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Projeto ALTBioTech RepGen — Recursos Genéticos
Animais e Biotecnologias: Projecao para o futuro

Neste projeto pretende-se transmitir conhecimentos cientificos e
tecnoldgicos nas dreas das biotecnologias, reproducdo e genética
animal aos diversos agentes do sector agropecuario, melhorando a
produtividade e a competitividade das empresas agricolas. Mais
especificamente, pretende-se contribuir para a melhoria da eficiéncia
dos programas de conservagao das racas domésticas autoctones e dos
programas de melhoramento genético das racas, promovendo
igualmente a transferéncia de conhecimento entre a investigacdo e o

setor agricola Alentejano.

O presente manual encontra-se focado na espécie equina, procurando
fornecer informacdo pratica sobre o acompanhamento reprodutivo na

fémea e a implantagdo de um programa de transferéncia de embrides.

Lider do projeto: Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e

Veterinaria

Parceiros: Instituto Politécnico de Santarém, Instituto Politécnico de

Portalegre, Associacdo de Agricultores do Sul
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1. Anatomia reprodutiva da égua

O sistema reprodutor da égua pode ser separado em dois tipos de
drgdos: os drgdos, internos e externos, relacionados diretamente com
a funcdo reprodutiva; e os érgdos responsaveis pela integracdo dos
estimulos nervosos e controlo enddcrino. No presente capitulo
procederemos a descricdo dos orgdos reprodutores externos e
internos. No sentido caudocranial podemos identificar, como

principais érgaos do sistema reprodutor da égua:

o Vulva - abertura terminal do trato genitourindrio, a cerca de 6 cm
do anus. Mede aproximadamente 12-15 cm, desde a comissura

dorsal até a comissura ventral (fig. 1).

Figura 1. Conformagdo vulvar adequada em égua, onde se assinala o comprimento
total desde a comissura dorsal até a comissura ventral vulvar.
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E fundamental o correto encerramento dos labios vulvares, na
medida em que estes constituem a primeira barreira de protecao
a entrada de microrganismos e possivel desenvolvimento de

patologias (fig. 2).

Figura 2. Conformagdo vulvar inadequada em égua.

Cranialmente a comissura ventral da vulva localiza-se o clitéris,
rodeado dorsalmente por trés seios clitoridianos e ventralmente
pela fossa do clitéris (fig. 3). Os seios e a fossa sdo locais
frequentemente utilizados para a colheita de amostras para

analise bacteriana — Taylorella equigenitalis (agente da metrite
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contagiosa equina — doenca de declaracdo obrigatdria)

(Blanchard, et al., 2003);

Figura 3. Exposigdo de clitoris, seios clitoridianos (1) e fossa do clitoris (2).

Vestibulo — porg¢do caudal a vagina de cerca de 10-12cm, separada
da mesma através da prega transversa, onde se encontra o orificio
uretral externo (fig. 4). O vestibulo é responsavel pela producdo
glandular do trato reprodutivo posterior, e pela formacado do anel
ou prega vestibulo-vaginal, que protege a vagina craneal da

entrada de microrganismos (Blanchard, et al., 2003);
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Figura 4. Vestibulo e prega transversa vestibular

Vagina — cavidade tubular virtual de aproximadamente 15-20cm
(fig. 5) que se encontra nas cavidades peritoneal e retroperitoneal.
A vagina possui um epitélio escamoso estratificado que protege a
mucosa da entrada do pénis. Podera ser sede de patologias tais
como a pneumovagina — preenchimento da cavidade com ar, e a
urovagina — preenchimento com urina, que irdo alterar a

fertilidade da égua (Blanchard, et al., 2003);

10
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Figura 5. Vagina e cérvix visualizados através de espéculo

o Colo ou cérvix — esfincter tubular de aproximadamente 6 cm que
se projeta na vagina, rodeado pelo férnix (fig. 6). Contém
glandulas que produzem muco cuja composigdo varia consoante a
fase do ciclo éstrico. O cérvix possui pregas longitudinais continuas
com as pregas uterinas, que se expandem no momento da cépula

para permitir a entrada do pénis (Blanchard, et al., 2003);
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Figura 6. Cérvix e fornix visualizados por endoscopia

Utero —em forma de Y, composto pelo corpo uterino, onde ocorre
a deposicdo do sémen de equino, e os cornos uterinos, onde
ocorre a implanta¢do do embrido. O Utero equino, com cerca de
40cm de comprimento, esta suspenso nas cavidades pélvica e
abdominal através do ligamento largo uterino — mesométrio, onde
se encontram as artérias vaginal, uterina e ovdrica, e veias
correspondentes. Este 6rgdo é constituido pelas duas camadas
musculares do miométrio e pela camada mucosa do endométrio,
composta por pregas de glandulas secretérias (Blanchard, et al.,

2003);

Oviduto ou trompa de Falépio — composto por unido Utero-

tubdria, istmo, ampola e infundibulo. Local onde ocorre a

PORTUGAL UNIAQ EUROPEIA.
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movimenta¢do dos espermatozoides, a fecundagcdo e a
movimentag¢do do embrido, através do movimento ciliar da sua
mucosa. Une-se com o Utero na papila ovarica (fig. 7) (Blanchard,

et al., 2003);

Figura 7. Papila ovdrica (seta) visualizada por endoscopia

o Ovario—localizado na zona sublombar, caudolateral ao rim, sendo
o ovario esquerdo mais caudal que o direito. Encontra-se fixo pelo
ligamento suspensério e é responsdvel pela funcdo exdcrina
(produgdo de gametas) e enddcrina (produgdo de hormonas). O
ovario da égua caracteriza-se pela inversdo entre o coértex e a
medula, resultando na existéncia da fossa de ovulagdo: local
especifico onde ocorre a rotura do foliculo pré-ovulatério

(Blanchard, et al., 2003).

W evteie 15820 —— 9

2020



ACOMPANHAMENTO REPRODUTIVO EM EGUAS E
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2. Fisiologia reprodutiva da égua

Os equinos sdo uma espécie poliéstrica sazonal de fotoperiodismo
positivo e esta sazonalidade é bastante marcada na fémea. Durante a
primavera e verdo a égua ndo gestante repete ciclos éstricos de
aproximadamente 21 dias de duracdo, divididos em fase folicular ou
estro (14 dias) e fase luteal ou diestro (7 dias). O estro é caracterizado
pelo crescimento folicular e produgdo de estrogénios, motivando a
recetividade ao macho (fig. 8), e termina com a ovulagdo. Os principais
sinais de recetividade sexual na égua consistem na elevagdo e
lateralizagdo da cauda, exposicao do clitéris, micgao frequente,

descida da pélvis e abdugdo dos membros posteriores.

= B

Figura 8. Egua em estro apresentando sinais de recetividade sexual
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O diestro caracteriza-se pela cessacdo da recetividade sexual (fig. 9) e
pela producdo ativa de progesterona por parte do corpo
|iteo/amarelo, formado apds a ovulagdo. Caso ndo tenha ocorrido
fecundacao, a fase luteal termina com a producao de prostaglandina
F2 alfa (PGF2a) uterina, que causa a elimina¢do do corpo Iuteo e inicio
de nova fase folicular. Caso a égua se encontre gestante, o Utero ndo
produzird a hormona PGF2a e, portanto, o corpo lUteo sera mantido,
mantendo a concentracdo sérica de progesterona favoravel a gestacdo

(Blanchard, et al., 2003).

Figura 9. Egua sexualmente ndo recetiva a garanhdo
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Durante os meses de outono e inverno, em que os dias sdo mais

curtos, a égua normalmente deixa de exibir atividade ciclica, entrando

em anestro. No inicio e no final da época reprodutiva, a égua encontra-

se em época de transicdo, em que é frequente o aparecimento de

ciclos éstricos irregulares sem ocorréncia de ovulagdo (Blanchard, et

al., 2003).

Os Orgdos responsaveis pelo controlo endécrino do sistema

reprodutor e integracdo de estimulos nervosos na égua sdao os

seguintes:

12

Glandula pineal - realiza a producdo de melatonina
maioritariamente no periodo noturno, regulando o ritmo
circadiano do animal. No caso dos equinos esta hormona é
antigonadotrdpica, atuando diretamente sobre o hipotalamo: os
niveis elevados de melatonina nos dias de inverno bloqueiam a
funcdo reprodutiva, e os niveis mais reduzidos existentes na
primavera/verdo estimulam o sistema reprodutor;

Hipotdlamo - estrutura neuroenddcrina responsavel pela
producdo da hormona libertadora de gonadotropinas (GnRH), que
atua diretamente sobre a adenohipdfise, estimulando a producdo

das gonadotropinas;

10
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O

»

Hipdfise — produz as gonadotropinas foliculoestimulante (FSH) e
luteinizante (LH), que sdo libertadas na circulacdo sistémica e
atuam diretamente sobre as génadas. No ovario, a hormona FSH
é responsavel pelo recrutamento e crescimento folicular,
enquanto que a hormona LH é responsavel pela maturac¢do do
foliculo dominante, ovulagdo e manutenc¢do do corpo lUteo;

Ovdrios — responsdveis pela producdo de estrogénios, por parte
dos foliculos, e da progesterona, por parte dos corpos luteos

(Blanchard, et al., 2003).
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3. Exame reprodutivo na égua

O exame reprodutivo deve ser executado apds a correta realizagao da
anamnese e do exame fisico geral, incluindo auscultacdo do animal e
monitorizacdo de constantes fisioldgicas. E igualmente fundamental a
recolna de dados sobre a condicdo corporal, a idade, o
comportamento habitual em estro, pré e pds-parto, as duragdes de
gestacdo anteriores, a ocorréncia prévia de partos distécicos ou outros

fatores relevantes da vida reprodutiva da égua.

3.1. Exame fisico reprodutivo

Antes da realiza¢do do exame fisico ao aparelho reprodutor da égua é
necessdrio que o animal esteja contido de forma adequada, de acordo
com o seu carater e imprevisibilidade. Idealmente deve utilizar-se um
tronco de contencdo (fig. 10), ainda que existam outras alternativas

como peias (fig. 11) ou a utilizagdo de sedativos.
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Figura 11. Egua contida com peias
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Antes da realizacdo da palpacao retal, deve realizar-se um exame
reprodutivo externo que inclua a avaliacdo da conformacao vulvar da
égua. A importancia deste parametro reside no fato de a vulva
consistir na primeira barreira fisica a entrada de microrganismos na
vagina e posteriormente no Utero. Quaisquer alteragBes vulvares
presentes, tais como laceragdes ou abcessos, devem ser registadas e
tratadas médica ou cirurgicamente. A conformacao vulvar é também
calculada de acordo com o indice de Caslick, um parametro que resulta
da multiplicagdo do comprimento da vulva que se encontra superior
ao pavimento isquiatico pelo angulo de inclinagdo em que a prépria
vulva se encontra. Um indice de Caslick superior a 150 (fig. 12) significa
que a égua necessitard uma vulvoplastia (sutura de Caslick), para
prevenir problemas de fertilidade (Blanchard, et al., 2003; McKinnon,

Squires, Vaala, & Varner, 2011).
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Figura 12.Conformagdo vulvar correspondente a um indice de Caslick superior a 150
Para a realizacdo da palpacdo retal, a cauda da égua deve ser fixada
verticalmente, de forma a facilitar a entrada do braco do técnico (fig.
13) e é fundamental a utilizacdo de lubrificante e luvas de palpacdo
retal (fig. 14) de forma a limitar o atrito e prevenir qualquer laceragdo

da mucosa retal.
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Figura 13. Equa colocada em tronco de contengdo com fixagdo da cauda.

Figura 14. Colocagdo de lubrificante em luva de palpagdo retal

18 > .entee (950520 ey
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O técnico devera colocar a mao em cone e introduzi-la lentamente
através do esfincter anal, tendo extrema precaucdo em todas as
manipulagées que realiza internamente, devido ao risco de perfuracdo
retal. As fezes devem ser removidas do reto e célon distal, de forma a
poder-se palpar posteriormente as estruturas presentes nas cavidades
pélvica e abdominal. Para um correto exame do aparelho reprodutor
é importante identificar inicialmente as referéncias anatémicas de
localizacdo constante, tais como o assoalho pélvico, e posteriormente
ir avangando cranialmente até detetar o cérvix, o corpo e cornos

uterinos, e finalmente os ovdrios (fig. 15).

E possivel detetar, através da palpacio, alteragdes na consisténcia do
cérvix, corpo e cornos uterinos, assim como intuir sobre a dimensdo e
estruturas presentes em cada ovdrio. A posi¢do de cada érgao podera
variar bastante, consoante a condi¢do corporal, idade, época do ano,
estado reprodutivo da égua (gestante ou ndo), o numero de partos
anteriores ou o conteudo vesical e retal (Blanchard, et al., 2003;

McKinnon, Squires, Vaala, & Varner, 2011).
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Figura 15. Simulagdo de palpagdo retal em modelo anatémico de égua, com
palpagdo de cérvix (A), bifurcagdo uterina (B) e ovdrio esquerdo (C).
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Como prova complementar a palpacdo retal é possivel realizar uma
vaginoscopia, que permite visualizar diretamente a mucosa vaginal,
assim como o colo uterino, através da colocacdao de um espéculo. Esta
estrutura altera o seu ténus e diametro consoante a fase do ciclo
éstrico em que a égua se encontra: durante o estro, o cérvix possui um
didametro maior e a sua consisténcia encontra-se diminuida (fig. 16),
possibilitando a hipotética entrada do pénis no Utero da égua; durante
o diestro e anestro o cérvix esta encerrado, possuindo uma
consisténcia aumentada e um menor diametro (fig. 17) (Blanchard, et

al., 2003).

Figura 16.Cérvix em estro visualizado através de espéculo

W= enteio (15520 e ”



ACOMPANHAMENTO REPRODUTIVO EM EGUAS E
TRASNFERENCIA DE EMBRIOES

Figura 17. Cérvix em diestro visualizado por endoscopia

Como conselhos interessantes para a realizacdo da palpacao retal,
enumeram-se os seguintes: poderd ser bastante vantajoso aprender a
realizar palpagdo com ambas mdos, sobretudo quando o volume de
animais a palpar é elevado; é fundamental realizar uma boa recolha
de histéria pregressa reprodutiva, de forma a saber que parametros
sdo habituais no animal que se estd a acompanhar; é imprescindivel
realizar uma avalia¢do critica e objetiva da seguranca, para o animal,
para o ajudante ou operador responsavel pela contencdo e para o
técnico que se encontra a realizar a palpacdo retal; é importante
compreender que poderdo ocorrer alteragdes transitorias a nivel da

localizagdo dos diferentes drgaos, pelo que aguardar ou inclusive

22 > .entee (950520 —
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passear o animal poderdo ser boas opc¢des; a visualizacdo de sangue
na luva de palpagao é motivo de paragem completa do exame

reprodutivo, devido aos riscos associados.

3.2. Exame ecografico

O exame ecografico consiste na principal ferramenta de diagndstico
utilizada na clinica reprodutiva de equinos, tendo sido amplamente
utilizada desde os anos 80. Tipicamente, é utilizada a ultrassonografia
em modo B, que permite obter em tempo real uma imagem
bidimensional em escala de cinzentos, dos tecidos moles que sdo
atravessados pelos ultrassons. Para a realizacdo da ecografia
transretal em equinos é necessaria uma sonda/transdutor transretal
conectada ao ecédgrafo que habitualmente possui um painel de
controlo e um monitor para controlo do procedimento ou, em
alternativa, um monitor tactil que permita cumprir ambas fungdes (fig.
18), assim como luvas de palpacdo e lubrificante obstétrico. A sonda é
responsavel pela transmissdo e recessdo dos ultrassons, que projetam
a imagem dos tecidos no monitor do ecdgrafo, diferenciando-os
através da sua ecogenicidade (capacidade de propagar ou refletir os
ultrassons) que é representada na escala de cinzentos. Em reprodugéo

equina sdo habitualmente usadas sondas lineares de 5 a 6MHz, que
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permitem obter imagens adequadas das estruturas do aparelho

reprodutor por via transretal (Blanchard, et al., 2003).

Figura 18.Ecoégrafo com monitor tdctil e sonda transretal

Este exame, realizado de forma sistematica, permite assim visualizar
estruturas tais como os foliculos ovaricos (fig. 19), quistos
endometriais (fig. 20) e fluido livre no limen uterino (fig. 21), sendo
também fundamental no diagndstico precoce de gestacdo (fig. 22),
maneio de gestacOes gemelares e detecao de potenciais patologias

ovaricas ou uterinas (McCue P., 2014).
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Figura 20. Quisto endometrial
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Figura 21.Liquido livre no lumen uterino

Figura 22. Diagndstico de gestagdo positivo com presenga de embrido de 13 dias

26 ' 2020 lo ‘.J 3”81.20 B
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Para a realizacdo de uma ecografia transretal em equinos, é

recomendadvel seguir alguns passos importantes:

O

Realizar inicialmente uma palpacdo transretal a égua, incluindo a
remocdo das fezes do reto de forma a que a sonda possa
posteriormente funcionar de forma adequada. Esta palpacao
transretal deve ser realizada de forma sistemdtica, permitindo ao
técnico identificar previamente a localizacdo das estruturas a
avaliar;

Colocar lubrificante obstétrico na sonda e na mdo que a
introduzira no reto do animal;

Realizar um exame sistematico do sistema reprodutor feminino:
identificar o corpo do Utero e deslizar a sonda lentamente e de
forma continua ao longo de um dos cornos, até alcancar o ovario
ipsilateral, angulando a sonda de forma a obter uma imagem
completa de todas as estruturas. Repetir o procedimento para o

corno e ovario contralaterais, regressar a zona da bifurcagdo

uterina e retirar a sonda (McCue P., 2014).

Relativamente a interpretacdo da ultrassonografia reprodutiva em

éguas, nos ovarios podemos detetar foliculos de diferentes tamanhos,

corpos hemorragicos (fig. 23) e corpos luteos ativos (fig. 24) ou em

regressado (corpos albicans) (McCue P., 2014).

»
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Figura 23.Corpo hemorrdgico em ovdrio esquerdo

Figura 24. Corpo luteo ativo em ovdrio esquerdo
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E também possivel identificar estruturas anédmalas, tais como foliculos
persistentes anovulatérios, tumores ovaricos ou quistos (McCue P. ,
2014). Quanto a avaliacado ecografica uterina, é possivel reconhecer os
diferentes estadios de edema uterino (fig. 25, 26 e 27) resultante dos
niveis elevados de estrogénio e reduzidos de progesterona, sendo
possivel estimar o momento da ovulacdo (McCue P., 2014). Como
referido anteriormente, é ainda possivel detetar a presenca de liquido

livre no limen uterino, estruturas quisticas e embriGes.

Default 02/12/2019
09:45:55

Figura 25. Edema uterino grau 1
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Default
Horse/Ovary

Figura 26.Edema uterino grau 2

Default
Horse/Ovary

Figura 27. Edema uterino grau 3
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4. Transferéncia de embrides

Atransferéncia de embriGes (TE) € uma biotecnologia reprodutiva com
grande relevancia na clinica equina. Esta técnica consiste em recolher
um embrido do trato reprodutivo de uma égua que tenha sido coberta
por monta natural ou inseminacao artificial, e introduzi-lo no Utero de
uma égua recetora, responsavel pela gestacao e parto do potro. Desta
forma, é possivel obter um produto com qualidade genética

determinada, criado por uma progenitora ndo biolégica.

A TE na espécie equina foi realizada pela primeira vez com éxito nos
anos 70 (Allen & Rowson, 1975; Oguri & Tsumini, 1974), ainda que a
comercializacdo da técnica apenas se tenha iniciado nos anos 80. O
procedimento teve grande aceitagdo nos paises da América Latina
como a Argentina (Riera & McDonough, 1993), e na Peninsula Ibérica
comegou a ser pratica corrente na clinica reprodutiva equina no inicio

do século XXI.

As principais vantagens da utilizacdgo da TE como biotecnologia

reprodutiva sdao as seguintes:

o Obter descendéncia de uma égua sem interromper a sua carreira
desportiva;

o Obter no mesmo ano mais de um produto na mesma égua;
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o Eguas jovens de elevado valor genético podem ter descendéncia
sem que isso afete o seu desenvolvimento e crescimento;

o Eguas com historial de reabsor¢do embriondria ou outros
problemas de fertilidade podem gerar embrides que chegarao a
término caso sejam transferidos para o Utero de outra égua;

o Conseguir descendéncia de éguas com problemas de saude nao
reprodutivos, como por exemplo musculo-esqueléticos, que
impecam a gestagdo e o parto;

o Evitar orisco associado a gestagdo e ao parto em éguas de elevado
valor econémico;

o Um produtor pode possuir poucas éguas de elevada qualidade e
muitas éguas recetoras, de forma a obter descendéncia dos seus

melhores exemplares.

Apesar de possuir inUmeras vantagens, a TE na espécie equina
apresenta igualmente fatores que limitam a utilizacdo da técnica
(McCue & Squires, 2015), entre estes a dificuldade que esta espécie
apresenta nos tratamentos de superovulagdo (McKinnon & Squires,
1988), assim como o custo elevado que o procedimento apresenta em
comparag¢do com outras biotecnologias reprodutivas. Adicionalmente,
existem outros fatores que condicionam o sucesso da TE, tais como a
fertilidade do garanhdo, uma vez que a utilizagdo de sémen de ma

qualidade afetara a recuperacdo de embriGes; a idade e condicdo

32 > o 3020

2020



ACOMPANHAMENTO REPRODUTIVO EM EGUAS E
TRASNFERENCIA DE EMBRIOES

reprodutiva da égua dadora e da recetora; assim como o treino da

equipa técnica que realiza o procedimento.

4.1 Preparacdo, sincronizacdo e inseminacdo das éguas

Para a realizacdo de um programa de TE é conveniente contar com
éguas dadoras de uma idade compreendida entre os 3 e os 14 anos,
sauddveis e sem problemas reprodutivos. A taxa de recuperacao
embriondria nos programas de TE é inferior tanto em éguas jovens
sexualmente imaturas (menores de 2 anos), como em éguas idosas
(mais de 15 anos) que apresentam uma diminuicdo na qualidade dos
ovécitos e da salde uterina. Da mesma forma, quando sdo utilizadas
éguas que apresentem stresse, condi¢cdo corporal inferior ao normal
ou algum tipo de patologia (claudicacdo, problemas dentarios, ma-
nutricdo, etc.) o éxito da TE é reduzido (McCue & Squires, 2015). Desta
forma, as melhores éguas dadoras de embrides sdo as de meia-idade,
gue apresentem uma boa condi¢do corporal, sem patologias e que

apresentem uma adequada saude reprodutiva.

Quando se inicia o programa de TE é fundamental avaliar
adequadamente a égua dadora de embrides. E importante recolher a
histdria clinica do animal, uma vez que aporta grande quantidade de

informacgado, assim como a idade da égua, se ja foi submetida a um
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programa de TE e qual a taxa de éxito, se ja teve algum parto, se lhe
foram diagnosticados quaisquer problemas reprodutivos, vacinas,
desparasitacoes, etc. De seguida deve iniciar-se um exame fisico ao
animal e um exame especifico ao sistema reprodutor (Squires, McCue,
& Vanderwall, 1999). E conveniente realizar previamente um
seguimento completo de um ciclo éstrico e avaliar todas as
caracteristicas reprodutivas do animal. Como indicado em capitulos
anteriores, para avaliar os diferentes componentes do sistema
reprodutor pode realizar-se palpacdo retal, ecografia ou inspecdo
vaginal com recurso ao vaginoscépio. Deve ainda realizar-se uma
citologia do endométrio quando a égua entre em cio para avaliar o
estado do seu endométrio, assim como uma cultura microbiana do seu
conteldo, caso seja necessario. Adicionalmente, é possivel realizar
uma biopsia uterina para avaliar de forma mais aprofundada o estado
do endométrio. Caso se detete algum problema reprodutivo como
endometrite, urovagina-uroutero ou pneumodutero, este deve ser

tratado antes de iniciar o programa de TE.

No caso das éguas recetoras, estas assumem grande importancia nos
programas de TE, sendo responsaveis pela rececao do embrido e
manutenc¢do da gestagdo, e por ultimo pelo parto. Por cada égua
dadora devem existir duas a trés éguas recetoras, uma vez que no
momento da transferéncia pode dar-se uma redugdo na efetividade
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da sincronizacdo (McCue & Squires, 2015), ou ainda porque no melhor
dos casos a dadora pode ovular de dois foliculos e possuir dois
embrides. E possivel utilizar também éguas previamente sujeitas a
ovariectomia como recetoras, tratadas com progesterona exégena,
permitindo este método contar com recetoras aptas em qualquer
momento sem necessidade de sincronizagdo (Hinrichs, Sertich,
Palmer, & Kenney, 1987; McKinnon, Squires, Carnevale, & Hermenet,

1988).

A dimensdo corporal da égua recetora é fundamental, devendo ser
igual ou superior ao da correspondente égua dadora, uma vez que o
abdémen devera possuir uma dimensdo suficiente para manter a
gestagdo e evitar o aparecimento de problemas na gestagdo e no parto
(McCue & Squires, 2015). Existem igualmente estudos que relacionam
o crescimento fetal e o tamanho dos potros ao nascimento com o
tamanho da progenitora (Allen, Wilsher, Tiplady, & Butterfield, 2004).
Outro aspeto importante relativo as recetoras é a idade, que deverd
estar compreendida entre os 4 e os 10 anos, periodo em que a
fertilidade é superior, sendo igualmente desejavel que tenham tido
pelo menos um parto, de forma a conhecer-se a sua capacidade de
gestacdo, facilidade de parto e aptiddao maternal. As éguas devem
possuir uma condi¢do corporal adequada, devem ser saudaveis e

apresentar um carater ddcil e facilidade de maneio, uma vez que num
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programa de TE se manipulam os animais diariamente durante um
periodo prolongado. Por dltimo, as éguas recetoras devem estar
isentas de problemas reprodutivos. Desta forma, os animais devem ser
submetidos a um controlo exaustivo prévio ao inicio do programa de
TE, realizando-se um seguimento completo de um ciclo éstrico,
observando a atividade folicular presente nos ovarios e a correta
formacdo dos corpos luteos (CL). Quando as éguas se encontrem em
cio devem ser estimuladas pela presenca de um garanhdo para avaliar
a sua recetividade, e devem ser realizadas as provas de diagndstico
convenientes para determinar o seu estado reprodutivo (ecografia,
citologias endometriais, culturas microbioldgicas, biopsias uterinas,
histeroscopias, etc.). As éguas que apresentem qualquer tipo de
anomalia que possa interferir com o éxito da TE devem ser descartadas

imediatamente do programa.

A sincronizacdo dos ciclos éstricos da égua dadora e das recetoras,
associada a avaliagdo reprodutiva dos animais, sdo as atividades que
mais tempo requerem nos programas de TE. O objetivo da
sincronizagdo é que os animais ovulem dentro de determinado
intervalo de tempo, para que quando se transfira o embrido da dadora
para o Utero da recetora o reconhecimento materno da gestacdo
ocorra, permitindo a implantacdo do embrido e a consequente
gestacdo. Este intervalo de tempo é relativamente amplo, sendo
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possivel que a recetora ovule desde um dia até trés dias apds a dadora,
sem que a taxa de éxito da TE se veja afetada (Jacob, et al., 2012).
Desta forma, no dia em que se realiza a transferéncia (7 a 8 dias apds
a ovulacdo da égua dadora), o CL da égua recetora tem uma vida de 5
a 9 dias, pelo que ja consiste num CL funcional com a capacidade de

produzir progesterona suficiente para manter a gestagao.

A sincronizagdo é realizada através de um acompanhamento
ecografico exaustivo e recorrendo ao uso de diferentes farmacos
como a prostaglandina F2a (PGF2a), para induzir a lutedlise e iniciar
novo ciclo na égua; a progesterona (P4) para alargar a fase
|utea/diestro e atrasar a entrada em cio, ou indutores da ovulagdo
como a hormona libertadora das gonadotropinas (GnRH) ou a

gonadotropina coriénica humana (hCG) (Coffman, et al., 2014).

Uma vez que se induz o cio com a PGF2a, a égua ovulard em 6 a 12
dias, dependendo da atividade folicular presente no ovario no
momento da administracdo do farmaco (Samper, 2008). Por esta
razdo, é conveniente realizar um estudo ecografico da égua 4 dias apds
a administracdo da PGF2a e, em fun¢do da atividade folicular,
determinar a rotina ecografica. Uma vez detetado um foliculo com um
didametro superior a 35mm e com presenga de edema uterino na égua

dadora, pode induzir-se a sua ovulagao e realizar-se a sua cobricdo por
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monta natural ou inseminacdo artificial (McCue & Squires, 2015).
Quando se recorre a um programa de TE é mais conveniente realizar
uma inseminacao artificial, uma vez que através desta técnica se pode
determinar a qualidade seminal e estabelecer a probabilidade de éxito
da inseminagdo. No caso das éguas recetoras, deve induzir-se a sua
ovulagdo 12 a 24 horas apds a indugao da dadora, sempre que exista
edema uterino e um foliculo dominante superior a 35mm de didmetro.
Apds as inducdes, é fundamental realizar um seguimento ecografico
para determinar o momento da ovulagdo, sendo considerado o dia 0
do programa o dia em que a dadora ovula. A determinacdo do
momento da ovulacdo permite conhecer a idade do embrido assim

como a sincronia das recetoras relativamente a dadora.

4.2 Recolha e transferéncia do embrido

Apds a ovulagdo da dadora, da-se a fecundagdo do ovdcito na ampola
do oviduto. O embrido cresce exponencialmente e chega ao Utero no
dia 5,5 ao dia 6 apds a ovulagao, em fase de mérula ou blastocisto
precoce (Freeman, Weber, Geary, & Woods, 1991). O embrido deve
recolher-se do Utero entre os dias 7 e 8 apds a ovulagdao, uma vez que
com essa idade se encontra em fase de blastocisto com presenca de

blastocélio, o que reduz o seu peso e facilita o seu transporte no
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momento da lavagem uterina, em comparagdo com a fase de maérula.
Em éguas idosas a lavagem uterina pode realizar-se apenas no dia 9,
uma vez que apresentam um atraso no crescimento embrionario
(McCue & Squires, 2015). Os passos para uma correta recolha e

transferéncia do embrido sdo os seguintes:

o Preparagdo do laboratério — previamente a recolha do embrido,
deve preparar-se o laboratério com todo o material necessario
para a realizacdo da TE. E conveniente dispor de uma estufa para
aquecer os meios de lavagem para recolha do embrido do utero
da dadora, assim como de uma camara de fluxo laminar equipada
com lupa e placa térmica reguldvel, assim como todo o material

necessdrio para a manipulacio do embrido (fig. 28). A

temperatura deve manter-se constante (McCue & Squires, 2015).

e

Figura 28. Cdmara de fluxo laminar equipada com lupa e placa térmica para apoio a
manipulagdo dos embribes recolhidos.
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Exame das éguas — é necessario ter em conta o estado de sincronia
em que 0s animais se encontram, realizando uma avaliacao
ecografica do estado uterino e funcionalidade do CL da dadora e
das recetoras. Esta avaliacdo permitira escolher qual a recetora

mais adequada para a transferéncia do embrido.

Preparagdo da égua dadora — apds avaliacdo das éguas e escolha
da recetora, deve preparar-se a égua dadora, colocando uma
ligadura ao redor da base da cauda para reduzir a contaminacdo e
lavando a zona perineal de forma exaustiva com dgua e sabao de
pH neutro (fig. 29). Pode também aplicar-se um antissético como

a iodopovidona.

Figura 29. Realizagdo de lavagem perineal a égua dadora apds colocagdo de ligadura
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na cauda.
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o Montagem do circuito de lavagem uterina — o circuito é composto
por um cateter de Foley com um baldo na extremidade para se
fixar e vedar o cérvix, conectado a um tubo em forma de “Y”, cujos
extremos se ligam ao meio de lavagem e ao recipiente com filtro
onde se recolhe o embrido (fig. 30). Deve preencher-se todo o
circuito com o liquido de lavagem, de forma a eliminar todo o ar

existente no interior dos tubos (fig. 31).

Figura 30. Circuito de lavagem montado, com cateter de Foley (1), tubo em “Y” (2) e
filtro para recolha de embriéo (3)
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Figura 31.Montagem do circuito para realizagéo de lavagem uterina.

Lavagem uterina — por via vaginal, introduzir o cateter de Foley
através do cérvix e encher posteriormente o baldo com ar para
permitir a fixacdo do cateter. Introduzir 1 a 2L de solugdo de
lavagem, em fun¢do do tamanho do Uutero, realizando
posteriormente massagens transretais para criar turbuléncia.
Permitir a saida da solugdo através do filtro, de forma que o
embrido fique depositado no recipiente e assegurando que é
recolhida a mesma quantidade de liquido que se introduz (fig. 32).
Repetir o procedimento cerca de 2 a 3 vezes, podendo utilizar-se
um ecbdlico como a oxitocina na ultima lavagem, de forma a
recuperar todo o liquido intrauterino. Esvaziar o baldo e retirar o
cateter de Foley do utero.
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Figura 32. Recolha de solugdo fisiolégica de lavagem uterina em filtro, quantificando
o fluido recolhido com uma proveta graduada.

o Detegao do embridao —o tamanho de um embrido de equino de 7-
8 dias é de 400-800um de didametro (McCue & Squires, 2015), pelo
gue ndo se aprecia a sua presencga no recipiente de recolha. Apds
finalizacdo da lavagem uterina, o recipiente deve ser
desconectado do restante sistema e levado para o laboratdrio.
Deve verter-se o conteldo em placa de Petri especifica para a
procura de embrides, e observar de forma minuciosa até detetar
o embrido. Este deve ser classificado de acordo com a sua
qualidade e morfologia, determinando o estadio em que se
encontra (morula, blastocisto precoce ou blastocisto expandido)

(fig. 33).
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Figura 33. Embridio em placa de Petri, em estadio de blastocisto expandido.

De seguida, deve realizar-se a lavagem do embrido colocando-o,
através do uso de um microaspirador e de uma palheta, em
diversos pocilhos com concentragdes crescentes de um meio

adequado para a sua manutencao (fig. 34).

Figura 34. Microaspirador, meio de lavagem de embrides e placas de Petri
necessdrias para a manipulagdo dos embribes
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Por ultimo, deve colocar-se o embrido no interior de uma palheta

de 0.25 ou de 0.5mL, de acordo com o seu diametro (fig. 35).

Figura 35. Embrido colocado em palheta para realizagdo de transferéncia.

o Transferéncia — uma vez que se encontra o embrido, deve iniciar-
se a preparagao da égua recetora para que a transferéncia tenha
lugar o mais rapidamente possivel. A recetora pode ser submetida
a um tratamento com progesterona oral para complementar a
funcionalidade do CL, desde o dia 5 pds-ovulagao. Adicionalmente,
podem administrar-se anti-inflamatérios ndo esteroides para
prevenir os efeitos da prostaglandina, uma vez que a manipulagdo
do cérvix em diestro pode provocar a libertacdo de

prostaglandinas que poderdo causar lutedlise (McCue & Squires,
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2015). Deve preparar-se a égua recetora, colocado uma ligadura
ao redor da base da cauda e lavando a zona perineal de forma
exaustiva com agua e sabao de pH neutro. Uma vez que o embrido
estd corretamente colocado na palheta, esta deve ser introduzida
no cateter de transferéncia (fig. 36), acoplado a respetiva pistola.
O cateter deve ser protegido com revestimento pldstico para
evitar que ocorra contaminagdo do Utero, no momento da sua
introducdo. Apds inser¢do do cateter de inseminagdo, este deve
ser avancado até a zona de bifurcagdo dos cornos uterinos,
retraido 1 a 2 cm e por Ultimo depositar o contelddo da palheta no

corpo do utero.

Figura 36. Introdugdo de cateter de transferéncia, para realizagdo de transferéncia
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de embrido.

Ap0s a finalizacdo do processo o diagndstico de gestacdo da égua

recetora serd realizado por ecografia. Em funcdo da pericia do
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técnico e da qualidade do equipamento, o diagndstico de gestacao
poderd ser realizado entre 2 a 6 dias apds a transferéncia. O
diagnéstico definitivo pode ser realizado pela detecdo da vesicula
embriondria no Utero da égua recetora quando o embrido possui
14 dias de idade, ou seja, 7 dias apds a realizagdo da TE no caso
desta ter sido efetuada no dia 7 apds a ovulacdo da égua dadora

(fig. 37) (Simpson, et al., 1982).

Figura 37.Diagndstico ecogrdfico de gestagdo de embriéio com 14 dias de idade.

A taxa de sucesso dos programas de TE depende de diversos fatores,

sendo diferente o valor da taxa de recuperagao embriondria do valor
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da taxa de gestacdo. A taxa de recuperacdo de embrides depende em
grande medida da égua dadora e do garanhdo que se utilize para
fecundar o ovécito, estando normalmente entre 50% e 80% nos casos
mais favordveis. Por outro lado, a taxa de gestacdo é também
influenciada pela manipulagdo do embrido e pela égua dadora. A taxa
de gestacdo obtida apds realizacdo de TE com éguas dadoras jovens
encontra-se entre os 50% e os 60%, enquanto que em éguas de idade
mais avangada se obtém taxas de gesta¢do de apenas 25% a 30%. E
importante considerar que os embrides provenientes de éguas mais
velhas possuem também uma viabilidade mais reduzida, ocorrendo
maior mortalidade embrionaria em fases precoces (McCue & Squires,
2015; Squires, Carnevale, McCue, & Bruemmer, 2003). Desta forma,
para obter maiores taxas de sucesso devem utilizar-se dadoras e
garanhdes jovens. Adicionalmente, o pessoal técnico que realiza a TE
deve ser experiente e estar formado na realizagdo de procedimentos
reprodutivos em equinos. Deve ainda contar-se com uma equipa bem
organizada que permita a divisdo das diferentes tarefas a realizar no
programa de TE, dispondo de um laboratério bem equipado e limpo,

prestando especial atencdo a sua desinfecdo e esterilidade.
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