AVA
AVAYAY

unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO"

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Departamento de Medicina Veterinaria

Graduacdo em Medicina Veterinaria

Ana Carolina Osse Mazaia
Transferéncia de Embries em éguas ciclicas e aciclicas
Trabalho de Concluséao de Curso

Botucatu

2021



Ana Carolina Osse Mazaia

Transferéncia de Embriées em éguas ciclicas e aciclicas

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Graduacdo de Medicina Veterinaria, da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Graduanda em Medicina
Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Henrique de Araujo
Machado

Co-orientador: Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa

Botucatu

2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAD TEC. AQUIS. TRATAMENTCO DA INFORM.
DIVISAO TECMICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAD - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESE

BIBLIOTECARIA RESFONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRE 8/7500

Mazaia, Ana Carolina Osse.
Transferéncia de embrifes em éguas ciclicas e aciclicas

/ Ana Carolina Osse Mazaia. - Botucatu, 2022

Trabalho de conclusido de curso (licenciatura - Medicina

Veterinaria ) - Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesgquita Filho", Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia

Orientador: Luiz Henrigue de Araujo Machado
Coorientador: Frederico Ozanam Papa
Capes: 50504037

1. Bictecnologia. 2. Eguas. 3. Transferéncia de
embrides.

Palavras-chave: Biotecnclogia; Eguas aciclicas; Eguas
ciclicas; Transferéncia de embriio.




Dedicatoria...

Dedico este trabalho ao meu avo, pelo exemplo de coragem e simplicidade; a todos
os professores da graduacdo, que foram de fundamental importancia no
desenvolvimento da minha vida profissional. Ao professor Luiz Henrique de Araujo
Machado pelos conselhos e por me orientar durante esse trabalho; e ao professor
Frederico Ozanam Papa pelos ensinamentos passados a mim que foram

essenciais para o desenvolvimento deste projeto.



Agradecimentos

O desenvolvimento deste trabalho de conclusdo de curso contou com a ajuda de
diversas pessoas ao longo dos anos, dentre as quais agradeco:

Aos professores Luiz Henriqgue de Aradjo Machado e Frederico Ozanam Papa, que
durante 8 meses me orientaram e acompanharam pontualmente, dando todo o auxilio

necessario para a elaboracéo do projeto.

Aos professores do curso de Medicina Veterinéria, mas também a todos aqueles que
ja cruzaram minha vida, pois foi através dos seus ensinamentos que eu pude hoje

estar concluindo este trabalho.

Aos meus pais que foram minha base e meus maiores incentivadores durante toda a
graduacéo, sempre me apoiando quando o desanimo e as insegurancas faziam

morada em meus pensamentos, ndo permitindo que eu desistisse.

Aos meus amigos, pela compreenséo das auséncias e pelo afastamento temporério e
ao meu cachorro Bradock que sempre estava por perto quando eu precisava de uma

dose de animo.



"Nunca se deve deixar prosseguir uma crise para
escapar a uma guerra, mesmo porque dela néao
se foge, mas apenas se adia para desvantagem
prépria”.

(Nicolau Maquiavel)



Resumo

A espécie equina sempre teve incontestavel importancia, porém sempre houve
dificuldades no meio reprodutivo dessa espécie que eram vistos como obstaculos. Ao
longo dos anos as dificuldades foram solucionadas com a evolucdo das biotécnicas
reprodutivas. Este trabalho visa descrever uma dessas biotecnologias, a transferéncia
de embrides, a qual pode ser realizada tanto em éguas ciclicas, quanto em éguas

consideradas aciclicas.

Palavras chave: “biotecnologia”, “transferéncia de embrides”, “éguas ciclicas e

aciclicas”.



Abstract

The equine species was always indisputably important, however, there were always
difficulties in the reproduction of that species that were seen as obstacles. Over the
years, those difficulties were solved by the evolution of reproductive biotechnology
techniques. This paper intends to describe one of these biotechnologies that is the
embryo transfer, wich can be performed both in cyclic mares and mares considered
acyclic.
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1. Introducéo

Os equinos sdo indispensaveis para o agronegocio brasileiro, sendo o rebanho
nacional constituido por aproximadamente 5.000.000 de cabecas, que desempenham
diversas funcdes, apenas o trabalho nas fazendas de gado pantaneiro e nos pampas
gaucho somam 3.900.000 cabecas. A agroindastria dos equinos gera 3,2 milhdes de
empregos em todo pais, na comercializacdo dos animais, na producdo de arreios,
racdes e medicamentos, gerando um faturamento bruto de aproximadamente 16
bilhdes de reais por ano (IBGE, 2008). O crescimento econdmico ocorreu devido ao
aumento da atividade equestre em areas como do trabalho, turismo, provas, festas de
rodeio e lazer. Outra atividade importante desempenhada pelos equinos, refere-se a
hipoterapia com criangas portadoras de deficiéncias motoras e psicossociais, como
atraso mental, autismo e outras. Os equinos também desempenham papel importante
na producdo de soros antiofidicos e, atualmente, tem auxiliado na producéo de soro
anti-Covid, que contribui no tratamento e recuperacdo de pessoas acometidas pelo
virus da COVID 19.

O aumento da procura e criacdo desses animais ao longo dos anos favoreceu o
investimento em biotecnologias que facilitam e ajudam na reproducdo dessa espécie,
ja que esta sempre foi considerada por muitos como a de menor fertilidade entre as
espécies de animais domésticos. Portanto, com o passar dos anos foram aplicadas
biotecnologias que visavam melhorar as taxas de prenhez e a reproducdo em geral
desses animais. Dentre essas biotecnologias a transferéncia de embrides, cujo
primeiro relato de sucesso ocorreu no Japdo na década de 70 (Oguri e
Tsutsumi,1972), foi aprimorada, até alcancar os resultados satisfatorios publicados
nesta Ultima década, sendo o Brasil um dos paises que faz o maior numero de

transferéncias de embrides equinos no mundo.

A transferéncia de embrides é usada como forma de aproveitar melhor o potencial
genético da égua, gerando mais embrides e transferindo para outras éguas que
exercem o papel de receptoras. Dessa forma a técnica possibilita que a doadora néo
seja retirada das suas atividades durante o periodo de gestacéo, além de aumentar o
namero de produtos que podem ser obtidos da mesma doadora (Hurtgen, 2008).
Existem diversos protocolos de sincronizacao de estro entre doadoras e receptoras

utilizados no meio da reproducao, mas serao abordados neste trabalho apenas os que
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sdo aplicados em casos de fémeas que estdo ciclando e aquelas que ndo estdo

ciclando, também chamadas de aciclicas.

A proposta deste estudo é descrever como € realizada a transferéncia de embrides
em éguas que estdo ciclando e éguas consideradas anovulatérias. Sera abordada a
fisiologia reprodutiva das éguas e toda técnica de transferéncia, desde como séo
escolhidas as éguas para o procedimento, como é realizada a sincronizagédo do estro
e até como é feita a colheita, selecdo e processamento dos embrides para serem

transferidos.
2. Reviséo da Literatura
2.1. Fisiologia reprodutiva das éguas

As éguas, em sua maioria, sdo consideradas poliéstricas sazonais, isso significa que
o ciclo estral da égua é orientado pela variacdo do fotoperiodo, uma vez que essa
variacdo influencia o eixo hipotalamo-hipofise-gonadal. Esse processo ocorre devido
a captacao de luz por receptores presentes na retina, que por sua vez estimulam o
eixo pineal-hipotalamico-hipofisario-gonadal reduzindo a producdo de melatonina e
com essa reducao ocorre o aumento da producado e secrecdo do hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) no hipotalamo. O GnRH tem seu sitio de atuacdo na
hipofise anterior, onde induz a producéo e liberacdo do FSH e LH, que por sua vez
atuam no ovéario determinando o desenvolvimento folicular e a ovulagédo. A secrecao
ovulatoria de LH é prolongada, ela possui 0 aumento gradual durante o cio e atinge o

pico um dia depois da ovulacdo (Hafez e Hafez, 2004; Ley, 2006).

Apesar de algumas éguas ciclarem o ano inteiro, elas ndo emprenham em todos os
periodos estrais, pois 0 cio acompanhado da ovulagdo s6 ocorre durante a estacao
reprodutiva, j& os periodos transitorios sdo caracterizados pelo crescimento dos
foliculos ovulatorios até um limite e depois estes entram em atresia. Porém, algumas
de fato podem ficar prenhes em qualquer época do ano, pois o0 inicio da estacdo
reprodutiva também estéd associado com o0 manejo da fémea, um exemplo disso é que
as fémeas que se alimentam a pasto normalmente se reproduzem no verao e
apresentam 0 anestro no inverno, mas aquelas que sdo bem alimentadas e
estabuladas podem ciclar o ano inteiro (Hafez e Hafez, 2004). O ciclo das éguas

possui duragcdo muito variavel, tanto de éguas para éguas quanto entre os cios da
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mesma égua, em média apresentam duracdo de 21 a 22 dias, sendo 14 dias no

diestro, predominio da progesterona e 7 dias no estro (Hafez e Hafez, 2004).
Figura 1: Representacdo da variacdo hormonal no ciclo estral da égua

""" “LH ~ FSM
e Ostradiol 17f  <..con PGF 20
e v Progesteron

Zait (Tage)

Fonte: Morel, 2003
2.2 Escolha das éguas

Essa etapa € extremamente importante para que seja entregue um produto de
qualidade para o proprietario, pois a qualidade do potro depende da selecédo correta
tanto da doadora quanto das receptoras. Portanto, deve-se avaliar ambas para

verificar se possuem as caracteristicas necessarias para realizar a transferéncia.

As doadoras geralmente sdo éguas de grande valor zootécnico e comercial, a escolha
dessas fémeas se refere ao valor do potro o qual elas podem produzir. Porém, existem
outros fatores que influenciam as escolhas das doadoras, como a idade, o histérico
reprodutivo e a quantidade de gestacfes desejadas (Vanderwall et al.; Squires et al.,
1999). Essas éguas devem ser constantemente examinadas até a observacéao do cio,
guando este for detectado passam a ser examinadas diariamente, monitorando o
crescimento folicular, dessa forma € possivel identificar o0 melhor momento para que
ocorra a inseminacao dessa égua. O ideal € que para cada doadora tenhamos duas
receptoras, para que na hora da inovulacdo possamos escolher a receptora com

melhores condic¢des reprodutivas (Carnevale, 2000; Vanderwall e Woods, 2007).

A escolha de uma boa receptora € de suma importancia para esse procedimento, o
gue pode ir contra a realidade que encontramos nas propriedades na pratica, pois a
receptora € quem sera responsavel por gestar e manter o embrido valioso da doadora.
Dessa forma a receptora deve ter caracteristicas boas para ser selecionada, além de
ser monitorada pela ultrassonografia transretal a fim de avaliar o Utero e os ovarios

buscando possiveis anormalidades (Meira, 2007). Para selecionar uma boa receptora
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esta deve apresentar bom historico reprodutivo, escore de condicdo corporal
adequado, bom desenvolvimento mamario, idade ideal entre 4 e 10 anos, auséncia

de anormalidades reprodutivas e ter boa indole (Vanderwall, 2000 e Fleury, 2007).

ApOs selecionar corretamente as éguas desejadas, é possivel iniciar a sincronizagao
do ciclo estral entre as éguas, esta etapa € essencial para que todo o processo de

transferéncia ocorra de forma correta.
2.3. Sincronizacgao do Cio em éguas ciclicas

Para que o processo de sincronizacdo seja iniciado de forma adequada ambas as
éguas devem estar entre 0 6° e 14°dia do diestro, sendo avaliadas através da
ultrassonografia diariamente, a fim de acompanhar o crescimento folicular (Allen,
2001; Duchamp et al., 1987). Existem duas formas de realizar a sincronizagéo, inibir
a secrecdo de LH ou encurtar o tempo de vida do corpo luteo (Hafez & Hafez, 2004).

A ovulacdo da receptora deve ser induzida dentro de dois dias da inseminacao da
doadora, com a aplicagdo de hCG ou GnRH. E uma técnica simples na qual
administra-se em dose Unica com injecdo intramuscular de PGF2a na receptora e em
24h ou 48h realiza-se a mesma aplicacao na doadora; ou também € possivel realizar
outro tratamento de aproximadamente 10 dias tanto nas receptoras quanto nas
doadoras. Nesse tratamento utilizamos progesterona injetavel em ambas as éguas,
mantendo o espagamento de 1 ou 2 dias citado anteriormente, e no ultimo dia aplica-
se uma injecao de prostaglandina com a finalidade de induzir a lutedlise, ap0s essa
aplicacao as éguas apresentardo o cio em 3 dias (Driancourt & Palmer 1982; Bergfelt,
2000).

2.4. Sincronizacgao do Cio em éguas aciclicas

As éguas aciclicas sao aquelas que estdo no periodo de anestro ou de transi¢céao e a
sincronizacdo dos estros dessas éguas deve ser realizada com estrégeno e
progesterona. O estrégeno é administrado para simular a condicdo do estro e
estimular a agédo dos receptores de progesterona no Utero. Apés o periodo de 24h a
48h da aplicacdo de estrogeno deve-se verificar se houve edema uterino com a
ultrassonografia transretal, quando confirmado o edema realiza-se a administracéo da
progesterona, 4 a 8 dias apds a ultima aplicacdo ja pode ser realizada a transferéncia

do embrido (Bringel et al.).
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Depois da realizacdo da transferéncia a progesterona deve ser reaplicada a cada 7
dias durante 120 dias, com a finalidade de manter a gestacdo e evitar possiveis
abortos. Ao realizar este protocolo de aplicacado de progesterona de forma correta o
resultado da taxa de gestacdo em éguas ciclicas e aciclicas ndo se apresenta muito

diferente (Bringel et al.).
2.5 Colheita e avaliacdo dos embrides

ApOs a sincronizacdo das éguas sejam elas ciclicas ou aciclicas a proxima etapa € a
colheita dos embrides e a sua avaliacdo para verificar a viabilidade. A coleta é
realizada com um equipamento proprio que é constituido por uma sonda de silicone
com balonete na ponta, o periodo ideal para realizar o procedimento é entre o dia 7 e
8 apds a fertilizacdo da doadora (Squires & Seidel, 1995). A colheita € um
procedimento ndo cirargico e pouco invasivo, a técnica para sua realizacdo é

relativamente simples.

Primeiro realiza-se a palpacao vaginal da égua doadora para auxiliar na passagem da
sonda de silicone pelo 6stio cervical, com a certeza de que a sonda esta dentro do
Utero o balonete é inflado com 40 ml de ar e a m&o é retirada da vagina para dar inicio
a segunda etapa do processo. Nesse momento palpa-se a égua por via retal e inicia-
se a infusdo de ringer lactato, geralmente € infundido 1L, mas dependendo do
tamanho da égua podem ser utilizados até 2L. A palpacao € necessaria para verificar
0 qudao cheio o Utero estd, apods a total infusdo do ringer lactato é acoplado o copo
coletor com filtro de 0,75 pum na ponta externa da sonda de colheita e inicia-se a
drenagem da solucéo, esse processo pode ser repetido até trés vezes. Depois de
recuperar a maior parte da solucdo que foi infundida, desacoplamos o copo coletor,
desinflamos o balonete e retiramos a sonda de silicone. A préxima etapa consiste em
identificar a presenca do embrido e sinais de sua viabilidade (Daels, 2007; Vanderwall,
2000).

Se o0 embrido foi recuperado em D8 é possivel observa-lo a olho nu no copo coletor,
porém se esse processo for realizado antes desse periodo sera necessario um
Estereomicroscépio, também chamado de lupa, para identifica-lo. Para utilizar esse
equipamento colocamos o liquido que estava retido no copo dentro de uma placa de
petri, a qual deve estar riscada para facilitar a identificacdo do quadrante que se

encontra o embrido, coloca-se a placa no estereomicroscopio no aumento de 10x e
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inicia-se o exame. ApoOs a localizacdo, o embrido deve ser aspirado com uma palheta
acoplada a uma seringa de 1ml ou com uma pipeta de 10ul e transferido para uma
placa menor que contém um meio especifico para a manutencdo do embrido. Depois
da transferéncia do embrido para a placa menor deve-se realizar a classificacdo de
estadio de desenvolvimento do embrido com a lupa no aumento de 40x, essa
classificacdo deve seguir as recomendacfes da International Embryo Transfer

Society.

Além de classificar o embrido quanto ao desenvolvimento, também deve-se avaliar
sua qualidade morfolégica, utilizando uma escala de 1-5 que avalia formato,
coloracdo, simetria, integridade da zona pellcida e extrusdo celular (McKinnon &
Squires 1988). A qualidade dos embries determinada por esta avaliacdo esta
diretamente relacionada com a taxa de sucesso da T.E., como citado por Squires e
Seidel, embribes com escore menor que trés ou que possuem anormalidades
apresentam baixa taxa de prenhez. Apés a realizacao da classificacdo e avaliacao, o
embrido passa por alguns procedimentos, que serdo descritos no préximo item, com

a finalidade de estar pronto para a sua transferéncia de fato.

Figura 2 — Coleta néo cirdrgica de embrides com cateter de silicone inserido. A sonda
de coleta ligada a solucao de lavagem e ao filtro coletor esta representada.

Liguido de
lavagem

Entrada de
liquido

Entrada  [liquido
de ar

Fonte: Vanderwall, 2000

2.6 Manipulagcédo do embrido e sua transferéncia

Para que o embrido esteja preparado para sua transferéncia ele passa por uma

lavagem cuidadosa, a manipulacdo deve ser realizada por um veterinario.

A preparagao para a lavagem deve ser realizada com a deposi¢cédo de dez gotas do
meio de manutencdo numa placa de petri, 0 embrido é lavado em dez passagens

consecutivas no meio, sendo essas lavagens da seguinte forma: o embrido é
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mergulhado com a pipeta na primeira gota, depois é aspirado novamente e iSso €
repetido nas demais gotas. Esse procedimento € realizado com a finalidade de limpar

a zona pelucida de impurezas (Fleury et al., 2001; Camilo et al., 2003; Daels, 2007).

Apoés a lavagem completa deve ser preparada a palheta de inovulagdo, montada de
forma cautelosa sempre deixando fracOes alternadas de meio de manutencéao e ar,
visando reduzir a movimentagdo do embrido e, facilitar a expulsdo no momento da

transferéncia (Silva, 2003).

A transferéncia ja foi um procedimento cirdrgico no seu inicio, no qual realizavam uma
incisdo no flanco da égua para depositar o embrido, entretanto com o avanco de novos
estudos o procedimento utilizado atualmente é nao cirargico (Fleury et al., 2007). Essa
técnica é rapida, possui alto grau de prenhez e sua complexidade é relativamente
baixa, ela consiste em depositar o embrido no corpo do Utero com uma pipeta de

inseminacgao que consiga atravessar a cérvix da égua.

Tabela 1: Critérios de classificacdo de qualidade dos embrides

Classificacao Qualidade

Grau 1: Excelente Embrides esféricos; com tamanho, textura e cor

uniformes.

Grau 2: Bom Embribes com poucas imperfeicbes, poucos
blastémeros extrusos, algumas células degeneradas ou

com a blastocele colapsada.

Grau 3: Razoavel Embrides com problemas ndo muito severos de
blastbmeros extrusos, células degeneradas ou

blastocele colapsada.

Grau 4: Pobre Embribes com a blastocele colapsada, muitos
blastdbmeros extrusos e células degeneradas; mas com

a massa embrionaria com a aparéncia viavel.

Grau 5: Degenerado Embrido totalmente degenerado ou o00cito néo

fecundado.

Fonte: McKinnon & Squires, 1988
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3. Conclusao

Com este trabalho foi possivel analisar toda técnica de como realizar uma
transferéncia de embrido, desde a escolha das éguas até a deposi¢cdo do embrido no
Gtero da receptora, discorrendo a respeito das diferencas entre a preparacao

hormonal das éguas ciclicas e das aciclicas.

Essa biotecnologia é extremamente importante para a chamada industria equina, por
oferecer um melhor aproveitamento do potencial reprodutivo da égua sem que suas
atividades sejam prejudicadas. Com ela podemos potencializar o nimero de produtos

de excelente qualidade, o que ¢é atrativo aos criadores desses animais.

Por mais que atualmente as taxas de sucesso sejam altas ainda ha muito o que se
discutir a respeito de possiveis melhorias das taxas de prenhez por esse
procedimento. A possibilidade de estudar novos protocolos € vasta e o mercado para
esses estudos é extremamente promissor, além de que se pode associar essa técnica

com a superovulacdo das éguas.
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