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1. INTRODUCAO

No presente relatorio sera descrito de maneira geral as atividades realizadas entre
0s meses de agosto a novembro, no Haras Melo Pinheiro, que permitiram meu
crescimento e aprimoramento profissional, além do relato de caso sobre Transferéncia

de Embrides em Equinos.

2. RELATORIO DE ESTAGIO

2.1 Haras Melo Pinheiro

Localizado em Porto Feliz — SP, o haras investe na criacdo de Cavalo Brasileiro
de Hipismo. Supervisionada pela médica veterinaria Luiza Isaac, a rotina a reproducéo
é baseada na inseminagéo, coleta e transferéncia de embrides de éguas atletas. O
haras conta com outras duas médicas veterinarias: Larissa Duarte, especialista em
medicina neonatal, responsavel pelos potros desde o 5° més de gestacdo até os 5
meses de vida e a partir dos 6 meses de idade, os potros ficam sob os cuidados da

M.V. Priscila Sampaio, clinica geral e especialista em medicina esportiva.

2.2 Introducéao

O estagio curricular obrigatorio, realizado sob a supervisdo da Médica Veterinaria
Luiza Isaac, me proporcionou experiéncias que me permitiram crescer

profissionalmente e me aprofundar no mundo da reproducgéo equina.



2.3 Histodrico

A principio, o Haras Melo Pinheiro foi construido em 2019 para o desfrutamento
pessoal de Lina Carneiro, amazona cearense que queria explorar a genética dos seus
proprios cavalos. Ao perceber o potencial dos produtos, decidiu expandir a
propriedade e investir na reproducdo, criacdo e venda de cavalos brasileiro de

hipismo.

2.4 Descricéao do local

A parte externa do haras conta com o total de 26 piquetes, sendo eles, 5 piquetes
de enfermaria, 3 piquetes de parto, 3 piquetes de maternidade, 4 piguetes de potros,
7 piquetes de éguas e 4 piquetes de cavalos aposentados, eliptico de salto em

liberdade e galpdo de armazenamento.

O pavilhdo abriga 3 baias maternidade e 9 baias comuns, quarto de racdo, quarto
de feno, farmacia, escritério, laboratério, quarto para o plantdo, tronco de contencéo

e copa.

2.4.1 Piquetes de enfermaria

Os piquetes destinados a enfermaria (Figura 1) abrigam animais doentes ou em
recuperacao de procedimentos médicos. S&o piquetes de area menor, com o objetivo
de restringir o movimento dos animais, favorecendo o repouso. Para facilitar a

observacdo e o manejo dos animais, ficam localizados proximos a sede.



Figura 1. Piquete de enfermaria.

2.4.2 Pigquetes de parto

Reservados para éguas com apresentacao de sinais de parto ou 10 dias antes da
data prevista, até o dia do parto. Sdo proximos a sede para melhor observacéo e
realizagéao dos plantdes noturnos (Figura 2).

Figura 2. Piquete de parto.



2.4.3 Piguetes de maternidade

Abrigam as maes e os potros (Figura 3) a partir do primeiro dia de vida até o final
da cura do umbigo e término do protocolo de imunizagdo. Sao préximos a sede para

facilitar o manejo e melhor observacéo.

Figura 3. Piguete de maternidade.

2.4.4 Piquetes de éguas

Séo reservados de acordo com a finalidade e afinidade entre os animais. Séo 7
piguetes para éguas, sendo eles: quatro de matrizes (Figura 4), um de receptoras e

dois de gestantes.



Figura 4. Piquete de égua.

2.4.5 Piquetes de potros

Ao total sdo 5 piquetes de potros, um para cada geracao, desde 2019. A imagem
€ do novo piquete da geragéo de 2023 (Figura 5).

Figura 5. Piquete de potros ao pé.



2.4.6 Piguetes de cavalos aposentados.

Abrigam cavalos aposentados que n&do sao mais utilizados no esporte ou
reproducao (Figura 6).

Figura 6. Piguete de cavalo aposentado.

2.4.7 Eliptico para salto em liberdade

Utilizado para analise do potencial para salto dos potros em criagdo. Os potros séo

colocados no eliptico e saltam pequenos obstaculos em liberdade (Figura 7).

Figura 7. Eliptico para salto em liberdade.



2.4.8 Baias maternidade

Baias de 4x8 metros, utilizadas para potros ao pé em recuperacdo que precisam
de maior atengao, oferecendo melhor supervisao (Figura 8).

Figura 8. Baia de maternidade.

2.4.9 Baias

De tamanho 4x4 metros, totalizam nove baias comuns. Utilizadas para animais

lesionados, em tratamento ou acompanhamento do ciclo reprodutivo (Figura 9).



Figura 9. Baia comum.

2.4.10 Quarto de ragao

Estoque de racao e suplementos, reabastecido quinzenalmente (Figura 10).

Figura 10. Quarto de racéao.



2.4.11 Quarto de feno

Armazenamento de feno e serragem, reabastecido semanalmente (Figura 11).

Figura 11. Quarto de feno e serragem.

2.4.12 Farmacia e Escritorio

A farmécia e o escritorio se integram no mesmo ambiente. Armazenamento de

fichas dos pacientes, medicamentos e materiais hospitalares (Figuras 12, 13 e 14).



Figura 14. Escrit6rio integrado a farmacia.

10



2.5.13 Laborato6rio

Armazenamento e manipulacdo de sémen congelado, manipulacdo de embrides,

armazenamento de banco de colostro e plasma hiperimune. Armazenamento dos

materiais referentes a reproducao (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Laboratério e freezer.

Figura 16. Botijdes de nitrogénio
armazenando os sémens congelados.

2.5.14 Tronco de contencgéo

Contengdo dos animais principalmente para palpagdo transretal,
acompanhamento folicular, inseminacgéo artificial e lavado uterino das éguas para

reproducao e ultrassonografia e palpagéo de éguas gestantes (Figura 17).
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Figura 17. Tronco de contencéo.

2.5 Atividades realizadas

As responsabilidades como estagiaria baseavam-se no auxilio do manejo
sanitario dos cavalos, com protocolos individuais para potros, cavalos adultos e éguas
gestantes e manejo dos cavalos doentes, com administracdo de medicamentos,
suplementos e massagens, acompanhando a enfermeira e o residente. Na parte da
reproducdo, prestava-se auxilio a veterinaria no acompanhamento folicular
ultrassonogréfico de éguas, na realizagdo de inseminacdo artificial, coleta e
transferéncia de embribes, diagnostico de gestacdo e realizacbes de plantdes
noturnos para partos assistidos. O estagio foi realizado do dia 01 de agosto ao dia 30
de novembro, das 7h30 as 17h, além dos x plantdes de 12 horas, totalizando xxx horas
de carga horaria.

No periodo de 23 de agosto até 18 de outubro foram realizadas 35 inseminacdes
para TE e 19 coletas foram positivas, sendo 3 delas coletas gemelares, resultando em
22 embrides no total (Tabela 1). Das 22 transferéncias realizadas, apenas um embriao

foi perdido. Resultando em uma taxa de sucesso de 60%.

12



Tabela 1. Procedimentos de IA, TE e DG realizados entre 23/08 e 18/10

(Continua)

DOADORA Inseminacéao Coleta Diagnéstico de gestacao
RIVONA 23/08 -

ELETRICE 23/08 -

MACARENA 23/08 -

CAPADOCIA 24/08 + 06/09 +
BETINA 30/08 + 12/09 +
CHARENTES 01/09 + 15/09 +
BELIZE 01/09 + 15/09 -
CALVARA 04/09 -

CALEDONIA 04/09 -

ELETRICE 08/09 -

CAPADOCIA 10/09 + 24/09 +
MAGDA 13/09 + 26/09 +
BETINA 18/09 Manteve 30/09
CHARENTES 18/09 -

MACARENA 22/09 -

NORAH 22/09 -

BELIZE 22/09 + 01/10 +
PRETTY ELLEN 22/09 + 01/10 +
TANGERINA 24/09 ++ 07/10 ++
MAGDA 27/09 + 09/10 +
CALEDONIA 27/09 -

QBELLA 29/09 -

13



(Continuacéo)

DOADORA Inseminacgéo Coleta Diagnostico de gestacgéo
CAPADOCIA 29/09 + 11/10 +
NIGHTSTAR 29/09 + 11/10 +
COALILA 01/10 ++ 14/10 ++
KOALA 05/10 ++ 14/10 ++
MACARENA 11/10 -

NORAH 11/10 + 22/10 +
CALVARA 11/10 -

CALEDONIA 14/10 + 22/10 +
CAPADOCIA 14/10 + 22/10 +
BETHANIA 14/10 + 22/10 +
NIGHTSTAR 17/10 -

RIVONA 18/10 + 30/10 +

2.6 ConsideracOes finais

A imerséo na rotina do haras foi de extrema importancia para o meu crescimento
profissional. O comprometimento de toda a equipe foi um verdadeiro exemplo para
gue eu busque me tornar uma médica veterinaria de exceléncia. Durante o estagio
consegui colocar em pratica os temas abordados em sala de aula e tive diversas
experiéncias que puderam somar com a teoria que foi ensinada e mostrar a

importancia de estar sempre atualizada.
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RELATO DE CASO: TRANSFERENCIA DE EMBRIAO EM EQUINOS

RESUMO

A transferéncia de embrifes € uma biotecnologia utilizada para maior exploracéo
genética, que possibilita a obtencao de varios potros de uma mesma égua por estacao
reprodutiva. Consiste na retirada de um embrido do Utero de uma égua doadora e
transferéncia para o Utero de uma égua receptora. Para isso, € importante que o
médico veterinario tenha dominio da anatomia e da fisiologia do reprodutiva da égua.
O objetivo do relato foi analisar a taxa de confirmacéo de recuperacdo embrionaria e
taxa de prenhez das éguas receptoras entre os meses de agosto e novembro no Haras

Melo Pinheiro em Porto Feliz — SP.

Palavras-chave: transferéncia, embrido, doadora, receptora.

ABSTRACT

The embryo transfer is a biotechnology used for greater genetic exploration,
enabling the acquisition of several foals from the same mare in a single reproductive
season. It involves removing an embryo from the uterus of a donor mare and
transferring it to the uterus of a recipient mare. For this, it is important that the
veterinarian has a thorough understanding of the anatomy and reproductive physiology
of the mare. The objective of the report was to analyze the confirmation rate of embryo
recovery and the pregnancy rate of recipient mares between the months of August and

November at Haras Melo Pinheiro in Porto Feliz — SP.

Keywords: transfer, embryo, donor, receiver.
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INTRODUCAO

A criacdo de cavalos destinados ao segmento esportivo sofreu um grande
aumento nas Ultimas décadas, devido a importancia do cavalo na pratica de diversos
esportes e lazer, e ndo mais apenas no transporte ou tragdo animal, é incontestavel o
crescimento mundial da equideocultura (Mariz, 2008).

A espécie equina foi considerada por muito tempo como a de menor fertilidade
entre as espécies domésticas, o que foi atribuido a caracteristicas de selecdo e
problemas relacionados ao manejo reprodutivo (Ginther, 1992).

Contudo, o desenvolvimento de novas técnicas reprodutivas possibilitou o melhor
aproveitamento dos animais, tornando possivel acelerar o aprimoramento das racas
e seus cruzamentos, sendo a transferéncia de embrido (TE) a ferramenta mais
promissora para essa finalidade, tornando-se assim, cada vez mais comum no mundo
equino para obtencéo de potros (Arruda et al., 2001).

Esta biotécnica tem sido utilizada como uma gestdo de procedimentos para a
producdo de multiplos potros por égua durante o ano, o melhor aproveitamento de
€éguas que possuam alto valor zootécnico e sejam idosas ou que estejam em atividade
esportiva (Arruda et al., 2001).

A complexidade da TE é relativamente baixa quando comparada com técnicas
mais avancadas. A dificuldade de um programa de TE esta na organizacdo e
coordenacdo de componentes separados que afetam o sucesso da taxa, como o
manejo da égua doadora, qualidade da égua receptora e da sincronizacdo e

habilidade/técnica na transferéncia (Ginther, 1992).

1. ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTOR DA EGUA

Para que seja possivel o acompanhamento do ciclo reprodutivo, é importante ter
conhecimento sobre a fisiologia e anatomia do sistema reprodutor da égua, sendo ele

composto por dois ovarios, duas tubas uterinas ou cornos uterinos, utero, cérvice,

16



vagina e vulva (Figuras 19 e 20). Esse sistema é responséavel pela producdo do
gameta feminino (odcito), o qual depois podera ser fecundado pelo gameta masculino
(espermatozoide), e fornece um ambiente adequado para a fecundacdo,

desenvolvimento embrionario e manutencdo da gestagéo (KLEIN, 2014).

reto vestibulo

ovario™" .
-J\D'\J——f e —
Corno X - " ‘/vulva
uterino 4 \ YI
/

Bexiga cérvix  Vagina

Figura 19. Anatomia do trato reprodutivo da
égua (adaptado de Brinsko, 2011).

1.1 Vulva

Considerada a primeira barreira de protecdo do trato reprodutivo. A vulva é
formada por dois labios que se encontram em uma comissura dorsal e outra ventral
circundando a abertura vulvar vertical. A comissura dorsal é aguda e a comissura
ventral é arredondada. O clitoris se posiciona na comissura ventral em uma fossa
amplamente coberta por uma prega mucosa. Ele se torna bastante proeminente na

égua durante o cio, quando é exposto pelos movimentos dos labios (KONIG, 2016).

1.2 Vestibulo

O vestibulo é a parte caudal da vagina. Ele se prolonga desde o 6stio externo da

uretra até a vulva externa e combina funcdes reprodutoras e urinarias. A parede do
17



vestibulo contém glandulas vestibulares, cuja secre¢cdo mantém a umidade da mucosa
do vestibulo e facilita o coito e o parto. Durante o cio, 0 odor da secrecdo possui um

efeito sexualmente estimulante sobre o macho (KLEIN, 2014).

1.3 Vagina

A vagina € o 6rgao copulatério feminino. Ela se prolonga desde o 6stio uterino
externo até o Ostio externo da uretra, portanto, ela pertence apenas ao trato
reprodutivo.

Cranialmente ao Ostio externo da uretra, apresenta uma prega transversa
vestibulo-vaginal, que constitui a segunda barreira anatdmica de protecao. Em éguas
virgens a prega prolonga-se em ambos os lados formando o himen. O férnice vaginal
€ um recesso anular formado pela juncdo das paredes vaginais cranialmente (orificio
externo da cérvice) (KONIG, 2016).

1.4 Utero

O utero da égua possui um corpo amplo e dois cornos divergentes, 0os quais
normalmente se elevam em direcdo ao teto do abdome acima da massa intestinal. O
colo do Utero é comparativamente pequeno e pode ser facilmente palpado retalmente.
O colo do utero com paredes espessas pode ser palpado transretalmente e forma um
esfincter que controla o acesso ao utero. O lumen do colo é o canal cervical, o qual é
formado por pregas mucosas que frequentemente provocam sua ocluséo.

Internamente, o Utero é revestido por 3 camadas: paramétrio, miométrio e
endométrio. O endométrio reveste o lumen do Utero. Sua espessura varia dependendo
do estagio do ciclo fértil, e € coberto por uma membrana serosa (perimétrio) a qual é

continua com o ligamento largo. Varios vasos sanguineos e fibras nervosas situam-
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se no paramétrio, o local onde a camada dupla do ligamento largo se separa para
envolver o utero (KLEIN, 2014).

1.5 Tuba uterina

Também chamado de corno uterino. Recebem e transportam o0s ovdcitos para o
atero. Elas também conduzem o esperma em sua ascensado. A fertilizacdo
normalmente ocorre no interior das tubas. A extremidade ovariana da tuba uterina que
recebe o o0cito apés a ovulagdo assume a forma de um funil e € denominada
infundibulo (KLEIN, 2014).

Comos do Utero

f\/ AT
& Y 3 T\ \
7 d 7 A% ’ Tuba Uterina
A i Corpo ,', £ “i S
\g‘ 7|t | W§/ do Utero”/ 1} e A
147 1 i :
5 ot it >1 3' {%77 Ovério
A \J i Wiy L
3 “{4- o r 7 4
TN :

Ligaménta
z It} Largo i

! /(7 =
g7 4 y &
A / 43
|

——Ostio Extero da Uretra

~ " Vestibulo

Figura 20. Representacdo esquematica
do trato reprodutivo da égua.
Fonte: Fradson, 2014.

1.6 Ovaérios

A sua porcao é variavel, mas geralmente estdo situados ventralmente entre a 42

e 52 vértebra lombar. O ovario direito, geralmente encontra-se mais cranial e dorsal.
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Em uma égua adulta, os ovarios apresentam tamanho variavel a depender da época
do ano, entre 2-4cm de comprimento no periodo de anestro e 6-8cm na época
reprodutiva. Apresentam uma zona cortical interna, onde se encontram estruturas
foliculares e luteinicas, e uma zona medular externa, composta por células
intersticiais, que fornecem suporte a por¢do cortical. Possuem uma superficie
convexa, por onde se estabelece a irrigacdo e enervacdo e uma superficie concava
livre, onde se situa a fossa ovariana, local onde os foliculos maduros de irrompem.

(Figura 21). Essa conformagéo apresenta um formato de “feijao” (KONIG, 2016).

Foliculo

Corpo liteo

Mesovdario

Zona
parenquimatosa
com fossa ovariana

Zona vascular

Figura 21. Ovario de égua: corte
transversal. Fonte: (KONIG, 2016).

2. CICLO ESTRAL DA EGUA

2.1 Sazonalidade

As éguas sdo categorizadas como poliéstricas estacionais, ou seja, animais que
apresentam ciclos estrais consecutivos em épocas de fotoperiodo crescente

(primavera e verao). O ciclo estral, considerado como o intervalo entre as ovulagdes,
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tem a duracgéo entre 21 e 24 dias e consiste nas fases de proestro, estro, metaestro e
diestro. Na égua, os periodos de metaestro e proestro ndo sdo muito bem definidos,

entdo € comum trabalhar analisando apenas o estro e o diestro (WILLIAM, 2017).

2.2 Sistema hipotalamo-hipéfise-gonadal

A menor concentracdo de melatonina faz com que o hipotalamo secrete o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) de maneira pulsatil, estimulando a
hipéfise, desencadeando o eixo (DUKES, 2017). (Figura 22).

Os gonadotropos da adeno-hipéfise produzem dois horménios: o horménio
foliculoestimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH). Nas fémeas, o FSH estimula
o desenvolvimento dos foliculos ovarianos. Além disso, provoca a secrec¢do de
estrogénios pelas células da parede do foliculo em desenvolvimento. Os estrogénios
induzem alteracdes no trato reprodutor e a égua apresenta sinais comportamentais
de cio, representando a fase do estro, com duracdo de 5 a 9 dias. O estrogénio
blogueia a secrecdo de FSH na hipéfise por feedback negativo, para que ndo haja
mais recrutamento. (DUKES, 2017).

O LH é responsével pela maturagéo do foliculo e inducéo da ovulac&o, que ocorre
entre 24 e 48 horas antes do fim do estro, além disso, faz com que as células que
compdem o foliculo ovulado modifiguem o seu fendtipo, tornando-se células
secretoras de progesterona e formando uma estrutura denominada corpo luteo (CL),
dando inicio a fase do diestro, que dura em média 14 dias. A progesterona €&
necessaria para a preparacao do Utero para a implantagdo de um 6vulo fertilizado e
bloqueia, também por feedback negativo, a secrecdo de GnRH do hipotalamo. Caso
ndo haja a fecundacédo, havera a producdo de prostaglandina F2 alfa (PF2a) pelo
endométrio, provocando a Ilutedlise e consequentemente a diminuicdo de
concentracédo de progesterona e aumento de secrecdo de GnRH. O tempo entre a
lutedlise e o inicio do novo cio varia de acordo com o diametro do foliculo luteinizado
(WILLIAM, 2017).
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Figura 22. Esquematizacdo do sistema hipotalamo-
hipéfise-gonadal. Fonte pessoal.

3. PROTOCOLOS DE MANIPULACAO HORMONAL

A base da TE consiste em determinar o0 momento ideal de cobertura ou
inseminacdo da doadora, e preparar a receptora para receber o embrido no dia
adequado. Diante disso, muitas das vezes é necessaria a utilizacdo de protocolos
hormonais para sincronizar o ciclo da doadora e da receptora, e acompanhar de
maneira mais precisa o desenvolvimento folicular e uterino. Para isso utiliza-se os
hormonios relacionados a fisiologia reprodutiva, na tentativa de mimetizar, induzir e/ou
controlar a ovulacdo e desenvolvimento uterino nas fémeas.

Os principais hormoénios usados para controle da atividade ovariana nos
protocolos de TE sédo: Prostaglandina, Estrogenos, Progesterona, hCG e GnRH.

Abaixo estao descritas as principais atividades e funcdes desses hormoénios (HAFEZ,

JAINUDEEN, ROSNINA, 2004) (Quadro 1).
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3.1 Prostaglandinas

Na reprodugao equina, a prostaglandina mais utilizada é a prostaglandina F2a
(PGF2 a). A PGF2a tem fungéo luteolitica primaria nas éguas, promovendo a lise do
corpo luteo em éguas ndo gestantes. Fisiologicamente esse horm6nio promove a
lutedlise entre 0 13° e 16° dia do ciclo estral. (FARIA, GRADELA, 2010).

Ainda de acordo com os autores citados anteriormente, a PGF2a pode ser usada
para acabar com uma fase luteal persistente, controlar o tempo de ovulacgéo,
sincronizar o estro, tratar animais com endometrite, eliminar pseudogestacéo, induzir
0 parto e estimular contracdo uterina, atuando no transporte espermatico e na

motilidade uterina.

3.2 Estrégenos

Estrogenos (E2), sdo hormonios esteroides, associado ao estro, sendo produzidos
pelos foliculos ovarianos e pela unidade feto-placentaria. Nas éguas ciclicas, o
estrogeno é secretado um ou dois dias pré-ovulagdo, e sua concentragado sérica reduz
ao atingir o diestro. Administrar estradiol em éguas em anestro pode-se induzir sinais
de estro dentro de 3 a 6 horas, sendo essa utilizac&do interessante quando quer se
preparar éguas para servirem de manequim na coleta de sémen.

Além da acdo indutora de estro, a administracdo de estradiol (50mg, IM) ou de
cipionato de estradiol (50mg, IM) ap06s a ovulacdo em éguas ciclicas suprime o
desenvolvimento dos foliculos, ndo alterando a funcdo luteal, sendo Uteis em
programas de sincronizacao de estro e ovulacdo associados a progesterona em éguas
nédo ciclicas. (FARIA, GARDELA, 2010).
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3.3 Progesterona

A progesterona é secretada pelas células luteinicas do CL, pela placenta e
glandulas adrenais. Ela prepara o endométrio para a prenhez, aumenta a secrecao
das glandulas do endométrio e inibe a motilidade do miométrio. Auxilia no
desenvolvimento do tecido secretor da glandula mamaria, inibe o cio e o pico pré-
ovulatorio de LH. O uso da progesterona na TE, vai auxiliar na manutencédo de
gestacdo, sincronizacao do estro e ovulacdo de éguas ciclicas, além de induzir um
ciclo artificial de P4 em receptoras que estdo recebendo os embrides (HAFEZ,
JAINUDEEN, ROSNINA, 2004).

3.4 Gonadotrofina Coridénica Humana (hCG)

A hCG é uma glicoproteina hormonal, produzida pelas células trofoblasticas
sinciciais dentro dos liquidos maternos. Ela interage com receptores de LH,
promovendo a manutencédo do corpo liteo no comeco da gestacdo e na secrecdo de
progesterona (P4) (FARIA, GRADELA, 2010).

Ainda de acordo com os autores citados anteriormente, a hCG é uma proteina
guimicamente diferente do LH, porém, a atividade biolégica primaria de ambas é
parecida. Desse modo a via placentaria € responsavel pelo desenvolvimento de
imunotolerancia materna local, tendo a fungao de proteger o feto no primeiro trimestre
de gestacéo.

Tendo acdo semelhante ao LH, a hCG esta sendo usada para inducdo da
ovulacdo em éguas, reduzindo a duracao de estro e o intervalo de ovulacédo (dentro
de 48 horas). A diminuicdo no numero de inseminacdes e de coberturas a cada estro
aumenta os indices de fertilidade e de concentracdo plasmética de P4 e
consequentemente a taxa de prenhez (FARIA, GRADELA, 2010).
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3.5 Horménio Liberador De Gonadotrofina (GnRH)

O GnRH estabelece uma ligagcédo do sistema enddcrino e nervoso, assim, quando
ha resposta ao estimulo nervoso, libera pulsos de GnRH no sistema porta-hipotalamo-
hipofisério, induzindo a hipdfise liberar LH e FSH. Pode ser usado para iniciar
crescimento folicular ou induzir secrecdo de FSH em éguas em anestro, além de
promover a ovulacdo por acdo direta nas secrecfes hipofisarias de LH (FARIA,
GRADELA, 2010).

Quadro 1. Horménios utilizados e suas principais fungdes

Prostaglandinas Lutedlise — inicio de novo cio
Estrégenos Preparacgéo do Utero
Progesterona Manutencado da gestacao

Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) | Indutor de ovulagéo de acédo rapida

Hormonio Liberador De Gonadotrofina Indutor de ovulacéo de acéo lenta e
(GnRH) indutor de cio em éguas aciclicas

4. DINAMICA FOLICULAR

O termo “onda folicular” compreende um conjunto de fenémenos foliculares que
obedecem a seguinte sequéncia: recrutamento, selecdo, dominéancia e ovulacdo ou
atresia. Durante o recrutamento, ocorre o crescimento comum de um grupo de
foliculos antrais sensiveis ao FSH, seguido pela fase de selecdo, na qual um ou alguns
foliculos mantém o padréo de crescimento, em detrimento dos demais que comegam
um processo de regressao ou atresia. Nas espécies monovulatorias, normalmente, o
foliculo que continua a crescer é considerado dominante (fase de dominancia); este
secreta elevada quantidade de estrogeno e € sensivel ao estimulo ovulatorio

desempenhado pelo padréao de liberacdo do LH (Driancourt, 2001).
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4.1 Selecao folicular

A selecédo folicular € um mecanismo pelo qual um (ou alguns) dos foliculos
recrutados se torna dominante, e exerce um efeito inibitorio indireto sobre os demais
e, além disso, é capaz de ovular. Eventualmente dois foliculos séo selecionados,
desenvolvendo-se em codominancia. A selecédo folicular ocorre no fim da fase de
crescimento comum, quando o foliculo dominante cresce em uma taxa continua, e 0s
foliculos subordinados regridem ou crescem temporariamente em uma taxa reduzida
(Ginther, 2000; Ginther et al., 2001; Beg e Ginther, 2006).

As concentracdes de FSH diminuem gradativamente a partir do surgimento do
pico do FSH quando o maior foliculo da onda atinge 13 mm, sendo que as baixas
concentracbes de FSH séo temporariamente associadas com a selecdo folicular.
Aparentemente, quando o maior foliculo alcanga um estagio decisivo de
desenvolvimento, uma rapida ativacdo do mecanismo de desvio bloqueia o segundo
maior foliculo antes de este alcancar um diametro decisivo. (Ginther, 2000).

Quando os foliculos alcancam aproximadamente 13 mm, eles secretam
concentracbes aumentadas de inibina durante a fase de crescimento comum. O
estradiol aumentado é secretado pelo maior foliculo sob influéncia de concentragfes
aumentadas de LH. Aparentemente, o aumento no estradiol atua em conjunto com a
inibina para continuar a reducédo nas concentracdes de FSH apos o desvio. O LH
elevado continua a estimular a producéo de estradiol por meio do desenvolvimento do
foliculo dominante e tem um efeito positivo no diametro do foliculo dominante dentro

de dois dias ap6s o inicio do desvio (Ginther et al., 2001).

4.2 Fator de crescimento endotélio-vascular (VEGF)

Durante as fases de crescimento e atresia folicular, ocorre uma reorganizacao
dos capilares sanguineos a fim de suprir as necessidades teciduais. Esse processo &
definido como angiogénese e é dependente da producdo de fatores angiogénicos

especificos (Ponchirolli, 2003).
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O desvio do diametro entre os foliculos dominantes e subordinados em éguas
ciclicas é associado com um aumento diferencial no fluxo sangiineo nos foliculos
dominantes. A vascularizacdo aumentada supostamente fornece aporte essencial
para o desenvolvimento de foliculos ovulatérios. O principal estimulador da
angiogénese é o VEGF, e as concentracbes de VEGF no fluido folicular tém se
mostrado, diferencialmente, aumentadas nos foliculos dominantes ovulatorios de
éguas. A vascularizacdo reduzida dos foliculos transicionais foi atribuida aos baixos
niveis de VEGF e levou ao suporte limitado de gonadotrofina, resultando em
deficiéncias de desenvolvimento e funcionais (baixa capacidade esteroidogénica)
nestes foliculos (Donadeu e Watson, 2007). Segundo Beg e Ginther (2006), um
aumento na vascularizacéo proporciona ao foliculo a vantagem de receber suprimento
preferencial de fatores de crescimento, gonadotrofinas, precursores esteroides e
outros nutrientes necessarios para seu desenvolvimento continuo.

O VEGF estimula a mitose de células endoteliais e aumenta a permeabilidade
vascular. Uma camada anecogénica expandida dentro da parede do foliculo
dominante se torna-se aparente um dia antes da ovulacdo e foi atribuida a

vascularizacdo aumentada (Gastal et al., 2006)

5. ACOMPANHAMENTO ULTRASSONOGRAFICO TRANSRETAL

5.1 Utero

A avaliacdo da ecotextura uterina € um dos sinais mais utilizados e mais
facilmente visualizados para avaliagéo do ciclo reprodutivo nas éguas. O utero durante
o periodo de estro sofre a acdo do E2 produzido pelos foliculos dominantes se
desenvolvendo nos ovarios. O E2 pode realizar sua a¢ao uterina e com isso € possivel
observar no US um aumento de edema presente nas pregas uterina, as quais, se
apresentam como areas enegrecidas que aumentam progressivamente conforme se

aproxima a ovulacdo. O edema uterino se apresenta de maneira heterogénea e se
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assemelha a uma roda de carro¢ca (MOREL, 2003). Durante o periodo de diestro, em
virtude dos altos niveis de P4 produzidos pelo corpo lateo, o Gtero apresenta-se no
US com uma forma arredondada a ovalada, homogénea e em tons de cinza de
intensidade intermediaria (SAMPER, 2009).

O edema endometrial se inicia com o final do periodo de diestro e inicio da fase
estrogénica do ciclo. Uma vez que isso ocorra, o edema endometrial aumenta
progressivamente com a proximidade do estro (Figura 23). Porém, quando se atinge
o periodo de 48 - 24 horas que antecedem a ovulagéo, tem-se uma reducao dos niveis
do edema endometrial, podendo estes atingir escores 0 ou 1 no momento da ovulagao.
Apés a ovulacdo o edema uterino ndao deve persistir por mais de 36 horas, em uma
situacéo fisiologica (CORTE et al., 1993; SAMPER et al., 2007; SAMPER, 2009;
DASCANIO E McCUE, 2014).

Figura 23. Evolucdo do edema uterino acompanhado pela
ultrassonografia durante o periodo de estro de uma égua. Aumento
do grau do edema conforme aumentam a heterogeneidade e as
areas anecobicas da imagem. A - Edema grau 0; B - Edema grau 1;
C - Edema grau 2; D - Edema grau 3. Fonte: Paredez, et al, 2012.
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5.2 Foliculos

5.2.1 Diametro folicular

A observacéo dos foliculos ao US acontece com a visualizacdo de uma estrutura
arredondada a ovalada (podendo variar de forma dependendo do seu grau de
desenvolvimento). Os foliculos antrais apresentam anecdico na imagem
ultrassonogréfica, devido a presenca de liquido folicular em seu antro (FILHO, 2010).
O diametro folicular também é um dos parametros mais utilizados para se estimar o
momento da ovulacéo (Figura 9). A grande maioria das éguas ovula foliculos que vao
de 30 - 70 mm de diametro. ApGs a emergéncia da onda folicular o foliculo dominante
tem potencial de crescimento de 2,0 - 3,0 mm por dia (SAMPER et al., 2007). A parede
do foliculo aparenta uma capsula no exame ultrassonogréafico, sendo esta parede
composta pela teca externa, interna, membrana basal e pela camada de células da
granulosa. Esta parede sofre alteracbes de conformacdo no decorrer 22 do
desenvolvimento folicular, podendo estas alteragbes serem utilizadas como sinais da
proximidade da ovulagéo.

O acompanhamento do diametro folicular € um parametro muito util na predicdo
do momento da ovulagéo, estando este exemplificado na Figura 13. Se sabe que a
ovulagcdo em éguas ocorre na grande maioria das vezes proxima as 48 horas
anteriores ao final do estro. Além disso, ho momento da ovulacdo os foliculos
apresentam entre 30 e 70 mm, de diametro, porém a maioria das ovula¢gdes ocorre
com diametros foliculares variando de 40 - 45 mm (podendo ocorrer ovulacdes de
foliculos maiores e menores que os padrdes citados de acordo com a raca do animal).
Uma vez que se utiliza como parametro de crescimento folicular, de 2,0 - 3,0 mm por
dia, consegue-se fazer uma estimativa para quando ocorrerd a ovulacdo. Outro
aspecto que deve ser levado em consideracao para se utilizar do diametro folicular
como parametro para se determinar o momento da ovulacdo € o fato de que o
diametro maximo do foliculo é determinado pela época do ano, a raca, além da
variacdo individual de cada animal. Os foliculos ovulatdrios geralmente sdo maiores

na época do inicio da estacdo reprodutiva da espécie quando comparados aos
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foliculos ovulatérios observados no restante do periodo reprodutivo (CORTE et al.,
1993; SAMPER et al., 2007; MOURA, 2012; DASCANIO E McCUE, 2014).

Além da sua utilizacdo para estimativa do periodo de ovulacdo, o diametro
folicular € uma informacao vital quando se tem a intencéo de se utilizar de indutores
de ovulacdo no manejo reprodutivo das éguas. Porém, o foliculo s6 se torna
responsivo aos indutores de ovulacdo a partir do momento em que este atinge o
diametro de 35 mm. Entretanto, é importante se ter em mente que os foliculos de
éguas sob o efeito de indutores de ovulagédo tendem a ovular com didmetros menores
guando comparados aos foliculos de éguas sem o uso destes indutores (SAMPER et
al., 2007)

5.2.2 Conformacéo folicular

No inicio do estro a maioria dos foliculos apresenta um formato
arredondado/esférico. Porém, com a proximidade da ovulacéao, a maioria dos foliculos
sofrem alteragdes em sua conformacao (Figura 24). Isso ocorre com maior frequéncia
a partir das 24 horas que antecedem a ovulagdo, sendo observado na maioria dos
foliculos ovulatérios a partir das 4 horas anteriores a ovulagdo. Estas mudancgas
conformacionais, estédo associadas ao processo de migracéo do foliculo para a fossa

de ovulacdo (CORTE, 1993; ULIANI, 2012).

Figura 24. Foliculos com conformacéao esférica (regular) e
conformacéo irregular, respectivamente. Fonte:
www.personalhorse.com.br
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5.2.3 Camada anecogénica

O VEGF estimula a mitose de células endoteliais e aumenta a permeabilidade
vascular. Uma camada anecogénica expandida dentro da parede do foliculo
dominante torna-se aparente um dia antes da ovulacdo e é atribuida a vascularizacéo
aumentada (Figura 25). As concentracdes de VEGF no fluido folicular sdo mais altas
no maior foliculo do que no segundo maior foliculo, no dia apds o inicio do desvio do
diametro (Beg e Ginther, 2006).

Figura 25. Imagem ultrassonografica demonstrando uma camada
anecogénica expandida dentro da parede dos foliculos (setas brancas).
A figura A mostra um foliculo 2 dias antes de atingir um didmetro >35mm
e figura B mostra um foliculo um dia antes de ovular. Fonte: adaptado de
Gasta et al., 2006.

5.3 Corpos luteos

O corpo luteo é considerado uma glandula transitoria ovariana desenvolvida a
partir da ovulacéo, responsével pelo controle do ciclo estral e em algumas fémeas
pela manutencdo da gestacdo. Sua formacdo depende de fatores mitogénicos,
angiogénicos e de crescimento, bem como sua lutedlise depende da liberacéo pulsatil
de PGF2a pelo endométrio (SALLES e ARAUJO, 2010).

A funcao primaria do corpo Iuteo é a secrecao de progesterona. O LH é relevante
para o desenvolvimento normal e funcdo luteal, sendo responsavel por estimular

células luteinicas a secretar progesterona por meio da ativacdo da proteina quinase
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A (NISWENDER et al., 2000). A progesterona é um horménio secretado pelas células
luteinicas na forma de granulos, também pela placenta e glandulas adrenais. Atua
sinergicamente com estrogeno para promoc¢ao do cio, prepara o endométrio para
implantacdo do embrido e manutengdo da prenhez, inibe a motilidade uterina e,
guando em niveis elevados, promove a inibicdo do cio e LH, auxiliando no
desenvolvimento do tecido secretor da glandula mamaria (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Apos a ovulacéo do foliculo dominante, o seu antro folicular sera preenchido por
sangue formando o corpo hemorragico (Figura 26). Cinco dias apds a ovulagdo o
corpo lateo (CL) estard totalmente formando e produzindo altas concentracdes de P4.
Durante o exame ultrassonogréafico o CL pode se apresentar com um formato variavel,
mas sempre tendendo a forma arredondada. Sua ecogenicidade € variavel em tons
de cinza, sendo que logo apds a ovulagdo sua ecogenicidade aumenta de maneira
rapida e continua até 24 -48 horas ap0s a ovulacdo, a partir deste ponto sua
ecogenicidade comeca a decair lentamente até que aconteca a luteélise (BERGFELT
e ADAMS, 2007).

antes da ovulagdo, o momento da ovulacdo e a formag&o do corpo
hemorragico 24 horas depois da  ovulacao. Fonte:
www.argos.portalveterinaria.com

6. INSEMINACAO ARTIFICIAL

A inseminacao artificial (IA) em equinos é amplamente praticada em todo o
mundo. A maneira mais comumente utilizada nessa espécie é mediante o0

resfriamento e transporte de sémen (BORTOT, 2013).
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O procedimento de escolha do garanhdo, na maioria das vezes, é baseado na
avaliacao das caracteristicas morfolégicas, aprumos, 6rgaos genitais, além de textura,
temperatura, sensibilidade e circunferéncia testicular (SILVA, 2018).

Quando se usa sémen fresco a IA é realizada no momento da inducéo, pois
continua viavel por 48 horas, 0 mesmo tempo maximo da ovulagcdo. Quando se usa o
sémen refrigerado, as IAs séo realizadas 24 horas ap0s a indu¢éo da ovulacéo. Esses
tipos de sémen tem uma melhor qualidade por ndo sofrerem alteracbes de
temperatura e possuem maior concentracdo espermatica na dose inseminante
(BORTOT, 2013).

Apbs 24 horas da inducéo, faz-se a IA, onde a égua é contida adequadamente,
tem a cauda levantada e enfaixada e sao higienizadas na regido de perineo e vulva.
A inseminacao convencional em éguas € por via vaginal, na qual o inseminador possui
a mao enluvada, direciona uma pipeta até a passagem da cérvix e o sémen é
depositado no corpo do utero (MIES, 1987). No dia posterior a IA, realiza-se exame
ultrassonografico para a confirmacéo da ovulacao, caso nao tenha ocorrido, a fémea
é induzida novamente e inseminada (SILVA, 2018).

O sémen congelado possui menor habilidade em interagir com as células do
oviduto, mantendo sua viabilidade por menos tempo (SQUIRES et al.,, 1999). O
acompanhamento ultrassonografico é realizado a cada 2 horas e sdo avaliadas as
mudangas nas imagens relacionadas a diminuicdo do edema uterino, as células da
granulosa hiperecoicas, o formato irregular do foliculo pré-ovulatério e maior flutuacao,
além da sensibilidade ao ser tocado. Para detectar a ovulagdo na égua se observa a
formacdo de uma massa homogénea, hiperecoica (corpo hemorragico) no lugar do
foliculo (SILVA, 2018).

O procedimento de higienizacdo da égua é da mesma forma que realiza no
sémen fresco ou refrigerado. No entanto, o material e a técnica sao diferentes; é
utilizada uma pipeta flexivel especifica para a palheta de 0,5mL e a técnica
intracornual profunda (Figura 27), que direciona a pipeta de inseminacéo pelo corno
uterino ipsilateral ao ovario desejado e permite a deposicéo do sémen 0 mais proximo

possivel do final do corno uterino (SILVA, 2018).
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Figura 27. llustracao da pipeta flexivel na técnica
intercornual profunda. Fonte: Silva, 2018.

7. TRANSFERENCIA DE EMBRIAO

Ocorrida a ovulacao, recomenda-se que a colheita de embrides seja realizada

nos dias 7 (D7) ou 8 (D8) apos a ovulacédo (DO0).

Quando o objetivo da coleta € o congelamento de embrido, o controle de
desenvolvimento folicular deve ser realizado com intervalos menores que 24 horas e
o lavado uterino é realizado no dia 9 (D9) pés-ovulacéo (FLEURY, 2007).

No método transcervical, o embrido é recolhido através de uma lavagem uterina
(flushing) da égua doadora, utilizando para tal de 2 a 3 litros de uma solugdo de Ringer
com Lactato previamente aquecida a 37- 40°C (MC KINNON et al., 1988). Utiliza-se
um cateter do tipo Foley, semirrigido, que passa através da cérvix até ao corpo uterino.
Este cateter possui um baldo inflavel na porcdo anterior que, quando cheio de ar,
impede que o meio de lavagem reflua através da cérvix para a vagina. Esse baldo é
inflado com 40 a 80mL de ar, sendo que a quantidade de ar ira variar de égua para
égua.

O extremo posterior € ligado a duas vias, em que uma extremidade corresponde
ao recipiente com o meio de lavagem e a outra ao filtro. Quando o cateter se encontra
bem posicionado procede-se a introducdo do meio de lavagem e sua posterior recolha
(LENZI, 2008). Para facilitar este procedimento, pode-se colocar uma mao pelo reto,
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de modo a ser possivel massagear e elevar 0s corpos uterinos tendo isto impacto

positivo na saida do fluido (Figura 28).

Figura 28. llustracdo da técnica de
coleta de embrido. Fonte: Futino, 2005.

Quando se termina o procedimento, separa-se o filtro do circuito, ja no
laboratorio, transferem-se os 20 a 30mL de meio de lavagem que ficaram residuais no
filtro para placas de Petri estéreis com marcacdes (MC KINNON et al., 1988).

A avaliacdo do rastreamento dos embribes é realizada com auxilio de um
microscopio estereoscopico (lupa) sob aumento de 10x e para a classificacdo
embrionaria utiliza-se um aumento de 40x (LIRA; PEIXOTO; SILVA, 2009).

A placa de Petri deve estar previamente riscada na sua parte inferior para facilitar
a localizacdo do embrido. Localizado, este é removido por aspiracdo com o auxilio de
uma palheta de congelamento de sémen de 0,25 ou 0,5mL acoplada a uma seringa
de insulina, e transferido para uma placa de Petri menor (35 x 10 mm), contendo o
meio de manutencdo holding, dentre outros. Sob condi¢cdes de higiene ambiental e
operacional, quando esse embrido € encontrado, deve-se examinar sobretudo a sua
gualidade e estado de desenvolvimento que se encontra (MC KINNON et al., 1988).

A maioria dos embrides encontra-se em fase de blastocisto inicial, blastocisto e
blastocisto expandido, devido a data da coleta, entre os dias D7 a D9, apds a ovulacéo
da doadora (LENZI, 2008).

A classificacdo dos embribes ocorre através da sua avaliacdo morfologica e se
baseia na forma, cor, tamanho, uniformidade, extrusdes e degeneracbes de

blastdbmeros. A fase de avaliagdo € muito importante na classificagdo do embrido, pois
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a qualidade do embrido equino 30 é o fator que mais influencia as taxas de prenhes
nos programas de transferéncias de embriées (FUTINO, 2005).

O embrido pode ser resfriado e transportado para uma transferéncia posterior ou
ser transferido logo apds a recuperacdo embrionaria. Para a transferéncia, os
embrides sdo acondicionados em palhetas de 0,25 ou 0,5 ml ou entdo em pipetas de
inseminacdo artificial e inseridos no corpo do Utero utilizando-se para isso, um
inovulador.

Quando o embrido é aspirado para dentro de um instrumento de manipulacgéo, a
coluna de meio contendo o embrido deve ser mantido de cada lado por colunas de ar
(Figura 29) (SILVA, 2014).

\ [ ] @) \
v l v
Meio Meio|

Figura 29. llustracdo do embrido no meio de
manutencdo entre as colunas de ar. Fonte: Futino,
2005.

Isso previne que o embrido acidentalmente seja lesionado ocorrendo perdas
durante a transferéncia (FUTINO, 2005). O material normalmente utilizado € uma
pipeta de inseminacdo padrdo, inovuladores descartaveis, uma bainha plastica é
colocada sobre o instrumento.

Com a égua receptora contida em tronco de contencdo, a limpeza da regido
perineal € feita, entdo o profissional que esta realizando a TE veste uma luva de
plastico sobre seu braco. Uma pequena quantidade de lubrificante é aplicada na vulva.
A extremidade distal do instrumento de transferéncia coberta pela bainha é colocada
na palma da méo e protegida pelo dedo do operador. O instrumento é introduzido
dentro da vagina e a ponta da bainha é introduzida na abertura externa da cérvix
(Figura 30) (FUTINO, 2005).
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O embrido pode ser depositado no corpo uterino ou em um dos cornos uterinos,
momento no qual, o instrumento é empurrado através da camisa sanitaria (SILVA,
2014).

Figura 30. llustracdo do inovulador atravessando a cérvice
e depositando o embrido no corpo uterino. Fonte: Silva,
2014.

Vérios fatores foram identificados como importantes para a sobrevivéncia do
embrido equino transferido. Estes incluem: qualidade do embrido, tamanho do
embrido, grau de sincronizada da ovulacao entre a égua doadora e a receptora, idade
da receptora e doadora, estacdo do ano e uso concomitante de medicamentos no
momento da transferéncia, como antibiéticos, progesterona/progestégenos e agentes
anti-inflamatorios ndo esteroidais para receptoras (MCCUE, 2015). Assim, a selecdo
e manutengdo de éguas receptoras parece ter um papel preponderante no sucesso
desta técnica. Afinal, além de ter que emprenhar, a receptora sera responsavel pelo
desenvolvimento da gestacéo e cuidados com o neonato até a desmama (LOPES,
2015). Desta forma, € necessario ter um olhar atento na sele¢do de receptoras, as
guais devem ser jovens, ter excelente escore de condi¢do corporal, tamanho, Gtero
adequado, ja ter parido e apresentar habilidade materna (RIGOLETO JUNIOR et al.,
2021).

A sincronia entre doadora e receptora é necessaria para o estabelecimento da
prenhes ap6s um procedimento de TE. A importancia dessa sincronizacao é pelo fato
de que o embrido em um Utero ndo sincronizado esta sujeito a se desenvolver com
niveis hormonais de uma fase a qual ele ndo se encontra, podendo nao efetivar a
prenhes ou ocorrer morte embrionaria precoce (BARNES, 2000).

Para contornar esta situacdo surgiu outra possibilidade que é preparar a
receptora com ciclo artificial para simular um ciclo natural nas éguas que estdo em
transicdo ou anestro, sendo a utilizagao de benzoato de estradiol e progesterona de

longa duracéo os mais utilizados (BOTELHO et al., 2015).
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Esse processo é citado como ciclo artificial, onde sdo administrados horménios
como estradiol e progesterona que séo responsaveis pela manutencdo da gestacao
das mesmas (SILVA; MEIRA, 2014). Desta forma € possivel continuar com as
transferéncias de embrides ao longo do ano. Nas receptoras aciclicas sao utilizados
protocolos com estradiol que se baseiam em simular a condicdo hormonal do estro e
expressao dos receptores uterinos para progesterona (AUPPERLE et al., 2010). Apés
a aplicacéo do estradiol observa-se a presenca do edema uterino em 24 a 48 horas,
e consequentemente faz a administracdo da progesterona. Todo esse procedimento
é finalizado realizando a inovulagdo (ROCHA FILHO et al., 2004)

Apoés detectar a prenhez por ultrassom, tdo cedo quanto quatro dias apos a
inovulacéo, as receptoras sao suplementadas com a progesterona exdgena até em
torno 100 a 120 dias de gestacdo (BOTELHO et al., 2015). O corpo lateo primario, ou
seja, resultante da ovulacdo da prenhes, é complementado por corpos luteos que
iniciam sua formacéo em torno de 40 dias de gestacéo, desenvolvendo-se a partir da
luteinizacdo de foliculos ovulatérios e anovulatorios, por acdo da eCG (gonadotrofina
coribnica esquina) produzida pelos calices endometriais da placenta (MCKINNON et
al.,, 2011). Em torno de 80 a 100 nas éguas gestantes a placenta tem a capacidade
de secretar a progesterona com niveis suficientes para manter a gestagao, logo a
suplementacdo com a progesterona exdgena passa a nao ser mais necessaria
(VANDERWALL et al., 2007).

8. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

A classificacdo € feita de acordo com o0s parametros de estagio de
desenvolvimento e qualidade dos embrides, conforme as recomendagdes da IETS
(Sociedade Internacional de Transferéncia Embrido) e descrito no Quadro 2. Em
coletas realizadas entre D6 e D8 dias apo0s ovulacdo, geralmente sdo encontrados
morula (Mo), blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl) e/ou blastocisto expandido (Bx). A
avaliagdo da qualidade embrionaria leva em consideragao a morfologia relacionando
com sua viabilidade (LIRA; PEIXOTO; SILVA, 2009).
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Quadro 2. Estagios de desenvolvimento embrionario equino.

Estagio

Tamanho (um)

Descricao

Mérula

150 a 200 pm

Massa solida de blastdmeros; zona pellcida
espessa; blastdmeros inicialmente grandes
e passiveis de identificacdo individual,
depois agregados compactos de
blastbmeros menores; borda externa dos
blastdbmeros de aparéncia “serrilhada”;
possibilidade de identificacdo do espaco
perivitelinico entre os blastdbmeros e a zona
pelicida; rolamento a manipulagéo.

Blastocisto inicial

150 a 250 pm

Zona peldcida espessa; inicio da formacao
da blastocele entre os blastdmeros; minimo
espaco perivitelinico, tamanho semelhante
ao da morula

Blastocisto

150 a 300 pm

Blastocele circundada por uma camada de
células trofoblasticas; massa celular interna
distinta; capsula evidente entre a camada de
trofoblastos e a zona pellcida; zona peltcida
fina

Blastocisto Expandido

300 a > 1,000 um

Blastocele grande circundada por uma
camada fina de células trofoblasticas;
células trofoblasticas pequenas e de
aparéncia uniforme; massa celular interna
distinta insinuada no interior da blastocele;
zona pelacida ainda presente ou ja
desaparecida; capsula aderida ao embrido
ou levemente destacada; diametro do
embrido variavel de acordo com a idade

Ovacito nao fertilizado
(UFO)

125 a 150 pm

Zona pelucida espessa; formato oval; plano,
nao rola a manipulacédo; membrana celular e
citoplasma podem se apresentar
degenerados ou fragmentados
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Massa celular interna

Figura 31. Imagens dos estagios embrionarios relatados no Quadro 2.
Fonte: MCCUE, 2011.

9. RELATO DE CASO

As éguas utilizadas para o programa de transferéncia foram acompanhadas por
meio de ultrassonografia transretal desde o inicio da estacdo de monta, sendo o
primeiro cio utilizado apena para acompanhamento. Na avaliagdo ultrassonografica
foram observados os critérios descritos no presente artigo, como o diametro e a
conformidade do foliculo e o edema uterino.

Belize, a égua escolhida para este relato, tem 3 anos e 8 meses e é sua segunda
estacdo de monta. Para a realizacdo do procedimento de transferéncia de embrides,
foi realizado o acompanhamento ultrassonografico do desenvolvimento folicular.
Quando seu foliculo dominante atingiu o tamanho de 43mm (Figura 32), a ovulacao
foi induzida por meio da aplicagdo de hCG (Chorulon), 1,7mL intravenosa. O sémen
utilizado na inseminacgédo era congelado, por esse motivo, 24 horas apés a inducao da
ovulacao, foi iniciado o acompanhamento ultrassonogréfico a cada 4 horas. Quando
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0 edema uterino, que se encontrava em grau 2 (Figura 33) no momento da inducéo,
caiu para o grau 1 e o foliculo apresentou-se disforme (Figura 34) com parede
anecogeénica (Figura 35), interpretou-se que a ovulacdo estava mais proxima e entao
0 acompanhamento ultrassonografico passou a ser a cada 2 horas. Quando
identificada a ovulagéo, iniciou o procedimento de inseminacao artificial (1A).

1D:435 cm

Fiaura 32. Foliculo com tamanho Figura 33. Utero apresentando
edema grau 2.

Figura 34. Foliculo com Figura 35. Foliculo apresentando
conformidade disforme. camada anecogénica.
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Apés a realizacdo da assepsia da regido perivulvar (Figura 36), o sémen
escolhido foi retirado do botijao de nitrogénio (Figura 37) e aquecido em banho maria
por volta da temperatura de 37,5°C (Figura 38). A palheta aquecida foi inserida na
pipeta flexivel através do mandril (Figura 39). A pipeta foi inserida na vagina com
lubrificante a base de agua e com o auxilio dos dedos atravessou a cérvice (Figura
40), e com o auxilio da palpacao transretal, a pipeta foi direcionada lateralmente ao

ovario que ovulou para a deposicéao seminal (Figura 41).

Figura 36. Assepsia da regido Figura 37. Retirada da palheta
perivulvar. de sémen do botijdo de
nitrogénio.

Figura 38. Aquecimento da palheta de Figura 39. Palheta inserida na
sémen em banho maria. pipeta através do mandril.
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Figura 40. Introducao da pipeta Figura 41. Guiando a pipeta

no Gtero, ultrapassando a para o lado que se encontra o
cérvice. foliculo ovulado através da

palpacao transretal.

Como relatado anteriormente, a coleta dos embrides foi realizada no nono dia
apos a lA (D9). A coleta foi realizada pela inser¢do de uma sonda na cérvice da vagina
e realizada a lavagem do utero com 3 litros de solucéo de Ringer com Lactato (Figura
42). A solugéao foi infundida forcadamente para produgéo de um turbilhonamento com
0 objetivo de trazer o embrido pelo fluxo do liquido. Foi entdo inserido o filtro coletor
na extremidade externa e novamente foi realizada a palpacéo transretal para

massagear o Utero e retirar todo o liquido inserido, assim como o embrido (Figura 43).

Figura 43. Passagem do lavado

no Utero através da cérvice e _
lavagem com Ringer com pelo filtro.
| actatn
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Apébs a terceira lavagem do utero, o contetdo presente no filtro foi transferido
para uma placa de Petri estéril com marcacdes e observado sob o aumento de 80x na

lupa estereoscoépio. Dois embrides foram observados (Figuras 44 e 45).

. .«.-' 2 i’ : ('e b .

. | 2 ; |
7 > ' /r‘
e Jl .

Figura 44. Observagdo do Figura 45. Observagcdo do
embrido niimero 1. embrido niimero 2.

Duas novas placas de Petri estéreis foram utilizadas para a lavagem dos
embrides. Nas novas placas foram dispostas 6 gotas de Holding Plus (Figura 46), um
meio de manutencao para embrides, com uma seringa apenas de plastico e com uma
seringa de insulina acoplada em uma ponteira e uma palheta de 0,25mm e 0,5mm
(Figura 47), referente ao tamanho de cada embrido, os embrides foram retirados da
placa anterior e passados, individualmente, por todas as 5 gotas periféricas até chegar

na ultima gota central, trocando de palheta em cada gota (Figura 48).

3 \
il § \

i
Figura 46. 6 gotas de meio de Figura 47. Seringa de insulina
manutencgdo na placa esteéril. com ponteira que ira acoplar na
palheta.
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Todo esse processo foi realizado para separacdo do embrido de todo o debri
celular (Figuras 49 e 50), a fim de evitar maior inflamac¢édo no Utero da égua que ira

receber o embrido.

Figura 48. Passagem do Figura 49. Visualizagdo dos 2
embrido pelas 6 gotas de meio embrides apo6s a lavagem.
de manutencéo. Aumento de 40x.

Figura 50. Visualizacédo dos 2
embrides apos a lavegam a
olho nu.

Para cada transferéncia, rotineiramente, sdo preparadas duas éguas com ciclo

artificial. A inovulacdo do embrido é feita no sexto dia (D6) apos a ovulagdo da égua
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receptora, sendo necessario um planejamento prévio. Ao passo que as doadoras sao
palpadas diariamente, as receptoras também s&do, para que haja maior
compatibilidade do ciclo hormonal para o embrido. Nos 3 dias que antecedem a data
da transferéncia (D3) sao realizadas administracées de cipianato de estradiol (ECP),
de 1mL, 2mL e 1mL, intramuscular, para que seja mimetizada a acdo do estrogeno e
0s sintomas de estro, como a preparacdo do Utero e a ativacdo dos receptores de
progesterona. No momento da transferéncia, as duas éguas em ciclo artificial foram
palpadas transretalmente e a partir do exame ultrassonografico foi escolhida a égua

com maior resposta ao ciclo artificial (Figura 51).

Figura 51. Corpo Iluteo
presente na receptora D6.

Uma nova palheta entdo foi utilizada para inovular o embrido. A fim de que o
embrido figue sempre em contato com o meio de manutencéo. Na palheta foi seguida
a seguinte ordem, foi aspirado o meio, em seguida ar, depois 0 meio contendo o

embrido, e na sequéncia ar e meio novamente (Figura 52).
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Figura 52. Palheta contendo meio, ar, 0 embrido
submerso no meio, ar e meio novamente.

A palheta foi inserida no inovulador com um mandril € 0 mesmo processo da IA
foi realizado: apés a assepsia, o inovulador foi coberto por uma camisa sanitaria e
inserido na vagina, com o auxilio dos dedos foi atravessada a cérvice, a camisa
sanitaria foi rompida e o embrido foi inovulado no Gtero da receptora.

Para auxiliar na manutencdo do embrido, foi inserido um implante vaginal de
progesterona (P4) que permaneceu por 12 dias, quando foi realizado o exame de
diagnostico de gestacéao (Figura 53). ApoOs a confirmacéo de gestacao o implante foi
retirado e a suplementacdo exdégena de P4 deixou de ser local e passou a ser
sistémica (P4-300), via intramuscular, 3mL, uma vez por semana até o quarto més de
gestacado, quando a placenta ja possui a capacidade de produzir P4 suficiente para

manter a gestacao por si.

Figura 53. Confirmacao de gestacao.
Embrido D12.
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Novos exames ultrassonograficos foram realizados para o0 acompanhamento
inicial de gestacdo (Figuras 54, 55 e 56). Todos positivos, mostrando o

desenvolvimento do embrido.

Figura 54. Embrido D28. Figura 55. Embrido D36.

Figura 56. Embrido D42.
Transicao de estagio
embrionario para estagio fetal.
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10. DISCUSSAO

De acordo com (Vanderwall, Woods, 2007), a TE € um procedimento facil em
relacdo a outros, porém, o que dificulta o sucesso de sua aplicacdo é a falta de
organizacdo do manejo e a sincronizacdo das éguas. Para um resultado positivo €
importante que haja receptoras disponiveis e sempre, ao menos, duas opcdes para
cada doadora. Quando ndo ha uma receptora adequada, o embrido pode ser
encaminhado para uma central de receptoras e ser inovulado na propriedade, dentro
do periodo de 8 horas, em temperatura ambiente.

Héa também a possibilidade de congelacéo de embrides. As vantagens do processo
de congelacéo incluem importacédo e exportacdo de embrides congelados e reducéo
consideravel dos custos para introducdo de nova genética em outro pais (Squires,
2005).

Entretanto, alguns pesquisadores relatam baixa taxa de recuperacédo embrionaria
(menor 45%) em colheitas realizadas no dia 7 apds a ovulagdo, pois a capsula
embrionaria, estrutura acelular que se forma entre os dias D6 a 7, pode interferir no
processo de congelacéo (Boyle et al., 1989).

A coleta realizada no D9 de éguas inseminadas com sémen congelado se da por
conta da estrutura comentada acima, que permite que o embrido consiga se
locomover pelo Utero da égua receptora e facilite o reconhecimento pelo endométrio
gue ha uma gestacdo. Antes do D8 e D9 a capsula ainda ndo é formada e pode
dificultar o reconhecimento de gestacédo, levando a perda embrionéria (Boyle et al.,
1989).

Caso passe do dia da coleta, o embrido passa da fase de maturacéo ideal para
coleta e se torna grande demais para conseguir ser manipulado e a antecipacédo do
processo, por conta do tamanho pequeno, pode também levar a perda embrionéria.
(Boyle et al., 1989).
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11. CONCLUSAO

A técnica da transferéncia de embrides depende de trés fatores, sendo eles, uma
boa doadora, uma boa técnica e uma boa receptora. No presente relato todos os trés
quesitos foram atendidos. A ocorréncia de coleta gemelar depende da qualidade
exclusivamente da qualidade da doadora. Péde ser concluido que o resultado positivo
€ um reflexo de todo o investimento, ndo apenas financeiro, mas de tempo e esfor¢o

concedidos para a realizagdo do procedimento.
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