermatozoides por ml e
apos, o sémen era depositado em um recipiente plastico (BotulA®) proprio para transporte com
um reservatorio (BotuFlex®/ MaxFlex®) exclusivo para curtas distancias e tempo inferior a 48
horas.

Este reservatdrio consiste em uma caixa de isopor que permite um transporte seguro
mantendo a refrigeracdo adequada até seu destino final. A caixa possui compartimentos para
posicionar até dois gelos reciclaveis (devendo estar congelados por no minimo 24h de
antecedéncia) (Figura 4). De acordo com o tempo e a distancia a ser percorrida se opta por uma
curva de refrigeracdo a 15°C utilizando-se um gelo que dura por 24h ou uma curva a 5°C com
dois gelos com duracéo de até 48h (PAPA et al. 2014).

8l
FIGURA 4 - Caixa térmica compartimentada.

Havendo o pedido ou necessidade de se fazer o congelamento do sémen, utilizavam-se

parametros previamente analisados como volume do ejaculado e motilidade, apds calculava-se
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a concentracao total e nimero de espermatozoides viaveis totais para que assim se chegasse ao
nimero de palhetas a serem congeladas e o volume de crioprotetor (BotuCrio®) a ser
adicionado.

O sémen diluido era centrifugado (600G por 10 min) a fim de se remover o plasma
seminal, depois de centrifugado o sobrenadante era desprezado e o pellet ressuspendido com
diluidor de concentracdo para que assim fosse envasado nas palhetas e posteriormente
congelado.

Para amostras de sémen com baixa qualidade era utilizado o Equipure® (gradiente para
selecdo espermatica) com o objetivo de melhorar os pardmetros. O meio atua como um
gradiente de densidade, onde um pellet de espermatozoides vivos se forma no fundo do tubo
Falcon, e os mortos ficam no sobrenadante acima da barreira formada pelo produto. A técnica
consiste em colocar 5ml do meio em um tubo Falcon de 15ml, adicionando gradativamente e
com cuidado o sémen concentrado, para que assim seja centrifugando por 20 minutos a 600G.
Garantindo a separacdo de espermatozoides vivos e mortos. Apos o descarte do sobrenadante
se adicionava o crioprotetor ao pellet para ressuspencdo e posterior envasamento.

O envase do sémen era realizado em palhetas previamente identificadas com o0 nome do
garanhdo, partida do sémen, data e registro. Apos eram fechadas com alcool polivinilico, e
refrigeradas a temperatura de 5° C na geladeira por 20 minutos. A segunda etapa consistia em
congelamento a -30°C por mais 20 minutos a uma distancia de 6cm do nitrogénio liquido
(segunda curva de congelamento). Decorrido esse tempo, as palhetas foram imersas no
nitrogénio para ultima curva de congelamento, onde permanecem armazenadas a -196°C.

Uma palheta era escolhida para o teste de descongelamento, onde eram avaliados todos

0s pardmetros com suas caracteristicas finais (Tabela 2).

TABELA 2 - Quantidade de palhetas, motilidade pré e pds-congelamento, descartes de partidas
e utilizacdo de Equipure® para cada garanhao.

Garanhdes N° de Mot pré Mot pds N° descartes Utilizacdo de
palhetas cong.(%) cong.(%) (mot<20%) Equipure®
Lanzarote (PSA) 482 60% 50% - >80%
Heros Morab (PSA) 154 75% 55% 4 partidas <20%
Baloarte do VVouga (PSL) 34 50% 45% - >80%
Hp Ali(PSA) 286 80% 65% 1 partida >80%
El Shakhyr(PSA) 613 85% 75% 1 partida <20%

2.2.8 Citologia
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Para o exame de compra de receptoras, realizavam-se avaliacbes do ciclo estral,

alteracdes uterinas por meio de US, idade, tamanho e avaliagdo uterina por meio da citologia,
sendo esta, decisiva para a compra. Foram realizadas oito citologias em éguas receptoras
avaliando-se principalmente a presenca de celulas inflamatdrias no Utero. Apds a coleta da
amostra era realizado o esfregaco em uma lamina e posteriormente corado com corante
Panético Rapido para ser avaliado (Figura 5).
A avaliacdo das amostras se da pelo tipo celular encontrado nas laminas. A interpretacdo se
baseia na avaliacdo dos PMNSs (principalmente neutrofilos) em relacdo as células endometriais
ou numero por campo (SOUZA, 2014). De acordo com Falomo et al. (2006) a porcentagem
pode ser avaliada como negativa (< 0,5%), leve (entre 0,5 a 5%), moderada (entre 5 a 30%) e
grave (>30%). Na CER, a avaliacdo se dava por meio da porcentagem em relacdo as células
endometriais, sendo assim, duas éguas das oito foram recusadas no exame de compra por
apresentarem mais de 5% de neutrdfilos nos esfregacos.

Também foi realizada a citologia em duas éguas doadoras que apresentavam

persisténcia de liquido, indicando uma possivel endometrite persistente. Em ambos os casos

também foi realizada a cultura como exame complementar.

FIGURA 5 - A esquerda a coleta de amostras para citologia e a direita, confeccio de esfregaco apds coleta
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3 DISCUSSAO

Nesta secdo serdo discutidos temas de maior interesse que foram acompanhados durante
0 periodo de estagio como aspectos envolvidos na transferéncia de embrides, 0 manejo das

receptoras de embrides e o diagnostico de gestagdo das éguas.

3.1 Transferéncia de embriao

A técnica de transferéncia de embrides tem como objetivo acelerar o melhoramento
genético através da producdo de varios embrides que serdo gestados por varias éguas receptoras
em uma Unica estacdo de monta. Para a realizacdo da técnica é necessaria a sele¢do de doadoras
de alto valor zootécnico, nas quais se realiza o controle da dinamica folicular, sincronizacéo da
ovulacdo e IA. Cerca de sete dias ap6s a inseminacao, faz-se o lavado uterino na doadora com
0 intuito de se recuperar um embrido e inovula-lo em uma égua receptora que conduzird o
periodo remanescente da gestacdo (HARTMAN, 2011).

De acordo com a tabela apresentada na sec¢do 2, subsecdo 2.2, durante a realizacdo do
ECSMV, foram realizadas 96 colheitas de embrides e 224 inovulacdes, sendo destas, nove
embrides produzidos por ICSI, que resultaram em quatro gestacbes. O emprego desta
biotecnologia vem crescendo anualmente na espécie equina, mesmo considerando o fato que,
na atualidade, o cavalo ndo é mais um meio de transporte ou de tracdo animal, mas sim esta
cada vez mais frequente na pratica esportiva e no lazer, onde devido a este grande crescimento,
atécnica de TE possibilita o aprimoramento de ragas e cruzamentos (LIRA; PEIXOTO; SILVA,
2009).

Esta biotécnicas tem sido utilizada como uma gestdo de procedimentos para a
producdo de multiplos potros por égua durante o ano, 0 melhor aproveitamento de
éguas que possuam alto valor zootécnico e sejam idosas ou que estejam em atividade
esportiva [...] Além disso, esta biotecnica favorece o maior controle de doencgas
quando da transferéncia de material genético entre estados ou paises, bem como
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obtencdo de divisas através de exportacGes de embriGes congelados (Lira, Peixoto,
Silva 2009).

Segundo Alvarenga; Tongu (2017) o Brasil lidera a producdo de embribes equinos,
representando 50% dos transferidos no mundo. Contudo, seu custo ainda permanece alto em
virtude de fatores que limitam a técnica reduzindo assim a eficiéncia dos programas. Dentre 0s
fatores limitantes, os trés principais sdo: dificuldade na superovulacdo de éguas, alto numero
de doadoras idosas ou éguas com problemas e manipulacéo inadequada do sémen.

Losinno; Alvarenga (2006) ja mencionava sobre as principais caracteristicas a serem
observadas antes da técnica de TE: dificuldade de superovular as doadoras, fertilidade do
garanhdo a ser escolhido, idade da doadora, correta deteccdo da ovulacdo, condicdo
reprodutiva/nutricional e sanitaria da receptora, treinamento do manipulador e qualidade do
embrido. Destaca-se ainda, que através da técnica de transferéncia de embrido, é possivel obter

em média quatro ou mais potros por ano de uma mesma égua doadora.

3.1.1 Fisiologia reprodutiva da égua

O ciclo reprodutivo da égua é influenciado pela alta luminosidade, sendo assim
consideradas como poliestricas estacionais de dias longos, onde o grande estimulo da luz solar
influencia na producdo de melatonina através da glandula pineal. Este hormonio age
diretamente na secrecdo de GnRH, produzido pelo hipotalamo, tendo como consequéncia a
liberacdo de LH (hormoénio luteinizante) e FSH (horménio foliculo-estimulante) pela hipdfise
que atuam diretamente sobre os ovarios. O ciclo da égua dura em média 21 dias, sendo
caracterizado por duas fases predominantes, o estro e o diestro com respectivamente 7 a 10 dias
e 14 a 15 dias (ARBOITTE; MENEZES, 2006).

Segundo Ginther (1992) o sistema reprodutor da égua é dividido em dois grupos, o da
hipofise e hipotdlamo que atuam no controle hormonal e o grupo intrinseco que seriam 0s
Orgdos que compde o trato reprodutivo propriamente dito (ovarios, ovidutos, Utero, cérvix,
vagina e vulva).

A partir da liberacdo de FSH havera a maturacdo e desenvolvimentos de foliculos
ovarianos, os quais secretardo estrogeno (E:) a partir das células da granulosa. Seu pico indica
desenvolvimento maximo do foliculo dominante, estando em torno de 35mm e a égua

demonstrard os primeiros sinais de cio, indicando a proximidade da ovula¢do. O LH tem seu
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crescimento dois dias antes da ovulacgdo (DO0), porém seu pico é dois dias apds a mesma, atuando
diretamente no corpo hemorragico, estimulando, por conseguinte 0 aumento de progesterona
(LEY, 2006).

O desenvolvimento folicular em éguas pode ser dividido em trés fases, sdo elas: inicio
do crescimento do foliculo primordial, recrutamento e crescimento de outros foliculos e selecdo
do foliculo dominante e subsequente atresia dos demais. Apds o crescimento do foliculo
primordial, ha o recrutamento folicular onde foliculos tornam-se dependentes de FSH e LH para
seu desenvolvimento, dando origem a chamada “onda folicular”. Estas sdo definidas como
ondas maiores e menores, onde cada onda maior é subdividida em primaria (crescimento de um
foliculo dominante na fase inicial do diestro, regredindo ou raramente ovulando) e secundéria
(crescimento de um foliculo na metade do diestro, com o0 mesmo ovulando na fase de estro).
Ondas menores sao descritas como crescimento de foliculos sem a presenca de um dominante
(PERES, 2004).

Os niveis de FSH aumentam de acordo com o crescimento folicular, tendo seu pico
qguando o foliculo dominante atinge em torno de 13mm de didmetro, dando inicio a fase de
divergéncia folicular. Esta se caracterizada pela secrecdo de inibina através do foliculo
dominante, reduzindo assim os niveis de FSH. Esse mecanismo de feedback negativo,
proporciona a sele¢do de apenas um foliculo dominante e regressdo dos demais. Com o aumento
do foliculo ha também um grande edema uterino (gerado através da hiperplasia e hipertrofia de
células endometriais) que reduzira gradativamente préximo a ovulagdo (BERTOLDI, 2018).

Durante 0 ECSMV na CER, com auxilio da rotina de controle folicular conseguimos
prever 0 momento da ovulacdo através de parametros avaliados a partir da imagem
ultrassonografica, nas quais podemos identificar diminui¢do do edema uterino (representando
a diminuigdo dos niveis de E2) conjuntamente com a deformidade da forma circular do foliculo
e espessamento de sua parede. A ovulacdo ocorre ao final do estro (24-48h), caracterizada por
aumento nos niveis de LH.

Apobs a ovulacdo temos a formacdo do corpo hemorragico e posteriormente ao corpo
luteo (CL) que secretara progesterona (P.) através das células da teca e células da granulosa em
torno de 24 a 36h apds a ovulacao, preparando o endométrio para uma possivel gestagdo. Do
352 ao 70° dia de gestacdo, calices endometriais fardo a secrecdo da gonadotrofina coribnica
equina (eCG), dando origem a corpos luteos acessorios liberando por sua vez maiores niveis de
progesterona, porém a placenta aos 120 dias de gestac@o ¢ a maior fonte de P+. Caso nao ocorra

a fertilizagcdo, o endométrio secretard prostaglandina (PGF:a) a partir do 13° dia do ciclo,
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fazendo a lise do CL, reduzindo os niveis de P. circulantes iniciando assim um novo ciclo (SA,
2017).

3.1.2 Manejo da doadora

A selecéo da égua doadora vem acompanhada de diversos fatores a serem avaliados,
tais como seu historico reprodutivo, caracteristica da raca, condigdo uterina, conformacao
vulvar e valor do potro desejado (MARTINS; LEAL, 2017). Boas candidatas ao processo da
TE tem sido éguas idosas férteis, porém tem grandes perdas de morte embrionaria precoce
(MEP), devido a patologias decorrentes da idade, falhas na maturacdo oocitaria e processos
inflamatorios crénicos (LOSINNO; ALVARENGA, 2006). Segundo Vanderwall; Woods
(2007) deve-se avaliar o comportamento reprodutivo da égua por meio de manejo diario com
auxilio de palpacdo retal e ultrassonografia a fim de se identificar ciclicidade, atividade folicular
e ovulacdo. Estes parametros permitem constatar o melhor momento para inseminagdo com
sémen fresco e congelado, garantindo assim melhores resultados finais.

Na CER, éguas doadoras eram mantidas em baias (Figura 6) e em sistema de pasto
(Figura 7), sua alimentacdo era baseada em ragéo duas vezes ao dia e feno trés vezes ao dia,
eram identificadas pelo nome nas baias e também com utilizacdo de coleiras quando
permaneciam no sistema de pasto. A rotina de controle folicular era realizada diariamente por
volta de 8h, a partir de uma planilha de controle atualizada de acordo com o parecer de cada
doadora. No momento da avaliacdo de cada égua, realizava-se a palpagdo retal, exame
ultrassonografico a fim de se identificar crescimento folicular, presenca de edema uterino,

fluido intrauterino e ovulacéo.



FIGURA 5 - Equas doadoras mantidas em baias.
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FIGURA 6 - Eguas doadoras a campo.
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3.1.3 Uso de Implante Intravaginal de Progesterona em Doadoras

Segundo Cuervo-Arango; Clark (2010), a égua entra em um periodo de transicdo no
inicio da primavera, denominado o periodo entre o anestro e sua primeira ovulacdo na
temporada de monta. Nessa fase, ha a regressdo de foliculos dominantes e um ciclo irregular.
Acredita-se que os indices de prenhez nesta fase sejam menores do que nas ovulagdes seguintes,
em contrapartida, utilizam-se métodos como o uso de progestagenos a fim de se melhorar a
eficiéncia da ovulacéo e auxiliar na regulacdo do ciclo.

Um estudo realizado comprovou a eficacia do uso do implante intravaginal CIDR-B®
em combinacdo a uma injecdo de PGF2a (prostaglandina), onde 86,6% (13/15) das éguas em
periodo de transicdo responderam ao tratamento de inducdo de estro observando a eficacia do
seu uso (KUMAR et al., 2011).

Vérias alternativas com intuito de se antecipar a primeira ovulacdo estdo sendo
utilizadas atualmente. Segundo Botelho (2012) um dos entraves do uso do dispositivo é a de
gue podemos ter aumento no indice de vaginite nas éguas, tendo como alternativas extras o uso
de P4 injetavel em combinacgdo com injegdo de PGF2a no momento de retirada do implante,
mostrando-se eficaz. Outro estudo comparou a utilizacdo de norgestomet, acetato de
melengestrol e Altrenogest® em trés grupos de controle diferentes, com nove dias de duracéo
do tratamento. Como resultado final, o implante de norgestomet e a suspensdo oral de
Altrenogest® apresentaram os melhores indices, sendo considerado o implante de preferéncia
devido a melhor praticidade e maior sincronizacao. J& o acetato de Melengestrol ndo se mostrou
eficaz (ALMEIDA et al., 2001).

Durante 0 ECSMV na CER, foi utilizado o dispositivo intravaginal de progestageno
(CIDR®) em cinco éguas (Tabela 3), as quais ainda se apresentavam no periodo de transicao.
O intuito foi estimular a regulacdo do ciclo para melhor aproveitamento da mesma durante a
temporada. O dispositivo era inserido na vulva chegando ao fundo de vagina e retirado ap6s 10
dias (simulando presenca de um CL), no 6° dia de uso, aplicava-se 1ml de PGF2a (com fungéo
mimetizar a lute6lise), reproduzindo assim um ciclo natural. A partir de seu uso foi possivel
observar a eficicia de 80%, onde quatro eguas sairam do periodo de transicdo apresentando
maior desenvolvimento folicular e em apenas 20% (1/5) observou-se sua inaplicabilidade bem

como desenvolvimento de vaginite.
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TABELA 3 - Relacéo entre 0 uso de CIDR®, eficacia e vaginite.

Egua com implante de CIDR® Eficacia Vaginite
A (PSL) + -
B (QM)* - +
C (QM™) + -
D (QM) + -
E (QM) + -

* Egua com conformag&o vulvar irregular.

Nos meses de outono e inverno as éguas tém minima ou nenhuma atividade reprodutiva,
sendo entdo caracterizadas em periodo de transi¢do ou anestro, justificando sua irregularidade
de ciclos e ovulagdes. De acordo com a figura 8, podemos analisar 0 momento da ovulacéo,
bem como os niveis de cada hormdnio atuando sobre a fase do ciclo em que se encontra, onde
o0 estro € caracterizado pelo aumento de E2 e LH que promovem a ovulagdo, bem como na fase
de diestro onde ocorre a diminui¢do destes com consequente aumento de Ps que preparara o
Utero para uma possivel gestacdo ou entdo sofrerd diminuicdo dos seus niveis cerca de 12 dias
pos ovulagdo, através da secre¢do endometrial de PGF2a atuando na regressdo do CL, iniciando

assim um novo ciclo.

FIGURA 7 - Esquema do ciclo estral da égua.
Fonte: Adaptado de Equine-Reproduction.com LLC [2015].
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3.1.4 Tratamento para superovulagdo
Segundo Lira; Peixoto; Silva (2009), os custos de um programa de TE reduziriam
significativamente com o uso de tratamento de superovulagdo efetivos, porém, alguns entraves

na espécie equina acabam retardando e limitando o processo, quando comparado a outras
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espécies. Ainda ndo ha um produto eficaz para que a superovulacao se torne um tratamento de
rotina em equinos, sendo considerado este o principal entrave encontrado, porém trabalhos e
tentativas estdo sendo realizadas com diversos hormonios, onde os principais sao: liberadores
de gonadotrofinas (GnRH), FSH suino (FSH-p) e equino (FSH-e), gonadotrofina coridnica
equina (ECG) e extrato de pituitaria equina (EPE).

Na CER foi realizado ha um ano um estudo associando o uso de sulpirida e deslorrelina.
Segundo Bertoldi (2018), foram avaliados dois grupos de animais, onde no primeiro grupo 0s
animais recebiam aplicacdes de 150ug de deslorrelina IM a cada 12h até que o maior foliculo
atingisse 33mm de didmetro e entdo era realizada a indugdo com hCG. O segundo grupo recebeu
0 mesmo tratamento, porém, com adicdo da administracdo de 1g de sulpirida VO uma vez ao
dia até 0 momento da inducdo de ovulacdo. Contudo, ao fim do estudo nédo se evidenciou
aumento nas taxas de duplas ovulacbes. Desta forma, atualmente, ndo se busca mais pela
superovulacdo, mas sim um estimulo para ovulacdo dupla. O protocolo utilizado para dupla
ovulagdo conforme ilustrado na FIG. 9, é de administragdo de 0,8-1 ml de deslorelina a cada
12h de 3-5 dias, iniciando com foliculos de 20 e 23mm. Quando o menor foliculo atinge em

torno de 35mm entdo é induzida a ovulacdo com 1 ml de hCG IV.
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FIGURA 8 - Esquema representando o protocolo para dupla ovulacéo na CER.

3.1.5 Colheita de embriao

Segundo Lira; Peixoto; Silva (2009), os embribes sdo transportados para o Utero entre o
dia cinco e seis apos fertilizacdo estando em estagio de mdrula compacta, apds entrar no limen
uterino se desenvolvem chegando ao estagio de blastocisto. A colheita € indicada entre 0 7° e
8° dia pos-fertilizacdo. A mesma consiste em uma lavagem transcervical com introducéo de um
cateter de silicone com baldo tendo didmetro de 8mm. Apo6s sua introdugdo no corpo do Utero,
0 baldo ¢ inflado com cerca 40ml de ar, fazendo uma “vedacao” e, em seguida, € infundida uma
solucdo salina/ringer lactato (1-2L) previamente aquecida (30-35°C) lavando o 6rgdo. O corpo
do Utero é massageado e a solugdo € drenada para um filtro, esse processo se repete de 3 a 4
vezes e 0 volume infundido varia de acordo com o tamanho do Utero de cada doadora. Durante
0 ultimo lavado é indicado a administragdo de ocitocina associando a massagem uterina

transretal, processo esse que aumenta a taxa de recuperacdo embrionaria em 10%.
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As colheitas de embrides na CER foram realizadas entre os dias oito (D8) e nove (D9)
apos ovulacdo nos casos em que a inseminagao foi realizada com sémen fresco e nove dias (D9)
apos ovulacdo nos casos em que se utilizou sémen congelado. As éguas, ap6s contidas no tronco
apropriado (Figura 12), eram sedadas com cloridrato de detomidina (com a dose variando de
acordo com o peso e temperamento do animal) a fim de proporcionar maior seguranga ao
veterinario no momento da colheita. Apds o procedimento e avaliacdo do flushing, aplicava-se
Iml de PGF2a na doadora induzindo a lutedlise e retorno prévio ao desenvolvimento folicular.
A CER preconizava um planejamento dos lavados para colheita de embrido, onde atraves da

planilha conseguia-se ter maior organizacdo quanto ao momento ideal para realizar a lavagem.

FIGURA 9 - Preparo da égua doadora para coleta de embrides, a esquerda contencdo e a direita, limpeza da vulva
e vestibulo.

Uma teoria que explica um pouco sobre a escolha da colheita de embrido ao 9° dia,
guando inseminadas com sémen congelado, € a de que como a inseminacdo ocorre apos a

ovulacédo, o embrido tende a demorar mais para entrar no Utero além de também serem menores

V4 =

devido a um crescimento mais lento comparado a iseminagéo a fresco (LIRA; PEIXOTO;
SILVA, 2009; CUERVO-ARANGO; CLAES; STOUT, 2018). Ja Marinone et al, (2015) cita

que em éguas com mais de 15 anos, as melhores taxas de recuperacdo embrionaria sdo
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encontradas em lavados mais tardios (8,5-9,5-10 dias) devido a uma maturagao ovocitaria mais
lenta e desenvolvimento embrionério na tuba uterina, mais tardio.

Na CER previamente a colheita do embrido realizava-se a sedacao da égua para melhor
manipulacdo durante o processo, limpava-se o reto e posteriormente higienizava-se a vulva e
regido perineal com solugdo a base de gluconato de clorexidina a 2%. Utilizava-se um cateter
de silicone de 28mm (Bivona®) e acoplava-o em um filtro (sistema aberto). Para a colheita se
utilizava solucéo de ringer lactato pré-aquecido a 30°C, onde o volume a ser infundido variava
de acordo com tamanho do Utero e idade da égua. Introduzia-se o cateter passando pela cérvix
chegando ao corpo do utero e inflando o baldo com cerca de 40ml de ar, tracionava-se a sonda
delicadamente para checagem de que o mesmo estava inflado. Por conseguinte, o primeiro litro
de ringer lactato era infundido e realizava-se a massagem transretal no utero. O processo era
repetido no maximo quatro vezes, previamente ao ultimo litro de ringer lactato a ser infundido
administrava-se 2ml de ocitocina IV com intuito de promover contragdes uterinas facilitando a
drenagem do liquido e aumentando a taxa de recuperacdo embrionaria. Apds, finalizado o
processo, o filtro era encaminhado para o laboratério para a realizacdo da busca do embrido.

Vanderwall (2003) d& énfase ao procedimento de coleta indicando a correta
higienizacdo da regido perineal, utilizacdo de luva estéril pelo operador. Além disso, ressalta o
procedimento de introducdo do cateter com auxilio do dedo indicador do operador introduzindo
0 cateter até o corpo do Utero e inflado o baldo com 50ml de ar selando a abertura da cérvix.
Afirma ainda que o melhor sistema é o fechado, utilizando o cateter em Y, estando uma
extremidade acoplada ao recipiente com liquido e outra extremidade ao filtro de embrido.

Lavados considerados positivos, com presenca do embrido, eram transferidos para
receptoras previamente preparadas e selecionadas e o diagndstico de gestacdo realizado quatro
a cinco dias apés a TE, completando entdo 12 a 13 dias de desenvolvimento embrionario. Na
CER, utilizava-se a administragao de 1ml de PGF2a sintética (Lutalyse®) em éguas doadoras,
com intuito de adiantar o retorno de desenvolvimento folicular, podendo assim ter maior
aproveitamento de ciclos durante a estacdo de monta.

Diferente da raga Crioula no Rio Grande do Sul, doadoras da raga PSA, QM e PSL
mantidas na CER ciclavam o ano inteiro, fator este devido a sua rica dieta energética e
localizagdo (S&o Paulo estd mais proxima da linha do Equador). De acordo com Aristizabal et
al. (2017) se éguas criadas no mesmo sistema da CER (préximo a linha do Equador e com boa
condigéo corporal) fossem transferidas para outras latitudes mais distantes (como no caso do
Rio Grande do Sul), estas mesmas doadoras apresentariam comportamento poliéstrico

estacional devido a variacdo de luminosidade.
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3.1.6 Manipulagéo, avaliagéo e inovulagio de embrides

Apos o procedimento de colheita o conteudo do filtro era depositado em uma placa de
Petri riscada no fundo, onde era realizada a busca do embrido com auxilio de uma lupa no
aumento de 10x inicialmente e depois 40x, sendo a seguir realizada a avaliacéo e classificagéo.

Lira; Peixoto; Silva (2009) indica que o embrido seja lavado em 10 gotas consecutivas
em meio de manutengdo a fim de se retirar as impurezas presentes na zona peltcida. No
ECSMV o embrido era lavado, exclusivamente, em casos de alta descamacéo ou lavado turvo.
Se o0 lavado viesse limpido, o embrido ndo passava por esse processo.

A avaliacdo do embrido é realizada de forma subjetiva, levando em consideracao o
estadio de desenvolvimento e caracteristicas morfoldgicas. A classificacdo do estdgio de
desenvolvimento e qualidade é realizada conforme recomendagdes da IETS (International
Embryo Transfer Society), geralmente em colheitas se identificam embrides classificados como
morula, blastocisto inicial e blastocisto expandido, e sua avaliacdo de qualidade variade 1 a 5,
onde parametros como simetria, coloracao, extrusdo celular e integridade de zona pellcida sdo
avaliados (Tabela 4) (LIRA; PEIXOTO; SILVA 2009). Além destas recomendacdes, a CER
utilizava como referéncia uma tabela do Laboratorio de Reproducdo Equina da Universidade
do Colorado (Anexo A).
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TABELA 4 - Classificacdo de embrides conforme aparéncia e caracteristicas.

Grau Categoria Aparéncia Caracteristica
1 Excelente Esférico Tamanho, cor e textura uniforme.
. Alguns blastdmeros deslocados, forma irregular,
2 Bom Poucas Imperfeicdes x
separagdo do trofoblasto.
. Blastdbmeros deslocados, células degeneradas,
3 Regular Problemas 6bvios
blastocele colapsada.
4 RUIm Problemas Blastocele colapsada, muitos blastdmeros
severos/imperfeicdes deslocados, células degeneradas.

Apos a avaliacdo, os embrides eram envasados para a realizacdo da inovulagdo de
acordo com sua classificacdo, onde os estadios de morula a blastocisto seriam aspirados em
palhetas de 0,5 ml acopladas a uma seringa de insulina e quando considerado como blastocisto
expandido aspirava-se com pipeta de inseminacéo acoplada a uma seringa de 5 ml. A disposicéo
era a mesma nas diferentes formas, mantendo a sequéncia de meio (evitando aderéncia do
embrido ao algodao da palheta); ar; meio com o embrido; ar e uma Gltima coluna de meio.

Bertoldi (informacdo verbal)! cita um trabalho de Peter Daels (2017) sugerindo uma
nova forma de envase de embrides, baseada em uma sequéncia de uma coluna grande de meio;
uma coluna de ar; uma coluna grande de meio; outra coluna de ar; uma pequena coluna de meio
contendo o embrido; outra coluna de ar e uma ultima coluna de meio. Esta disposicdao facilitaria
a saida do embrido pelo maior volume de meio e reduziria o indice de embrides que

permanecem acoplados nas pipetas (1-2%) (Figura 13).

FIGURA 10 - — Figura esquematica representando o envase de embriGes no método convencional e no método

[ J | | | )

Envase Convencional
de embrides

B BN | [ [

Nova forma de envase
sugerida por Peter Daels
(2017)

sugerido por Peter Daels.
Fonte: Adaptado de Daniela dos Santos Brum [2017].

t Informagéo fornecida por Ariel Cunhasque Bertoldi em 20/10/2018, no 3° EMBRACRIO — Encontro Minitube
sobre Biotecnologia da Reproducdo Aplicada a Raca Crioula. Porto Alegre (ANEXO B).
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Taxas de prenhez pelo método de TE de forma ndo cirurgica ultrapassaram as taxas pelo
método cirargico. O primeiro, além de ser menos invasivo a receptora, também demanda menos
tempo e facilita o processo. O procedimento convencional, mais utilizado atualmente, é o de
deposicdo do embrido na luz no utero da receptora (VANDERWALL, 2003). Pesquisas
compararam a técnica convencional com a técnica de Wilsher, esta consiste em, com a ajuda
de um espéculo vaginal, utilizar uma pinca (forceps-grasp) para “segurar” a cérvix introduzindo
entdo a pipeta e inovulando o embrido, reduzindo assim a manipulacdo da cérvix quando
comparada com o processo convencional, neste o0 operador insere 0 dedo na cérvix para entdo
introduzir a pipeta. A técnica de Wilsher aumentou em 10% os indices de prenhez e o estudo
ainda afirma néo necessitar de treinamento ou experiéncia para a sua aplicacdo pelo fato da
visualizacdo da cérvix facilitar o procedimento de inovulacdo (WILSHER & ALLEN, 2004).

Durante 0 ECSMV para a técnica de TE foi utilizado o método convencional, onde
previamente a inovulacao realizava-se a limpeza da ampola retal com posterior higienizacgdo da
regido perineal. No momento da Inovulacdo era utilizada uma luva de palpacéo invertida, sendo
entdo introduzida a pipeta pela cérvix até o apice do corno uterino, fazendo assim a deposicédo

do embrido.

3.2 Manejo de receptoras

Grande parte do sucesso da TE se deve a escolha correta da receptora, que se inicia no
processo de compra até seu controle folicular. No CER preconizavam-se éguas que fossem
jovens, ddceis, de boa conformacao vulvar, bom escore de condi¢do corporal e de porte grande.
Segundo Losinno; Alvarenga (2006), a idade da égua receptora influencia, pois ha maior chance
de perda embrionaria e o custo beneficio ndo se aplicara de forma positiva, afinal, quanto mais
idosa, menos estacdes reprodutivas poderdo ser aproveitadas. Por conseguinte, era realizada
palpacdo retal, exame de ultrassom para checar condicGes uterinas, presenca de cistos e avaliar
ovarios e também se realizava a citologia uterina. Caso a receptora estivesse apta, realizavam-
se coleta de sangue e envio para laboratorio para exames de Anemia Infecciosa Equina,
Influenza Equina e Mormo. Receptoras adquiridas ficavam em um piquete de quarentena e apos
eram remanejadas para o pasto entrando assim para a rotina do controle folicular.

A escolha da receptora é de suma importancia, tendo influéncia direta nos indices de

fertilidade como taxa de prenhez pos TE e MEP, deve-se sempre atentar a sincronizagéo de
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receptoras e doadoras antes do momento da transferéncia avaliando os detalhes como tonus
uterino, cérvix fechada e um CL homogéneo (ARISTIZABAL, 2017). Na CER, doadoras
ciclavam o ano inteiro por ser uma regido localizada no Sudeste do Pais com maiores indices
de luminosidade e também por terem uma dieta altamente energética, 0 que acarretava em
dificuldade de sincronizar receptoras que ciclavam mais tarde, tendo entdo como alternativa de
suporte o protocolo artificial em receptoras.

Em casos de receptoras ja ciclicas, estas foram avaliadas diariamente a fim de se checar
presenca e tamanho de foliculos, tdnus uterino e presenca de CL. Caso houvesse acumulo de
liquido era administrado o uso de ocitocina e em casos de suspeita de endometrite fazia-se
cultura uterina bem como lavados uterinos tanto com Ringer-lactato isolado ou associado com
DMSO.

Com aumento da demanda por receptoras devido ao numero de embriBes recebidos na
CER, optava-se pelo protocolo artificial. O mesmo se baseia em administracdo de 2ml de E:
IM, e reavaliacdo da égua no dia seguinte para avaliacdo de edema. Caso o edema fosse ideal,
blogueava-se a égua com P4 para utilizar na rotina de TE. As aplicagdes de E» baseavam-se no
tamanho do edema, podendo se repetir a dose por até cinco dias, caso ndo precisasse mais
bloquear a mesma, essa era afastada da rotina de palpacdes por uma semana até reduzir os niveis
de estrogeno. Em situacbes onde a égua fosse bloqueada e ndo precisasse mais utiliza-la ou
ultrapassasse o D7, a mesma era encaminhada para um arrendamento e afastada de 30-60 dias
devido aos altos niveis de P4. Sendo confirmada a prenhez em receptora de protocolo artificial
a mesma seguia com aplicagdes semanais de P longa acdo (LA) até os 120 dias para manter
assim, a gestacéo.

Silva; Meira (2014) afirma que ainda ndo ha trabalhos que comprovem a eficécia de
determinadas doses e hormonios especificos, alegando que a utilizacdo destes protocolos é de
fundamento empirico pelo fato de ndo saber o efeito da sua utilizacdo sobre receptores de
estradiol e progesterona no Utero de receptoras aciclicas.

Conforme a figura 14, o protocolo utilizado na CER consiste em éguas aciclicas,
tratadas com 2,5mg de E: por cerca de trés dias, e apds o tltimo dia de aplicagdo de E- a mesma
inicia seu tratamento com P4 LA perdurando até os 120 dias. Alvarenga; Tongu (2017) cita que
se podem utilizar receptoras ciclicas no protocolo artificial com boas taxas de prenhez, onde o
tratamento consiste em uma receptora na fase de diestro (cinco-14 dias pds-ovulagdo), com uma
aplicag¢do de PGF2a lisando o CL, quebrando o ciclo normal da égua e seguintes aplicagdes de
E2e Ps LA.
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FIGURA 11 - — Esquema representando o protocolo utilizado na CER em casos de receptoras aciclicas.
Fonte: Adaptado de Daniela dos Santos Brum [2017].

Outro fator que favorece o0 uso de receptoras aciclicas € a pressao econémica devido ao
ano hipico (1° julho), momento em que os proprietarios desejam que o0 potro nas¢a 0 quanto
antes possivel tendo assim maior tempo de preparacdo e vantagem sobre outros que nas¢am
mais tarde. Sendo assim, um grande numero de veterinarios tenta antecipar a0 maximo a
ciclicidade de receptoras, conseguindo sincronizar assim com doadoras, afim de que se tenha o
guanto antes o diagndstico da prenhez e posterior nascimento no melhor periodo (SILVA;
MEIRA, 2014).

3.3 Diagndstico de gestacéo

Taxas de prenhez ap6s a TE variam de acordo com inimeros fatores, desde o manejo
correto com o garanhdo, utilizagdo do diluente correto e manejo adequado do sémen, uso de
materiais estéreis no momento da coleta bem como na manipulagdo do embrido, além da
escolha correta da receptora. Segundo Riera (2009) as taxas de prenhez sdo maiores durante a
primavera devido ao fato de que as melhores receptoras séo utilizadas no inicio da estacéo de
monta, onde clima e alimentacdo sdo geralmente melhores. Acredita-se também que outro fator
ligado ao indice de prenhez é o estresse termico passado por receptoras nos meses de verao,

influenciando positivamente nos indices de MEP.
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O diagndstico de gestacdo na CER se dava aos 13 dias de desenvolvimento embrionério
(Figura 16) e posteriormente aos 20, 27,45 e 60 dias. Aos 60 dias as receptoras séo
encaminhadas para as propriedades do dono do embrido, sendo realizado nesse momento a
vacina (Lexington®). Caso alguma doadora permaneca por mais tempo, é cobrada uma tarifa e
ela é reavaliada uma vez ao més para checagem dos batimentos cardiacos (Figura 15), aos 120
dias € realizada a sexagem fetal para os proprietarios que assim solicitarem. Os indices de MEP
na CER variaram entre 10-15%, a taxa de recuperacdo embriondria no periodo de estagio foi de
60% e a taxa de prenhez pos TE foi de 76%.

FIGURA 12 - A esquerda, diagnostico de gestacio aos 13 dias de desenvolvimento embrionario e, a direita,
avaliacdo de batimentos cardiacos apés 30 dias.
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CONCLUSAO

A TE é uma técnica amplamente utilizada, porém vem ano a ano sendo aprimorada em
busca de melhores resultados, com intuito de aumentar os indices de recupera¢do embrionaria
e consequente maior taxa de prenhez pos TE. Durante a realizagdo do ECSMV foi possivel
acompanhar todo manejo reprodutivo e rotina diaria, observando a importancia de cada etapa
até o momento do diagnostico de gestacdo pds TE, proporcionando assim um grande
aprendizado e experiéncia.

Além do manejo reprodutivo diario e acompanhamento de técnicas especificas, houve
também a vivéncia de morar em uma central, onde se pode acompanhar desde o treinamento e
alimentacdo dos animais alojados, manejo de pastagem, casos clinicos e também parte
administrativa de gerenciamento. Acompanhar um Médico Veterinario foi de grande valia para
a carreira profissional, agregando com certeza ndo s6 em aspectos cientificos, mas também
éticos e morais.

Vivenciar a rotina equina fora do estado do Rio Grande do Sul também foi muito
importante devido a diversidade de ragas, clima e manejo, ampliando assim a atuagdo préatica
nesta area. Além de todos os conhecimentos tedricos e praticos abordados, o fato de conviver
com outros estagiarios, Médicos Veterinarios e residentes, podendo trocar experiéncias e
informacao foi de extrema valia tanto para vida profissional como também formacéo de caréater
pessoal e enriquecimento de valores. Em conclusdo, o ECSMV foi muito oportuno,

proporcionando a certeza da area escolhida para vida profissional.
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eferéncia para analise e classificacdo de embrides.
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EVALUATION OF EQUINE EMBRYOS

EMBRYO QUALITY or GRADE (4-Point Scale)

Grade | Comment

1 Excellent No abnormalities observed, spherical in shape; cells of uniform size, color and
texture; size and developmental stage appropriate for age post-ovulation

2 Good Minor imperfections, such as a few extruded blastomeres or debris: slight
irregularities in shape, size, color, or texture; limited separation between
trophoblast layer and zona pellucida or capsule

3 Fairto Poor | Moderate level of imperfections, such as a larger percentage of extruded or
degenerated blastomeres or debris; partial collapse of blastocoele; or moderate
shrinkage of trophoblast from zona pellucida or capsule

B Degenerate | Severe problems easily identified, such as a high percentage of extruded

or Dead blastomeres, complete collapse of blastocoele, rupture of zona pellucida and/or

capsule, or complete degeneration and embryonic death

UFO UFO Unfertilized oocyte

Non-Embryo
(cell mass) Y2, | | size Determination (um) | [ Untertitzed Oocyte |
(fﬂiﬁli Equine Reproduction Laboratory
Reproduction cm sm UM
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