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RESUMO

SILVA, Paula Cardoso de Almeida Silva. Producéo in vivo e identificacdo do sexo de
embrides hibridos Equus caballus x Equus asinus. 2015. 84p. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2015.

A transferéncia de embrides e outras biotecnologias reprodutivas sdo cada vez mais
utilizadas para a producdo de equinos e de outros animais, entretanto, mesmo com a
expansdo do mercado de muares e com crescimento do nimero de animais, as pesquisas
relacionadas com a producdo desses animais ainda sdo raras. O presente estudo avaliou as
caracteristicas relacionadas a transferéncia de embriGes, a morfologia e a identificacdo do
sexo de embrides hibridos (muares), verificando sua semelhanca ou divergéncia com as
caracteristicas j& conhecidas em equinos. Foram realizadas colheitas de embribes
provenientes do cruzamento de éguas com um jumento Péga, nos dias 6, 7, 8 e 9 apds a
ovulacdo, a taxa de recuperagcdo embriondria, e as caracteristicas relacionadas com a idade,
morfologia e didmetro embrionario foram avaliadas para os diferentes dias. ApOs essas
avaliacdes, uma parte dos embrides coletados foi seccionada, com uma técnica adaptada
onde o corte foi realizado com o auxilio de uma lamina de bisturi oftalmoldgico. A maior
porcédo resultante do corte foi destinada para transferéncia de embrides e a menor parte,
juntamente com os embriBes inteiros, foram utilizados para verificar a eficiéncia dos
primers SRY e ZFX/ZFY, na anélise molecular para a determinagdo do sexo dos embrides.
Os dados foram analisados pelo teste Exato de Fisher, com 5% de significancia, exceto o
crescimento diario dos embrides que foi analisado através da regressao linear. A taxa de
recuperacdo embriondria total foi de 55,9% (71/127), e para os diferentes dias de colheita
D6, D7, D8 e D9, foi 57,1% (28/49), 51% (25/49), 63% (15/24), 60% (3/5),
respectivamente. Os embrifes coletados apresentavam-se nos seguintes estagios de
desenvolvimento, modrulas: 18,3% (13/71); blastocistos iniciais: 26,8% (19/71);
blastocistos: 29,6% (21/71); e blastocistos expandidos: 25,3% (18/71). O diametro
mensurado revelou que o tamanho dos embriGes variou entre 147 - 1688um, a média do
didametro de todos os embrides recolhidos foi de 438,04um, e de acordo com os diferentes
dias de colheita, o tamanho medio (maior e menor didmetro) dos embriGes foi de: D6 (n =
29) — 183,4um (147 - 253um), D7 (n = 24) — 463,2um (168 - 886um), D8 (n = 15) —
727,2um (422 - 1224pm) e D9 (n = 3) — 1350,6um (844 — 1688um), e a taxa de
crescimento diaria foi de 312,7um. Apoés a secgdo e transferéncia de 23 embrides, apenas
uma receptora foi diagnosticada como gestante aos 15 dias, mas aos 30 dias, 0 embrido
tinha sido absorvido. A identificacdo do sexo atraves da técnica de PCR, utilizando os
primers SRY e ZFx/ZFy foi de 85,9% (61/71), sendo determinado fémeas: 55,7% (34/61) e
machos: 39,3% (27/61). A transferéncia de embrides é favoravel para auxiliar na producéao
de muares, a taxa de recuperacdo e as caracteristicas dos embrides sdao semelhantes aos
embrides equinos. A metodologia de seccdo dos embrides, inviabilizou o desenvolvimento
gestacional, entretanto a biopsia oriunda do corte permitiu a sexagem da maioria dos
embrides coletados.

Palavras-chave: Transferéncia de embriGes, sexagem embrionaria, muares, andlise
molecular.



ABSTRACT

SILVA, Paula Cardoso de Almeida Silva. In vivo production and sex determination of
hybrid embryos Equus caballus x Equus asinus. 2015. 84p. Thesis (Doctored in
Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2015.

Embryo transfer and other biotechnologies are intensivelyused for equine reproduction and
other species as well. Even though there is an expansion of the mule market and an
increase in the number of animals, researches working with reproduction of these animals
are still scarce. The aim of this study was to evaluate aspects of embryo transfer, embryo
morphology and gender identification of hybrid (horses x donkeys) embryos, checking
either their similarity or divergence with the characteristics already known of equine
embryos. Attempts of embryo collection on Day 6 -9 after OV were performed in mares
previously bred with a Péga donkey. The embryo recovery rates, the characteristics related
to age, morphology and embryonic diameter were evaluated. After these assessments, a
group of embryos was cut using an adapted technique, where, the cutting process was
carried out with the aid of an ophthalmic scalpel blade. The resulting biggest cut portion
was used for embryo transfer, and the smallest parts and the others whole embryos to
determination of the embryo gender. Data were analyzed using Fisher's exact test, with 5%
significance, except the daily growth of embryos, which was analyzed by linear regression.
The overall embryo recovery rate was 55,9% (71/127), and for each group D6, D7, D8 and
D9, was 57,1% (28/49), 51% (25/49), 63% (15/24) 60% (3/5), respectively. The
developmental stage of the collected embryos were, morula: 18.3% (13/71); early
blastocysts: 26,8% (19/71); blastocyst: 29,6% (21/71); and expanded blastocysts: 25,3%
(18/71). The measured diameter revealed that the size of the embryos ranged from 147 to
1688um, the mean diameter of all collected embryos was 438,04um, and according to
different groups, the average size (smallest and largest diameter) of embryos were D6 (n =
29) - 183,4um (147 - 253um), D7 (n = 24) - 463,2um (168 - 886um), D8 (n = 15) -
727,2um (422 - 1224um ) and D9 (n = 3) - 1350,6um (844 - 1688um), and daily growth
rate was 312,7um. After the section, the 23 embryos were transfered, only one recipient
mare was diagnosed as pregnant at 15 days after ovulation, however after 30 days the
embryo was lost. The efficiency of the sex identification by PCR using the primers SRY
and ZFX / ZFY was 85,9% (61/71), being 55,7% (34/61) determined as female: and 39,3%
(27/61) as male. Embryo transfer has shown to be favorable to aid mule reproduction,
whereas the recovery rate and the characteristics of the embryos are similar to equine
embryos. Altough, the methodology used to section of embryos had unable the gestational
development, the most part of the biopsy derived cutting allowed sexing of the embryos.

Keywords: Embryo transfer, embryo sexing, mules, molecular analysis.
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1 INTRODUCAO

Os muares foram utilizados desde a época do Brasil Império. Sobre o lombo desses
animais era feito o transporte de alimentos, mercadorias, armas, municdes e o transporte de
riquezas como: o0 ouro, 0 agucar dos engenhos e o café das fazendas. Sdo animais de grande
popularidade no meio rural e urbano, especialmente em virtude da sua rusticidade, forca
fisica, docilidade, e pela capacidade de realizar servicos em regides com topografia
acidentada, além da adaptacdo aos mais variados climas do Brasil.

Antigamente, 0os muares eram considerados animais de “carga”, com grande aptidéo
para o servico, sendo utilizados na lida diaria das fazendas. Entretanto, com o passar dos anos,
esses animais deixaram de ser utilizados como animais de “carga” e passaram a ser animais de
grande importancia, crescendo o numero de mulas e burros selecionados a partir do
cruzamento de éguas e jumentos de alto valor zootécnico. Os muares provenientes desse
cruzamento sdo animais valorizados, caracterizados pelos criadores como animais completos,
que apresentam qualidade, funcionalidade e beleza zootécnica. Os criadores de muares sdo
apaixonados por esses animais, e promovem grandes encontros, chamados “encontros de
muladeiros”, além das exposigdes, provas, concursos, cavalgadas e romarias, que a cada dia
contam com um numero maior de animais de alto valor zootécnico e atingem um publico
nunca antes imaginado.

Em equinos a Transferéncia de embrido (TE), é a técnica de reproducéo assistida mais
efetiva para obter um maior nimero de descendentes de animais geneticamente superiores, e
dessa forma poderia auxiliar na producdo do numero de muares. A TE também possibilita a
avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas e identificacdo do sexo dos embrides coletados. O
conhecimento do sexo dos embrides produzidos em programas de TE permite uniformizar o
plantel, ou seja, pode ser feita apenas a transferéncia dos embrides do sexo feminino, no caso
as mulas, e assim criar um plantel somente de mulas que apesar de inférteis podem ser
utilizadas como receptoras de embrido.

Apesar da expansdo do numero, das atividades realizadas e da valorizagdo desses
animais, o uso de biotécnicas da reproducéo e o desenvolvimento de pesquisas cientificas para
a producdo de muares ainda é excasso. N@o existem relatos sobre a TE para a producdo de
muares e identificacdo do sexo de embrides hibridos. Em geral, as mulas e burros sdo tratados
com base no que se conhece a respeito de equinos e asininos, sem levar em consideragao
possiveis divergéncias em relacdo as caracteristicas fisioldgicas, metabdlicas, reprodutivas e
etc, uma vez que essas podem ser diferentes das caracteristicas conhecidas dos seus
progenitores.

Diante desse contexto, torna-se importante avaliar distintivamente embrifes de
equinos e embrides hibridos (muares), verificando se os embrides hibridos (Equus caballus x
Equus asinus) podem ser recuperados entre os dias 6 e 9 pds-ovulacdo, e se 0S mesmos
apresentam diferencas em relacdo & morfologia j& conhecida dos embrides equinos. Além
disso, a empregabilidade de técnicas que aumentem o nimero de embrides muares torna
possivel a aplicacdo de outras biotecnologias como, a sexagem embrionéria, e neste caso é
importante verificar a possibilidade de realizar a extragéo de células embrionarias sem utilizar
um equipamento de micromanipulacdo, e se 0 material extraido dos embrides entre 6 a 9 dias
permite a identificacdo do sexo através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando primer para equinos, sem prejudicar o desenvolvimento do embrido e
consequentemente as taxas de gestacao.

O presente estudo avaliou a taxa de recuperacdo embrionaria, e as caracteristicas
morfologicas de embrides de éguas x jumentos, em comparacdo a morfologia de embrides
equinos. Além de avaliar o emprego de uma técnica de baixo custo para realizar a extracdo de



células embrionarias destinadas a identificacdo do sexo através do uso da técnica de PCR,
verificando sua influencia na viabilidade dos embrides manipulados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Os Muares

N&o existem registros oficiais e ndo ha como determinar quando ocorreu 0 primeiro
cruzamento de um jumento com uma égua, ou do cavalo com a jumenta. Pesquisas sugerem
que pode ter acontecido na india, Pérsia, Somalia, Tibet, Ndbia, Asia menor, pois nessas
regides surgiram os primeiros jumentos e cavalos (OLIVEIRA, 2004).

Os primeiros jumentos foram trazidos para o Brasil no periodo do descobrimento, e
nessa mesma ocasido também ocorreu a chegada dos muares no pais. Segundo 0s
historiadores, quando D. Pedro proclamou o grito de independéncia, nas margens do rio
Ipiranga, ele ndo estava montado em um cavalo, e sim em uma mula de pelagem baia. Estes
animais foram indispensaveis para vencer o0s contrastes topograficos na época da ocupacéo e
desenvolvimento territorial (OLIVEIRA et al., 2007).

Em todo o mundo existem cerca de 44 milhdes de muares, 96% destes, encontra-se em
paises em desenvolvimento e contribuem significativamente para a economia rural
(THEIMANN; BELL, 2001). O Brasil conta hoje com 1,3 milhdo de muares, do total de 8
milhdes de equideos, esses numeros sdo completados por 5,5 milhGes de equinos e pouco
mais de 1 milhdo de asininos (IBGE, 2010). Dados da FAO (Food and agriculture
organization of the United Nations) de 2011 revelam que o Brasil tem a terceira maior
populacdo de muares do mundo, ficando atras apenas do México e da China.

Os muares séo os hibridos mais conhecidos (WODSEDALEK, 1916) e mais utilizados
no mundo (GASTAL et al., 2014). S8o animais oriundos do cruzamento entre Equus asinus -
asininos (jumento e jumenta) com equinos - Equus caballus (égua e garanhdo). Quando o0s
muares sdo os produtos do acasalamento entre o jumento e a égua, recebem o nome de mula —
a fémea (Figura 1A) ou burro — o macho (Figura 1B) e quando o acasalamento ocorre entre o
cavalo e a jumenta, os produtos recebem o nome de bardoto, seja fémea ou macho (Figura
1C) (OLIVEIRA et al., 2007).

O bardoto assemelha-se morfologicamente mais ao cavalo que ao jumento, pelo menor
tamanho das orelhas, maior abundancia de crinas e conformacéo do posterior, guardando, no
entanto, as mesmas caracteristicas comportamentais da mula. Portanto, o bardoto teria um
esqueleto semelhante aos asininos e uma fisionomia mais parecida com 0s equinos, ja o burro
e a mula, apresentam as caracteristicas inversas (OLIVEIRA, 2004).

Figura 1. (A) Mula pertencente ao DRAA (arquivo pessoal); (B) Burro pertencente ao
DRAA (arquivo pessoal); (C) Bardoto (retirado de: Oliveira et al., 2004).

Diferentes espécies do género Equus, podem se intercruzar, produzindo descendentes
viaveis, porém, inférteis, como as mulas, burros e bardotos, esses hibridos espresséo



claramento ambos os fenotipos de seus ascendentes, e dessa forma, contribuem para a
compreensdo do mecaniscmo de heranga (ALLEN; SHORT, 1997).

A primeira explicacdo da esterilidade dos muares foi reportada por Wodsedalek
(1916), que sugeriu que os burros ndo produziam espermatozéides em funcdo de um blogueio
na meiose devido a incompatibilidade dos cromossomos maternos e paternos. Mais tarde, essa
teoria foi apoiada quando através de avaliagfes citologicas, demonstrou-se que 0s asininos
possuem 62 cromossomos, dos quais 38 sdo metacéntricos, enquanto 0s equinos possuem 64
cromossomos com 26 metacéntricos, e dessa maneira o produto gerado por esse cruzamento
apresenta 63 cromossomos com muitos pares combinados de forma desigual (HSU;
BENIRSCHKE, 1968).

O bloqueio da meiose relatado nos machos muares também acontece nas mulas,
durante o periodo fetal, as células germinativas migram normalmente para as génadas do feto
hibrido, e as divisdes mitdticas acontecem normalmente, porém apds 0 nascimento a maioria
das células germinativas ndo entra na meiose e acaba degenerando. Apenas um pequeno
numero de células consegue passar pela meiose e se desenvolver em odcitos, que sdo capazes
de sobreviver até a ovulacdo, e possivelmente esse é o fator que permite que algumas mulas
sejam férteis, entretanto, 0 mecanismo pelo qual apenas algumas células conseguem passar
pela meiose e se desenvolver, ainda ndo foi elucidado (TAYLOR; SHORT, 1973).

Desde o inicio do século, uma série de relatos demonstra a existéncia de mulas férteis,
um dos mais notaveis ocorreu na Texas A & M College em 1920, onde uma mula deu a luz a
dois potros. Um dos produtos foi proveniente do cruzamento da mula com um jumento, e
nesse caso, 0 potro tinha a aparéncia de mula e era infertil, o outro, gerado pelo cruzamento
da mula com o cavalo, gerou um potro completamente igual ao cavalo na aparéncia e que era
totalmente fértil (ANDERSON, 1939).

Uma explicacdo para o ocorrido no Texas foi reportado por Chandley (1988) que
sugeriru com base na hip6tese da afinidade, proposta originalmente por Michie (1953) que os
gametas hapldides balanceados podem ocasionalmente serem produziddos pelo movimento
dos centrdmeros de ancestralidade similar, para os pélos opostos na anafase | da meiose. 1sso
faria com que todo um conjunto de cromossomos parentais da fémea de uma das espécies
permanecesse no odcito, com subsequente eliminacdo do conjunto paterno no corpusculo
polar. A eliminacdo do conjunto de cromossomos paterno (jumento) deixaria no odcito da
mula apenas o0 conjunto de cromossomos materno (égua), portanto, se essa mular fosse
casalada com um jumento, daria origem a um novo muar (mula ou burro), e se fosse acasalada
com um garanhdo, originaria um novo equino (égua ou cavalo). No entanto, mais tarde o
autor reportou que apos a cariotipagem de uma mula fértil, foi encontrada uma mistura de
cromossomos do cavalo e jumento, sugerindo uma heranca ao acaso de ambos 0s
Cromossomos maternos e paternos no odcito fecundado.

Segundo Zong e Fan (1989), a esterilidade dos muares ndo é absoluta, esses autores
demonstraram que a esterilidade dos muares varia em sua manifestacdo e no grau que ocorre
entre os individuos, eles verificaram que algumas mulas apresentavam estros outras nao;
algumas possuiam ciclos irregulares, e outras, ciclos regulares; algumas fémeas
demonstravam cio, sem a presenga de foliculos desenvolvidos, enquanto outras, os foliculos
se desenvolveram e chegaram a ovular. Segundo esses autores as mulas e bardotas que
apresentam ciclos estrais e caracteristicas de ovulacdo, podem ser cruzadas com cavalos ou
jumentos, algumas vezes ap0s inimeras tentativas nao ocorre a gestacdo, em outros casos Sao
identificadas como gestantes, mas, acabam por abortar, e ainda aquelas que conseguem gestar
e parir, podem nao repetir o feito por diversos anos, ou podem ficar gestantes frequentemente.

Muito pouco do que se conhece a respeito dos muares € oriundo da pesquisa cientifica,
iSso porque as mulas e burros variam muito na sua composicao genetica, e deixam de ser bons



temas para a pesquisa, consequentemente o que se sabe sobre muares geralmente é baseado no
conhecimento de equinos e asininos (BURNHAM, 2002).

2.2  Transferéncia de Embriéo (TE)

A transferéncia de embrido é uma técnica que consiste na colheita do embrido de uma
égua doadora e sua transferéncia para o aparelho reprodutivo de uma égua receptora,
previamente sincronizada com a égua doadora (BLANCHARD et al., 2003). E uma biotécnica
baseada no principio da multiplicacdo da progénie de fémeas consideradas superiores dentro
de um rebanho (BORTOT; ZAPPA, 2013).

A TE é a ferramenta mais promissora para acelerar o aprimoramento das ragas e seus
cruzamentos, sendo cada vez mais comum seu uso para a obtencao de produtos (LIRA et al.,
2009), além de permitir a preservacdo de espécies que estdo desaparecendo devido a cacga
predatdria ou ao cruzamento indiscriminado com outras racas (FARINASSO et al., 1989).
Essa biotécnica tem sido utilizada para a producdo de multiplos potros por égua durante 0 ano
(LIRA et al., 2009). Outras vantagens da TE sdo: (1) obtencdo de potros de éguas com
problemas reprodutivos ou mais velhas; (2) aumento da producdo de éguas geneticamente
superiores; (3) producdo de potros descendentes de éguas que encontram-se em performance,
sem necessidade de parar as atividades devido a gestacdo e/ou lactacdo; (4) obter produtos de
potras com 2 anos sem alterar seu desenvolvimento (CARNEIRO, 2005); (5) permite também
0 uso de éguas com doencas sisttmicas ou musculo-esqueléticas que impossibilitam a
gestacdo ou colocam em risco a vida da égua; (6) ndo coloca em risco a vida de éguas
valiosas devido as complicacGes no pds-parto; (7) pode ser combinada com novas tecnologias
da reproducdo como: uso de sémen congelado, técnicas de inseminacdo com baixa dose de
sémen, transferéncia de odcitos, injecdo intracitoplasméatica de gametas e a sexagem de
embrides (McKINNON; SQUIRES, 2007).

Os primeiros estudos de TE em equinos, foram realizados por Oguri e Tsutsumi, nos
anos de 1969 e 1970, obtendo uma taxa de recuperacdo embrionaria de 45% (27 embrifes de
60 colheitas). Essas colheitas foram realizadas entre seis e 10 dias apds a ovulacdo. Dos
embrides coletados, 11 foram transferidos pelo método ndo cirdrgico para o Utero de
receptoras que ovularam no mesmo dia das doadoras, porém, nenhuma gestacdo foi
confirmada (OGURI; TSUTSUMI, 1972). Mais tarde, em 1974, os mesmos autores tiveram
sucesso com a TE ndo cirlrgica, e obtiveram 40% de taxa de gestacdo. Nesse estudo 18
embrides foram coletados de 20 éguas doadoras, e 15 destes foram transferidos de forma néo
cirdrgica para as éguas receptoras com grau de sincronia -5 a +7 (ovuladas 5 dias antes até 7
dias ap6s as doadoras), resultando em seis gestacfes (40%) das quais quatro (26,7%)
chegaram a termo (OGURI; TSUTSUMI, 1974).

No Brasil, a primeira TE em equinos foi descrita por Fleury e colaboradores (1987),
mas somente mais tarde foi disseminada, sendo hoje a técnica de reproducdo em equinos mais
difundida e em estagio avancado nas pesquisas (SQUIRES et al., 2003). O crescimento medio
do numero de embrides produzidos no Brasil tem sido de 20% ao ano, nos Gltimos cinco anos
(ALVARENGA, 2010). Segundo o levantamento de 2010 da IETS (International Embryo
Transfer Society) o Brasil passou a ocupar o primeiro lugar na producdo de embrides,
recuperando mais de 14 mil embribes, 0 que representa cerca de 43% da atividade mundial
(STROUD; CALLESEN, 2012).

S80 poucos o0s estudos de TE envolvendo asininos, e normalmente visam a
multiplicagcdo de algumas ragas em perigo de extingdo (PANZANI et al., 2012). Quando
relatamos o uso da TE envolvendo os muares, o foco é basicamente o uso das mulas como
receptoras de embrides (QUINTERO et al., 1996; CAMILLO et al., 2003; 2010). Alguns
grupos de pesquisa realizaram trabalhos com muares nas fazendas e criagdes, entretanto
publicacdes cientificas envolvendo esses animais referem-se sempre ao uso das mulas como



receptoras de embrides hibridos de jumentos e éguas, mas ndo apresentam informacoes
detalhadas a respeito da recuperacgéo desses embrides (RIBEIRO; MELLO, 2006).

A literatura é escassa no que diz respeito a eficiéncia reprodutiva das éguas envolvidas
na producgéo de muares (GONCZAROWSKA, 2011), entretanto estudos utilizando a TE entre
equinos e asininos mostraram dramaticas diferencas no tamanho, produtividade e vida util dos
calices endometriais de éguas portadoras de embrides intraespécies (equinos) e embries
interespécies (hibridos — égua X jumento), contra jumentas gestantes de embrides
intraespécies (asininos) e embrides bardotos (jumenta X cavalo) (ALLEN, 1975). Uma cinta
corionica larga, densa e ativa se desenvolve nas gestacOes intraespécies na égua e nas
interespécies na jumenta, sendo que ambas tem o cavalo como progenitor, e isso da origem a
calices endometriais grandes e ativos, que secretam altas concentracdes de gonadotrofina
coribnica equina (eCG) na corrente sanguinea materna, com persisténcia da atividade
gonadotréfica até os 120 — 140 dias de gestacdo. Por outro lado uma cinta coriénica muito
mais fina e estreita com menor producdo de eCG pelos célices endometriais, acontece nas
gestacOes intraespécies de jumentas e nas éguas gestantes de embriGes muares, onde o
jumento é o progenitor nas duas gestacdes (ALLEN; MOOR, 1972; ALLEN, 1975).

A TE € uma técnica de baixa complexidade quando comparada com outras técnicas
mais avancadas (HINRICH; CHOI, 2005), entretanto, torna possivel a criacdo de diversos
modelos experimentais Unicos e fascinantes que, permitem revelar uma influéncia muito
maior dos progenitores e dos conceptos, que até agora sequer tinha sido imaginado (ALLEN;
SHORT, 1997). O sucesso desta técnica depende de multiplos fatores, incluindo a fertilidade
das éguas doadoras e receptoras, fertilidade do sémen, e a experiéncia do médico veterinario
(METCALF, 2004).

2.3 Fatores que Influenciam a Recuperacdo Embrionaria

A taxa de recuperacdao embrionaria a partir das éguas doadoras € que vai determinar o
sucesso de um programa de TE (SQUIRES et al., 1999). Em geral a taxa de recuperagéo
embrionaria em equinos esta em torno de 60 — 70% (CARVALHO et al., 2001; JACOB et al.,
2002, CARMO, 2003; GOMES et al., 2004; FILHO, 2005; MOZZAQUATRO, 2008), em
asininos os indices ficam em torno de 53 — 67% (ALLEN et al., 1985; VENDRAMINI et al.,
1997). Pesquisas mais recentes (KUMAR et al., 2008; MORTENSEN et al., 2009; RAZ et al.,
2009; GORETTI et al., 2011), reportam avan¢os nos indices de recuperacdo embrionaria em
equinos com taxas de 81%, 73%, 63% e 80%, respectivamente.

Em 1996, Quintero e colaboradores inseminando éguas com sémen de jumentos,
coletaram dois 6vulos ndo fertilizados e dois blastocistos expandidos, sem relatar, no entanto,
guantas colheitas foram necessarias para obter os embrides. Ribeiro e Mello (2006) também
coletaram sete embrides provenientes do cruzamento de éguas com jumentos, que foram
transferidos para o Utero de mulas aciclicas, entretanto, os autores ndo descreveram o nuUmero
de lavados necessarios para obtengdo desses embrides.

Muiltiplos fatores afetam a taxa de recuperacdo embriondria como: caracteristicas da
doadora (condicdo uterina, idade), dia da colheita do embrido, ndmero de ovulacdes
(ALONSO, M.A., 2008), manejo reprodutivo (controle de desenvolvimento folicular,
ovulagdo), nutricdo, sanidade, tipo e qualidade do sémen, habilidade do técnico, além de
fatores como as variagBes climaticas e adaptagdo da doadora na central de reproducgdo
(GOMES; GOMES, 2008).

2.3.1 Doadora
A sele¢do da égua doadora para TE depende de varios fatores, como: idade da égua,
historico reprodutivo, conformacdo da vulva, valor genético, condicdo do utero, éguas



subférteis, diretrizes do registro da raca e o numero de gestacbes (SQUIRES et al., 1999;
COSTA, 2010).

Em equinos € comum o uso de animais idosos tanto matrizes quanto reprodutores. Em
nenhuma outra espécie de animais de producdo existe um percentual tdo elevado de animais
idosos. O interesse pela continuidade do uso destes animais se prende ao fato do lento
melhoramento genético observado em equinos pela pequena quantidade de descendentes
produzidos anualmente (ALVARENGA, 2010). A égua permanece em atividade reprodutiva
por um maior periodo de sua vida, sendo frequente encontrar uma grande parte do contingente
de doadoras de embrides, com mais de 20 anos de idade, quando se tratam de éguas de
qualidade genética superior previamente comprovada na reproducdo pela progénie
apresentada (LOSINNO; ALVARENGA, 2006).

A TE é um procedimento que exige alto investimento, por isso sua utilizacdo é
normalmente restrita a éguas de alto valor zootécnico considerando que estas caracteristicas
sejam altamente herdaveis (RIERA, 2009).

Na producdo de muares a escolha da égua € feita levando em consideracdo a
caracteristica desejada para a producdo das mulas e burros. Para a producdo de um burro de
tracdo (superburro), normalmente sdo escolhidas éguas da raca Bretdo Postier, para uma mula
marchadeira as éguas escolhidas sdo da raca Mangalarga Marchador ou Campolina, e nesses
casos muitas vezes as outras caracteristicas em relacdo a escolha da doadora sdo deixadas de
lado (OLIVEIRA, 2004).

A candidata ideal como égua doadora de um programa de TE, é uma égua com trés a
dez anos, saudavel e em boa condi¢do reprodutiva (METCALF, 2004). Caso ndo haja
historico reprodutivo da doadora, deve-se realizar um exame reprodutivo completo da égua,
sendo ideal a avaliacdo de um ou dois ciclos estrais de cada doadora antes da sua utilizacdo no
programa (RIERA, 2009). Caso sejam identificadas anormalidades reprodutivas, estas
necessitam de tratamento, antes do inicio dos trabalhos com TE (VANDERWALL, 2000).

2.3.2 Controle do ciclo estral

As éguas sdo consideradas poliéstricas estacionais, ou seja, tém ciclo reprodutivo
dividido em periodo de competéncia sexual (estacdo reprodutiva) durante a primavera/verdo e
de incompeténcia reprodutiva (estagdo ndo reprodutiva) no outono/inverno (FARIA;
GRADELA, 2010). A atividade sexual é determinada pelo fotoperiodo (relacdo luz/escuro),
associado aos fatores ambientais e nutricionais (FITZGERALD; McMANUS, 2000).

O inicio da fase de atividade reprodutiva ocorre quando acontece a primeira ovulacao
do ano. O ciclo estral compreende o intervalo que vai de uma ovulagéo a outra, a duracéo de
um ciclo estral eqliino varia de 19 a 22 dias (GINTHER, 1992). Pode ser dividido em duas
fases: estro e diestro (SAMPER, 2008).

O estro, também conhecido como fase folicular (HUGHES et al.,, 1975;
BLANCHARD et al., 1998) ou estrogénica tem a duracdo media de cinco - sete dias, mas
pode variar bastante entre éguas e € caracterizado pelao relaxamento do Gtero e cérvix,
presenca de um foliculo dominante de 30mm de didmetro no ovério, onde sdo produzidos
elevados niveis de estrogenos pelas células da granulosa, tornando a fémea receptiva ao
macho além da formacéo do edema uterino (SAMPER, 2008). A melhor maneira de detectar
0 cio € a presenca do garanhdo, onde a maioria das éguas, além de permanecer
voluntariamente junto a este também permite a aproximacéo e cobricdo (KNOTTENBELT et
al., 2003).

Vinte e quatro a 48 horas antes do final do estro, ocorre a ovulagdo, que corresponde
ao dia zero do ciclo estral (MOREL, 2003). Ao final do estro inicia-se o diestro (fase lutea ou
progesteronica) que dura de 14 a 15 dias (DAELS; HUGHES, 1993). Nesta fase a égua
apresenta uma ativa resisténcia ao garanhdo, no ovario € formado o corpo luteo com maior



secrecdo de progesterona (HUGHES et al., 1972, ALLEN, 1977, ROOSDALE; RICKETTS,
1980, DAELS; HUGHES, 1993) e a cérvix apresenta-se fechada e ndo se verifica edema
endometrial (SAMPER, 2008). Durante essa fase, o ambiente uterino possui condicdes
adequadas ao desenvolvimento embrionario (MALINOWSKY, 2002).

Se ndo houver fecundacdo, a fase lutea termina 14 a 15 dias apds a ovulagdo, com
regressdo do corpo lateo (CL) pela acdo da prostaglandina (PGF,,) sintetizada pelo
endomeétrio, e tem inicio um novo estro. Caso ocorra a fecundacao, o embrido chega ao Utero
por volta do sexto dia apds a ovulacdo, onde migrara com intuito de sinalizar a sua presenca
evitando que ocorra a lutedlise do corpo luteo (ALLEN;WILSHER, 2009). A regressdo do CL
sO vai ocorrer ao redor dos 120 dias de gestacdo, quando a placenta vai ser responsavel pela
producdo de progesterona (DAELS; HUGHES, 1993, MALINOWSKY, 2002).

Vérias combinacgdes de horménios reprodutivos tais como prostaglandina F2a (PGF ¢
analogos), gonadotrofina coridnica humana (hCG) e hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH e anélogos) sdo utilizados no controle do desenvolvimento folicular, indugdo do
tempo de ovulacgdo, ciclo estral, periodo pds parto e durante a transicdo da primavera em
éguas (PINTO; MEYERS, 2007).

O controle eficiente do ciclo estral é fundamental para atingir bons resultados com o
uso da TE (GOMES; GOMES, 2008). Para tanto, deve ser realizado o monitoramento do
comportamento reprodutivo, utilizando-se da palpacdo transretal e ultrassonografia para
monitorar a atividade folicular e ter melhor controle do momento da ovulagéo, além do uso de
horménios exdgenos no momento ideal para sincronizar o estro e a ovulacdo
(VANDERWALL; WOODS, 2007).

A aplicacdo adequada da terapia hormonal na reproducdo equina é de grande
importancia, pois permite o aumento do lucro através da melhora da eficiéncia reprodutiva,
gerando beneficios tanto para o profissional quanto para o proprietario (FARIA; GRADELA,
2010). Dois procedimentos sdo comuns no manejo das éguas: um envolve a inducdo da
lutedlise e o outro a inducédo da ovulacdo (SAMPER, 2008).

A prostaglandina F2a (PGF2a) estd entre 0s hormonios mais utilizados na reproducéo
equina, € amplamente utilizada para controlar a lise do corpo luteo (CL) em éguas ciclicas e
também como suporte no uso das biotécnicas da reproducdo (FARIA; GRADELA, 2010).
Pode ser administrada para encerrar uma fase luteal, sincronizar o estro, tratar éguas com
endometrite (McKINNON; VOSS, 1993), estimular a contracdo uterina, induzir o parto
(OUSEY et al., 1984) e promover abortos antes da formacdo dos céalices endometriais
(NEELY, 1983; McKINNON; VOSS, 1993). Atua também no transporte espermatico, na
motilidade das trompas e na contragédo do canal deferente (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Em geral,
apos a aplicagdo da PGF2a, as éguas retornam ao cio entre trés a cinco dias e acabam por
ovular em sete a 12 dias (NEELY, 1983).

Como as éguas apresentam um tempo muito varidvel na duracdo do estro e no
intervalo da ovulacdo, a utilizacdo de farmacos indutores da ovulacdo € uma ferramenta
importante no manejo reprodutivo (BEREZOWSKI et al., 2004). A inducdo da ovulagédo é
constantemente utilizada nos casos de garanhfes muito requisitados, quando o numero de
doses de sémen disponivel é limitada, ou se uma Unica inseminagdo € desejada, como em
casos de éguas susceptiveis a endometrites (McCUE et al., 2007). Além disso, permite
planejar o transporte da égua, no caso da cobertura ser no local onde esta o garanhdo, além de
reduzir os custos com veterinario (SAMPER, 2008), melhora as taxas de gestacéo ao utilizar
sémen resfriado, congelado ou de baixa qualidade, proximo do momento da ovulacdo
(SAMPER et al., 2002). Também pode ser benéfica em inseminagfes com baixa dose na
extremidade do corno (KOLLING; ALLEN, 2005) e também para a sincronizacdo da
ovulagéo entre doadoras e receptoras de embrido (McCUE et al., 2007).



O momento adequado para a realizacdo da préatica da inducdo da ovulacdo consiste na
utilizacdo dos agentes indutores quando a égua apresenta um foliculo > 35mm associado ao
edema endometrial (PALMER, 1993). Apds a indugdo da ovulacdo, a maioria das éguas ira
ovular em um periodo entre 36 e 48 horas apo6s a inducdo, demonstrando uma variacao
individual acentuada, a qual pode estar relacionada ao diametro folicular que cada égua ovula
(SAMPER, 1997).

Os farmacos usualmente empregados para a inducdo de ovulacdo na espécie equina
sdo 0 hCG e sintéticos de GnRH, como a deslorelina (BOAKARI, 2014), sendo também
utilizado o extrato de pituitaria equina (EPE) e o hormoénio luteinizante equino (eLH)
(CHAVATTE; PALMER, 1998).

2.3.2.1 Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG)

A Gonadotrofina Coriénica Humana foi o primeiro horménio utilizado como indutor
da ovulacdo em éguas (DAY, 1939). A hCG é um horménio proteico com atividade de LH e
gue a ovulacdo ocorre aproximadamente 36 horas apds o tratamento, mas a sua eficacia é
afetada pela fase do ciclo estral, o tamanho e maturidade folicular (SAMPER, 2008). Anos
mais tarde Ginther e colaboradores (2009), demonstraram que a hCG nédo possui atvidade de
LH, e dessa maneira ndo é responsavel diretamente pela ovulacdo, a hCG esta relacionada
com o aumento do LH e este sim € o responsavel pela ovulacdo, da mesma maneira que
ocorre nas ovulagdes espontaneas.

A utilizacdo da hCG na inducdo da ovulacdo, reduz o numero de inseminacdes e de
coberturas/ciclo (BERGFELT, 2000; VERONESI et al., 2003), incrementa os indices de
fertilidade promovendo a sincronizacdo do estro e a ovulacdo e aumenta as concentragdes
plasmaéticas de progesterona e as taxas de prenhez (OLIVERIA; SOUZA, 2003). A utilizacéo
da hCG em receptoras de embrido, aumenta as concentracdes plasmaticas de progesterona,
melhora o tdnus uterino e cervical, aumenta a morfoecogenicidade uterina e luteal, e 0
didmetro do corpo lGteo, sendo essas caracteristicas reprodutivas desejaveis para a
transferéncia de embriGes (SOUZA, 2006; FLEURY et al., 2007)

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo no momento da aplicagédo da hCG,
dentre eles: periodo do ano, comportamento de estro, ecotextura uterina, ténus uterino e
cervical, ecotextura da parede do foliculo pré-ovulatério, o didmetro e formato do maior
foliculo.

Uma unica dose de hCG é utilizada para induzir a ovulacdo, aparentemente nao existe
um padrédo ou nivel de dose, variando entre 1000 a 6000UI ou mais, sendo que a maioria das
doses utilizadas esta entre 2000 a 3000Ul (BERGFELT, 2000; BRINSKO et al., 2000;
LeBLANC, 2006; GINTHER et al., 2008; PYCOCK, 2008; SAMPER, 2008). Inimeras doses
de hCG tém sido utilizadas com efeitos positivos, entretanto, a dose tradicionalmente utilizada
é de 2500UI pela via intravenosa (WILSON et al., 1990; MCCUE et al., 2007; ROMANO,
2013).

Em estudo realizado com aplicacdo de 1500Ul de hCG na presenca de foliculos de
40mm, 97,5% das ovulagdes ocorrem em até 48 horas (SIEME et al., 2003). Resultado
semelhante foi obtido por Camillo e colaboradores (2004) onde a indugdo com 2500Ul de
hCG na presenca de foliculos maiores que 32mm, a taxa de ovulagéo foi de 97,6% em ate 48
horas.

Ap0s 48 horas da aplicagcdo da hCG a ovulacdo aconteceu em 92,3% (36/39) das éguas
tratadas com 1000UI, 85,36% (35/41) das tratadas com 1500Ul e 86% (37/43) ovularam
quando tratadas com 2000UI de hCG (BEAL, 2008)

Recente estudo realizado por Jacob et al. (2011) utilizando 1000Ul de hCG como
indutor da ovulacdo em éguas ciclicas durante quatro ciclos estrais consecutivos, constatou
ndo haver alteracdo na eficacia da droga em induzir a ovulagdo. As ovulagbes aconteceram em



até 48 horas no primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclo em: 88% (55/62 ciclos), 90% (38/42
ciclos), 95% (23/24 ciclos) e 77% (10/13 ciclos), respectivamente.

2.3.2.2 Deslorelina, andlogo do Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH é um decapeptideo com peso molecular de 1.183 daltons, sintetizado e
armazenado no hipotalamo basal médio. Ele estabelece a ligacdo entre o sistema humoral e 0s
sistemas endocrino e nervoso, de modo que, em resposta a estimulacdo nervosa, pulsos de
GnRH sdo liberados no sistema porta-hipotalamo-hipofisario induzindo a hipéfise anterior a
liberar LH e FSH (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A maioria dos anélogos sdo produzidos pela
substituicdo e/ou remocao dos aminoécidos da molécula natural de GnRH. A deslorelina é um
analogo do GnRH produzido pela substituicdo da glicina na posicdo 6 pelo triptofano,
retirando a glicina da posi¢do 10 e adicionando uma amida na prolina da posicdo 9 (6-D-
triptofano-9-(N-etil-L-prolinamida)-10- Desglicinamida LH-RH) que confere uma maior
estabilidade estrutural e metabdlica aumentando a meia-vida e a acdo do analogo
(MONAHAN et al., 1973).

O GnRH e seus analogos podem ser utilizados para iniciar um crescimento folicular,
induzir a secrecdo de FSH em éguas em anestro ou que ndo desenvolvem foliculo pré-
ovulatério durante a estagdo de monta (MCKINNON; VOSS, 1993) e como uma alternativa
ao uso da hCG na inducdo de ovulacdo em éguas (McCUE et al., 2007). A eficiéncia da
deslorelina em reduzir o nimero de coberturas, bem como o ndmero de visitas do veterinario
para realizar o controle folicular, torna-a de grande auxilio para os programas de TE e IA,
especialmente para sémen refrigerado e congelado (SAMPER et al., 2002).

A taxa de ovulacdo em éguas de diferentes idades (2-4, 5-9, 10-14, 15-19 ¢ > 20 anos),
apos a aplicacdo de acetato de deslorelina, foi de 98,5% (éguas de 10-14 anos), evidenciando
diferenca (p < 0,05) em relacdo aos demais grupos onde a taxa de ovulacdo foi de 90,2%,
91,0%, 87,9% e 83,8%, para 0s grupos 2-4, 5-9, 15-19 e > 20 anos, respectivamente
(FARQUHAR et al., 2000).

McCue e colaboradores (2007) comparando o uso de um composto de deslorelina
(1,5mg) com o hCG (2500Ul), verificaram que o percentual de éguas que ovularam dentro de
48 horas do tratamento foi 36,8%, 88,3% e 90,1% para o controle, hCG e deslorelina,
respectivamente. Houve diferenca entre os grupos tratados com horménios e o grupo controle
(p <0,05).

Duas diferentes doses de deslorelina 750ug (G-D750) ¢ 1000ug (G-D1000) e 0 hCG
(G-H2500 - 2500Ul) foram utilizadas para a inducdo da ovulacdo, sendo o diametro do
foliculo no tratamento de: 36,6 + 0,2mm para o grupo controle (G-CN -ndo tratado); 36,3 +
0,1mm para o grupo tratado com 750ug de deslorelina; 36,7 + 0,2mm para o grupo tratado
com 1000ug de deslorelina e 36,3 £ 0,1mm para o grupo tratado com 2500Ul de hCG, néo
havendo diferenca (p = 0,10). Porém, verificou-se diferenca entre o grupo controle e 0s
demais grupos experimentais para taxa de ovulacdo (G-CN = 61,1% (22/36), G-D750 =
88,9% (32/36), G-D1000 = 89,2% (33/37) e G-H2500 = 88,6% (31/35); p = 0,007) (MAIO et
al., 2010).

Silva (2011), induzindo a ovulagdo em éguas com 1000Ul de hCG (IV), 0,75mg de
deslorelina (IV) e no grupo controle com aplicacdo de 1mL de solucdo salina (IV), obteve
uma taxa de ovulacdo em até 48 horas de 96,9% (31/32 éguas), 90% (27/30 éguas) e 30,4%
(7/23 éguas), para os grupos hCG, deslorelina e controle, respectivamente. Houve diferenca
significativa entre os grupos tratados e o controle (p < 0,0001).

2.3.3 Qualidade do sémen
A qualidade do sémen a ser utilizado em um programa de TE € um fator de extrema
importancia, uma vez que a selecdo dos garanhdes é baseada em suas caracteristicas
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morfologicas e desempenho atlético. Raramente a questdo da fertilidade é levada em
consideracdo; ndo sendo incomum ocorrer a reducdo da recuperagdo embrionéria devido a
utilizacdo de sémen de mé qualidade (CAMARGO et al., 2013).

Para a producdo de muares, em geral o cruzamento mais utilizado é de éguas com
jumentos, do que o cruzamento de garanhGes com jumentas. Neste caso, deve-se atribuir
atencdo especial as particularidades comportamentais e reprodutivas de cada espécie,
especialmente ao jumento provedor do sémen (HENRY et al., 2009). Apesar das
particularidades de cada espécie, o comportamento sexual e a qualidade do sémen de
jumentos ndo foram prejudicados quando éguas foram utilizadas como manequins (CANISSO
et al, 2010).

A fertilidade de jumentos normalmente é alta, seja nos cruzamentos intraespécies
(jumentas) ou nos cruzamentos interespécies (éguas), quando cruzado com jumentas o
sucesso ocorre tanto a campo quanto no sistema controlado de reproducdo. No cruzamento
com éguas 0 sucesso € obtido na monta controlada, em virtude especialmente das diferengas
comportamentais da espécie (HENRY et al., 2009). Diaz e colaboradores (2009), obtiveram
um percetual de éguas gestantes de 32,0% (43/134) através da monta natural com jumentos, e
53,8% (14/26) para eguas inseminadas com sémen de jumentos, ndo houve diferenca em
relacdo as duas técnicas, entretanto, a menor taxa de éguas gestantes através da monta natural
possivelmente seja decorrente da desproporcado entre a vagina da égua e o pénis do jumento.

2.3.4 Diada colheita

A colheita de embriGes equinos é realizada somente a partir do 6° dia p6s-ovulagdo
(D6), isso porque depois da fecundacédo, o embrido em desenvolvimento ira migrar do oviduto
para o Utero entre cinco (HINRICHS; CHOI, 2005) a cinco dias e meio (LOSINNO, 2009)
apos a ovulacdo. Rotineiramente os embrides sdo coletados no 7° (D7) ou 8° (D8) dia apds a
ovulacdo, sendo preferencialmente coletado no D8, pois nessa fase ja podem ser visualizados
facilmente (HINRICHS; CHOI, 2005). EmbriGes recuperados nesse periodo tém alcancado as
melhores taxas de gestacdo apds a transferéncia (SQUIRES; SEIDEL, 1995). A realizacdo de
colheitas de embrides D6, em geral, apresentam taxas mais baixas do que as colheitas com
sete e oito dias ap6s a ovulacdo, (SQUIRES et al., 1999). Entretanto, esses embriGes com
dimensGes menores, s&o melhores para os processo de micromanipulacdo, como na bisseccédo
(McKINNON et al., 1989), e também tem maior viabilidade apds o processo de congelamento
e descongelamento (SQUIRES; SEIDEL, 1995; SQUIRES et al., 1999; FLEURY;
ALVARENGA, 1999). Colheitas mais tardias, a partir do 9° dia apds a ovulagéo (D9) ndo sdo
realizadas comumente. Nestes casos, 0 sucesso nas taxas de prenhez apés a transferéncia sdo
bem inferiores as taxas obtidas com embrides D7 e D8 (SQUIRES; SEIDEL, 1995). Porém,
em éguas velhas nas quais o desenvolvimento embrionério e o transporte pelo oviduto podem
ser retardados as colheitas em D9 sdo indicadas (SQUIRES et al., 1999).

Quando as eguas sao inseminadas pds-ovulacdo, a entrada do embrido no Utero parece
ser mais demorada que o esperado (LISA; MEADOWS, 2008). Foi observado um retardo no
desenvolvimento embrionario, no qual vesiculas embrionarias foram menores, equivalentes a
um dia de crescimento, para éguas inseminadas neste periodo em relagdo as eguas
inseminadas antes da ovulagdo. Desta maneira, o lavado uterino ndo deve ser realizado antes
do dia sete e meio - oito a partir da ovulacéo, que é estipulado como dia zero - DO (AFONSO,
2008; CUERVO-ARANGO et al., 2009).

As taxas de recuperacdo embrionaria ndo apresentam diferencas significativas quando
a colheita é feita em D7, D8 e D9, porém essas taxas diminuem quando as colheitas séo feitas
em D6 (SLADE et al., 1985; IULIANO et al., 1985). McKinnon e Squires (2007) acreditam
que as taxas inferiores de recuperagdo embrionaria, sdo decorrentes dos seguintes motivos: (1)
falha na identificagdo do embrido no meio da colheita, (2) perda do embrido durante o
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procedimento, por causa do seu pequeno tamanho, (3) falha da obtencdo do embrido na
lavagem uterina causada pela sua grande gravidade especifica, (4) devido a ndo descida do
embrido para o Utero no dia seis.

Ap0s 917 colheitas de embrido, as taxas de recuperacdo embrionéria no D7, D8 e D9
foram de 49,3%, 58,0% e 54,5%, respectivamente. Nao foram verificadas diferencas
(FLEURY; ALVARENGA, 1999).

Jacob e colaboradores (2010) apOs levantamento de quatro estacdes reprodutivas
obtiveram taxa de recuperacdo embrionaria de 62%, a taxa de recuperacdo nos diferentes dias,
indicada pelos autores foram: D6 - 42% (16/38), D7 - 61%, (159/262), D8 - 66% (285/434),
D9 - 59% (39/66) e D10 - 56% (05/09), a baixa recuperacdo de embrides foi observada no D6
(p < 0,03), quando comparados com o0s outros dias. No entanto, as taxas de recuperacao foram
similares entre D7, D8, D9 e D10.

Camillo e colaboradores (2010) realizaram colheitas de embrido em cinco jumentas da
raca Pantanesca, por duas estacbes reprodutivas e obtiveram uma taxa de recuperacdo
embrionaria de 12,5% (1/8), 79,1% (43/58) e 75% (12/26), para o D7, D8 e D9,
respectivamente. Esses resultados mostram que houve diferenca (p < 0,05), entre colheitas
realizadas no D7 em relacdo aos demais dias.

Silva (2011) realizou a colheita de embrides hibridos de éguas Bretdo Postier com um
Jumento da raca Péga e obteve uma taxa de recuperacdo embrionaria de 64%, para colheitas
realizadas no DO9.

Em doadoras da raca brasileiro de hipismo, acompanhadas durante quatro temporadas
reprodutivas a taxa de recuperagdo embrionaria foi de 18,1% (2/11), 56% (14/25), 64,5%
(189/293), 52,6% (181/344) e 35,3% (6/17), respectivamente para o D6, D7, D8, D9 e D10.
Houve diferenca (p < 0,01) para D6 e D10, em relacdo aos outros dias (CAMARGO et al.,
2013).

Um estudo retrospectivo envolvendo 10 estacdes reprodutivas, com éguas de
diferentes racas, idade e categoria reprodutiva, de 661 lavados uterinos e 937 ovulagdes,
foram recuperados 338 embrifes (51,1% e 36,1%, respectivamente). A recuperacdo
embrionaria/lavado uterino nos diferentes dias foi de 45,7% (16/35), 46,3% (253/546), 33,3%
(21/63) e 47,1% (8/17), para o0 D7, D8, D9 e D10, respectivamente. Ndo houve diferenca entre
nenhum dos dias (PANZANI et al., 2014).

2.3.5 Técnica de colheita de embrides

A colheita de embriGes pode ser realizada por dois métodos: o cirurgico e 0 nédo
cirargico. O primeiro método foi descrito por Allen e Rowson (1975) onde € realizada a
lavagem do oviduto para a obtencdo de embrides em estagios iniciais de desenvolvimento. O
método ndo cirdrgico, descrito primeiramente por Oguri e Tsutsumi (1972) é baseado na
introducdo de um catéter de trés vias através da cérvix, posicionado no corno ipsilateral a
ovulagéo, inflando o baldo do catéter na base desse corno e procedendo a lavagem.

A colheita de embrides é realizada pela lavagem transcervical uterina, ndo cirurgica,
sendo considerado um procedimento relativamente simples (VANDERWALL, 2003).

Para iniciar o procedimento de colheita de embrides, uma égua doadora de embrides
deve ser colocada em um tronco de contencdo de equinos. O médico veterinario deve
proceder a limpeza do reto retirando todas as fezes, a cauda do animal deve ser envolta em
atadura ou em uma luva de palpacéo e erguida. Desse modo, evita-se o contato dos pélos da
cauda com o material estéril usado no procedimento e também com a regido vulvar. Em
seguida deve ser feita assepsia da regido do anus, vulva e perineo, com sabdo e uma solucéo
iodada (LOSINNO, 2009), é importante enxaguar bem toda a regido, inclusive a abertura
vulvar e o lumen vestibular, a fim de evitar efeitos toxicos sobre o embrido devido aos
residuos de sabdo ou desinfetante (BLANCHAR et al., 2003).
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Ap0s a higienizacgdo, o técnico calga uma luva estéril obstétrica, e introduz um catéter
do tipo foley ou sonda de silicone com baldo pela vagina e cérvix passando aproximadamente
5cm da sonda no corpo do utero (CARNEIRO, 2005; BORTOT; ZAPPA, 2013) este cateter
possui um baldo na por¢éo anterior que, quando cheio de ar, impede que o meio de lavagem
reflua através da cérvix para a vagina. Na porcao posterior o cateter é ligado a um circuito de
duas vias, em que uma extremidade corresponde ao recipiente com o meio de lavagem e a
outra ao filtro (BORTOT; ZAPPA, 2013) existem outros tipos de sondas disponiveis no
mercado (McKINNON; SQUIRES, 2007).

Uma vez o catéter inserido no corpo do Uutero, o baldo € inflado, com
aproximadamente 60 mL de ar ou solucéo salina, € tracionado caudalmente para se ajustar ao
ostio cranial da cervix, e dessa forma os dois cornos uterinos sdo lavados simultaneamente
(FLEURY et al., 2001; SQUIRES et al., 2003; McKINNON; SQUIRES, 2007).

Para se proceder a lavagem, um a dois litros de solucdo de lavagem previamente
aquecida a 30 — 35°C (HUDSON; McCUE, 2004; CARNEIRO, 2005) é introduzida por
gravidade para dentro do Utero em seguida essa solucdo € recuperada também por gravidade
passando o liquido por um filtro com poros de 75um de diametro (McKINNON; SQUIRES,
2007), que permite a passagem do liquido e retém os possiveis embrides, o filtro deve sempre
permanecer com uma pequena quantidade de solucdo de lavagem, para que os embrides
coletados estejam constantemente molhados e nao sofram desidratacdo (BLANCHARD et al.,
2003). Nos casos em que a sonda esta ligada diretamente ao filtro o fluxo de recuperacdo €
interrompido com a utilizacdo de pincas ou presilhas, mas pode ser realizada a recuperacédo
constante, onde o fluxo é recuperado em grandes recipientes (RIERA, 2000).

Carvalho e colaboradores (2001) utilizaram dois métodos para a colheita de embrides
colheita indireta, onde o fluido foi recuperado com o auxilio do filtro e colheita direta, onde o
as fracdes foram recuperadas em um sistema adaptado de baldo volumétrico, onde o fluxo ndo
era interrompido e apo6s a drenagem o fluido permanecia em decantacdo por 20 minutos. O
namero de embribes recuperados por tratamento foi de 33/56 (58,9%) para colheita indireta e
26/58 (44,8%) para colheita direta, ndo tendo sido observadas diferencas significativas,
ficando evidente que o fluxo livre ndo aumentou a taxa de recuperacdo embrionaria.

O procedimento de lavagem é repetido de uma a trés vezes (CARNEIRO, 2005), a
cada litro de fluido inserido e drenado do Utero, é feita a observacdo do filtro para verificar a
presenca do embrido, se o embrido nao for visivel, a operacdo € repetida até a terceira
lavagem, quando o lavado é encerrado e a procura do embrido é feita na lupa (FRANCA,
2011). Apos a drenagem de todo o liquido separa-se o filtro do circuito, o filtro é levado para
o laboratédrio, o baldo é desinflado e retira-se a sonda do sistema genital da égua (BORTOT;
ZAPPA, 2013).

J& no laboratorio o fluido restante no filtro (em torno de 20 a 30mL) é transferido para
uma placa de Petri estéril, previamente riscada na sua parte inferior para facilitar a localizacao
do embrido (McKINNON; SQUIRES, 1988). O rastreamento dos embrides é realizado com
auxilio de um microscopio estereoscopico (lupa) sob aumento de 10x (LIRA et al., 2009).

Eguas jovens, que nunca ficaram gestantes, ou nas potras, o Utero nem sempre suporta
um litro de solucéo de lavagem, sendo aconselhavel utilizar volumes menores (METCALF,
2004). Ja em éguas que possuam o Utero muito grande e pendular, como as eguas mais velhas
ou as multiparas, é aconselhdvel infundir grandes quantidades de solucdo de lavagem e
massagear 0 Utero pelo reto, dessa maneira suspende-se 0 embrido no meio de lavagem,
auxiliando na drenagem do liquido e do embrido (BLANCHARD et al., 2003). Normalmente
consegue-se calcular o volume necessario pela facilidade em que o liquido escorre e também
pelo aumento da turgidez do utero (METCALF, 2004).

O liquido drenado do utero deve ser medido para que se recolha a maior parte do
liquido infundido (METCALF, 2004), o volume recuperado representa normalmente de 95%
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a 98% do volume infundido (IMEL, 1981; CARVALHO, 2000), mas pelo menos 90% do
liquido infundido deve ser retirado. Para ajudar nesse procedimento pode-se manipular o Gtero
através do reto e/ou injetar 20Ul de ocitocina IV, antes da drenagem do ultimo litro
(BLANCHARD et al., 2003). Habitualmente injeta-se 40Ul de ocitocina IM quando os trés
litros de lavagem ja foram recolhidos (RAZ et al., 2006).

Com o intuito de verificar o percentual de colheita de embrides a cada lavagem,
Hinrichs (1990), lavou o utero de éguas trés vezes, utilizando um litro de DPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline). Ao fim de cada lavagem era realizada a procura dos embrides e
do total de 21 embrides foram recolhidos, 12 (57,1%) embrides na primeira lavagem, cinco
(23,8%) na segunda e quatro (19,1%) na ultima.

Alguns pesquisadores sugerem um quarto lavado adicional, que deve ser feito da
seguinte forma: aplicacdo de ocitocina e infusdo da solucdo de lavagem para o quarto lavado
que devera permanecer no Utero da égua por aproximadamente trés 3 minutos em seguida
massageia-se 0 Utero pelo reto e s6 entdo, € realizada a drenagem do liquido. Utilizando esse
procedimento Hudson e McCue (2004), durante os anos de 2002 e 2003, recuperaram 91
embrides em 209 colheitas, obtendo uma taxa de recuperagdo embrionaria de 43,5%, sendo
que 31,6 % dos embribes foram recuperados durante os trés primeiros lavados e 32 embrides
foram recuperados no lavado extra (4- lavado). Segundo os autores, esse procedimento elevou
a taxa de recuperacdo embrionaria em 10%.

Gomes e colaboradores (2014) realizaram 115 colheitas de embrides, em 28 colheitas
foi realizado o procedimento normal de trés lavados por égua (Grupo Controle), em 87
procedimentos, no terceiro lavado com o Utero repleto de Ringer Lactato, as éguas foram
colocadas em caminhada por 15 a 20 minutos antes da drenagem do fluido (Grupo
Caminhada), os resultados para a recuperacdo embrionaria total, recuperacdo no 1°, 2° e 3°
lavados foram: Grupo Controle: 67,8% (19/28), 52,6 (10/19), 36,8 (7/19), 10,5 (2/19) e Grupo
Caminhada: 54,0% (47/87), 44,6% (21/47), 34,0% (16/47), 21,2% (10/47), respectivamente.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos, houve diferenca significativa em ambos 0s
grupos para o terceiro lavado (p < 0,05).

Segundo Mckinnon e Squires (2007) se a solucdo de lavagem estiver limpida, pode ser
reutilizada na mesma égua, a reutilizacdo comumente ¢é realizada até trés vezes diminuindo os
gastos com a colheita do embri&o.

O fluido utilizado para a colheita dos embriGes pode ser DPBS (VANDERWALL,
2000) ou solucéo de Ringer Lactato, obtendo taxas de prenhez de 64% versus 57% para as
colheitas realizadas com DPBS (ALVARENGA et al., 1992). No Brasil, o Ringer Lactato é a
solucéo mais utilizada (DAELS, 2007).

2.3.6 Formacéo e morfologia embrionéaria

No momento da ovulacdo, o foliculo dominante libera o odcito, conhecido como
odcito secundario (VANDERWALL, 1996), o qual ja foi submetido a diversas
transformacgdes durante o desenvolvimento folicular, como a formagéo da zona pellcida e a
retomada e finalizagdo da primeira divisdo meidtica, com a extrusdo do primeiro corpusculo
polar em preparo para a fecundagdo (GINTHER, 1992).

O desenvolvimento do odcito fica estacionado na fase de metafase da segunda divisao
meidtica (metéfase 1l), até que ocorra a penetracdo do espermatozoide. O o0cito nédo
fertilizado, envolto pelas células do “cumulus oophorus” (matriz celular gelatinosa) e captado
pelas fimbrias presentes no infundibulo da tuba uterina é rapidamente transportado para a
regido da ampola, onde vai ocorrer a fecundagdo (VANDERWALL, 1996).

Para que a fecundagdo acontega é necessario que ocorra a migracao espermatica entre
as células do cumulus, a unido da cabeca do espermatozoide a zona pelucida e, em seguida, a
penetracdo espermatica por uma abertura através da zona pellcida para atingir a membrana
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vitelinica ocorrendo por Gltimo, a fusdo dos gametas masculino e feminino. Os dois pro-
nacleos, masculino e feminino migram para o centro do ovo, 0s envelopes nucleares se
rompem e entdo se fundem, formando um ndcleo dipléide e a primeira célula do concepto, o
zigoto (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Vinte e quatro horas apds a fecundacdo ocorre a primeira clivagem e as proximas
divisdes vao ocorrer entre 12 e 24h de intervalo (BEZARD et al., 1989). A clivagem do zigoto
acontece por divisdo vertical e as células irmds resultantes, sdo denominadas de blastdmeros
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). O estagio de clivagem do embrido é referido de acordo com o
numero de células presentes, tal como, uma célula, duas células, quatro e entdo, até o estagio
de 16 células (VANDERWALL, 1996).

Quando o embrido encontra-se no estagio de 16 e 32 células, os blastbmeros ndo sao
facilmente identificados, pois formam-se jungdes do tipo “GAP” entre os blastomeros por
onde podem carrear pequenos ions e nutrientes. Nessa fase 0 embrido passa a ser denominado
de moérula compacta ou inicial, onde se tem a formagcdo de uma massa compacta de pelo
menos 32 blastdmeros sendo o ultimo estagio de desenvolvimento do embrido dentro da tuba
uterina (BETTERIDGE, 2000).

Segundo Allen (2000), os equinos, diferentemente dos outros mamiferos, retém no
oviduto os odcitos ndo fertilizados e embriGes ndo viaveis, e apds um tempo essas estruturas
degeneram dentro do proprio oviduto. Assim, caso um o0cito nao fertilizado seja encontrado,
assume-se que provenha de um ciclo antigo e que acompanhou o embrido na sua passagem
para o Utero (STOUT, 2006).

Os embrides viaveis secretam uma grande quantidade de PGE2 (prostaglandina E2),
gue promove o relaxamento da musculatura lisa do oviduto e permite que o embrido se
desloque, atravesse a juncdo Utero tubarica e entre no Utero entre seis e seis dias e meio apos a
ovulacdo (ALLEN, 2000).

Ao entrar no Utero, a morula desenvolve a blastula, que é caracterizada pela formacao
de uma cavidade repleta de fluido (blastocele) dentro da mérula. Nos estagios iniciais de
desenvolvimento dessa blastocele, o embrido deixa de ser chamado de mdrula e passa a ser
denominado de blastocisto inicial (VANDERWALL, 1996). O embrido pode chegar ao Utero
no estagio de morula tardia ou blastocisto inicial, e possui aproximadamente 0,2mm (SHARP,
2000).

Quando ocorre a formacdo completa da blastocele, ela encontra-se envolta por uma
camada simples de células de origem ectodérmica denominada de trofoblasto, que vai
contribuir para a formagdo da placenta. De um dos polos do embrido, uma massa celular
interna projeta-se para dentro da blastocele, formando o embrioblasto ou botdo embrionério,
que é o precursor do embrido propriamente dito. Nessa fase o embrido aumenta rapidamente
de tamanho e passa a ser denominado de blastocisto expandido. Quando o embri&o entra no
utero também ocorre a formacdo de uma capsula acelular, entre a zona pellcida e as células
do trofoblasto, o embrido permanece coberto pela capsula até cerca de 21 dias de gestacao
(ENDERS; LIU, 1991). Durante alguns dias a capsula permanece recoberta pela zona
pellcida, que ndo eclode durante a expansdo do blastocisto, como no caso de outras espécies;
mas, que vai tornando-se progressivamente mais fina até a ocorréncia da eclosdo do embrido
(LANDIM E ALVARENGA, 1995).

Aparentemente, a fungcdo da cépsula é semelhante a da zona pellcida, através dela
ocorre o transito de macromoléculas para o embrido, atua como uma barreira contra ataques
virais e bacterianos; protege contra ataques imunoldgicos de ordem materna, protege contra o
estresse mecanico das contragdes miometriais (STOUT et al., 2005), é resistente e elastica
funcionando como uma barreira fisica ao concepto durante a fase de migracdo pelo limen
uterino (McDOWEEL et al., 1988).
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2.3.7 Avaliacdo embrionaria

O profissional que trabalha com transferéncia de embriGes deve ser capaz de
identificar e avaliar adequadamente os embrides. A avaliagdo é um procedimento
relativamente simples e que nédo necessita de equipamento sofisticado sendo feita de maneira
subjetiva com o auxilio de um microscopio esteroscéopico (lupa), munido de um micrémetro
para a avaliagdo do tamanho (McCUE, 2011). A avaliacdo deve ser feita utilizando o aumento
de 40x (LIRA et al., 2009).

Antes de iniciar a avaliagdo, o embrido deve ser removido da placa de Petri que
contém o fluido uterino, para isso é feita a aspiracdo do embrido, com o auxilio de uma
palheta de 0,5 ou 0,25mL, acoplada a uma seringa de insulina, e transferido para outra placa
de Petri (McKINNON; SQUIRES, 1988). Nessa outra placa o embrido é lavado em 10
passagens consecutivas em meio de manutencdo TQC®, Ham F10, Encare®, dentre outros
(VANDERWALL, 2003). O objetivo dessa lavagem € eliminar a maior quantidade possivel
de debris celulares e impurezas que podem estar presentes (VANDERWALL, 2003; McCUE,
2011).

Concluida a lavagem, o embrido é mantido no meio de manutenc&o e avaliado antes de
ser transferido para receptora, ou pode ser acondicionado ao resfriamento para transporte
(DAELS, 2007) ou criopreservado (McCUE, 2011).

A classificacdo do embrido consiste em avaliar o estadgio de desenvolvimento, a
qualidade, conforme recomendagdes da IETS, descritas por McKinnon e Squires (1988), o
tamanho dos embrides também deve ser avaliado, e, € fundamental diferenciar os embrides de
ovécitos ndo fertilizados (ndo rolam quando manipulados, diferente do embrido) e de
estruturas ndo embriondaria que possam vir a ser coletadas durante o procedimento de lavagem
(McCUE, 2011).

Em relacdo ao estagio de desenvolvimento, segundo McKinnon e Squires (1988), em
colheitas realizadas entre os dias seis e oito ap0s a ovulacdo, sdo encontrados 0s seguintes
estagios embrionarios:

e Morula (Mo): 1° estagio presente no (tero, massa compacta formada por 32

blastdbmeros ou mais (embri&o de seis dias)

e Blastocisto inicial (Bi): 0 nimero de blastdmeros continua aumentando e ocorre a

formacédo da blastocele e trofoblasto (embrido entre seis e sete dias)

e Blastocisto (BI): aparecimento de uma cépsula, afinamento da zona pellcida e

blastocele totalmente formada (embriédo de sete dias)

e Blastocisto expandido (Bx): perda da zona pellcida e eclosdo do embrido (oito

dias).

Uma descricdo mais detalhada sobre os estagios de desenvolvimento embrionario foi
apresentada por McCue (2011), onde sdo apresentadas as caracteristicas morfoldgicas e as
médias de tamanho dos embriGes em diferentes estagios (Quadro 1), e também representacdo
esquematica e foto dos respectivos embrides (Figura 2).
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Quadro 1. Estagios de Desenvolvimento do Embrido Equino.

ESTAGIO TAMANHO (um) | DESCRICAO
Massa sélida de blastdmeros; zona pellcida espessa; blastdmeros
inicialmente grandes e passiveis de identificagdo individual, depois
. agregados compactos de blastdbmeros menores; borda externa dos
Morula 1502200 blastdmeros de aparéncia “serrilhada”; possibilidade de identificagdo do
espaco perivitelinico entre os blastdmeros e a zona pelicida; rolamento
a manipulacao (Figura 2A).

Blastocisto Zona pelucida espessa; inicio _da_ formagéo da blastocele entre os
e 150 a 250 blastdmeros; minimo espago perivitelinico, tamanho semelhante ao da
inicial . ;

morula (Figura 2B).
Blastocele circundada por uma camada de células trofoblasticas; massa

Blastocisto 150 a 300 celular interna distinta; capsula evidente entre a camada de trofoblastos

e a zona pellcida; zona pelGcida fina (Figura 2C).
Blastocele grande circundada por uma camada fina de células
trofoblasticas; células trofoblasticas pequenas e de aparéncia uniforme;

Blastocisto massa celular interna distinta insinuada no interior da blastocele; zona

. 300 a > 1000 . . -, Y . -~

Expandido pellcida ainda presente ou ja desaparecida; capsula aderida ao embrido

ou levemente destacada; diametro do embrido variavel de acordo com a
idade (Figura 2D).

Ovécito ndo Zona pelucida espessa; formato oval; plano, ndo rola a manipulagéo;

fertilizado 125 a 150 membrana celular e citoplasma podem se apresentar degenerados ou
(UFO) fragmentados (Figura 2E).

Fonte: McCUE (2011)

Embrido no
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Figura 2. Estigios embrionarios: Embrido equino (Grau 1) no estadgio de morula (A);
Embrido equino (Grau 1) no estagio de blastocisto inicial (B); Embrido equino (Grau 1) no
estagio de blastocisto, com massa celular interna visivel (C); Embrido equino (Grau I) no
estagio de blastocisto expandido (D); Par de ovécitos ndo fertilizado (E)



A qualidade de um embrido relaciona a morfologia com a viabilidade, para tanto, é
atribuido um escore que vai de um a quatro, considerando o formato, simetria, coloracéo,
extrusao celular e integridade da zona pelucida (McKINNON; SQUIRES, 1988 adaptado por
McCue, 2011) (Quadro 2). A qualidade de um embrido € um dos fatores que exerce maior
efeito nas taxas de prenhez (SQUIRES; SEIDEL, 1995).

Quadro 2. Sistema de quatro pontos para classificacdo de embrides equinos em relacdo a

qualidade.

GRAU COMENTARIO DESCRICAO

Sem anomalias visiveis; formato esférico; células de tamanho, cor e

I Excelente textura uniformes; tamanho e estagio de desenvolvimento adequados para

a idade pds-ovulacdo

Imperfeicbes minimas, como alguns blastdmeros extrusados; pequenas

I Bom irregularidades de formato, tamanho, cor ou textura; pouca separagao

entre a camada trofoblastica e a zona pelGcida ou capsula

Nivel moderado de imperfei¢des, como grande percentual de blastdmeros

Il Ruim extrusados ou degenerados; colapso parcial da blastocele ou afastamento

moderado do trofoblasto da zona pellcida ou capsula

Problemas graves de fécil identificagdo, como alto percentual de

Degenerado ou A

Morto blas:to_meros extrusadczs, colapso total da bIastoc_eNIe, ruptura da zona
pellcida ou degeneragdo completa e morte do embrido.

v

UFO UFO Ovaocito ndo fertilizado

Fonte: Adaptado de McCUE (2011).

O diametro de embrides coletados em seis e meio, sete e oito dias apds a ovulacgéo,
variou de 160-260um, 160-840um e 380-1640um, respectivamente (MOUSSA et al., 2004).

Em geral a maioria dos embrides equinos coletados mede entre 0,4 — 1mm de
diametro, e encontra-se em estagio de blastocisto inicial a blastocisto expandido. Os embribes
de baixa qualidade, classificados no escore trés em diante e aqueles que sdo menores do que 0
normal para a sua idade, resultam em baixas taxas de prenhez em relacdo aos de grau | e 1l
(SQUIRES, 2003).

Coelho (2010), trabalhando com jumentas da raca Péga, realizou colheitas no D7 e
obteve uma taxa de recuperacdo embrionaria de 60% (21/35), os estdgios embrionarios
encontrados foram: mérula compacta — 9,52% (2/21), blastocisto — 38,1% (8/21) e blastocisto
expandido- 52,38% (11/21), apenas uma morula e um blastocisto foram classificados como
grau Il, os demais embrides foram classificados com grau I. Apenas seis dos 21 embrides
foram medidos a fresco, sendo quatro blastocistos expandidos - 250 a 525um (meédia
383,3um), um blastocisto — 187,5um e uma mérula compacta - 150um.

Em jumentas da raca Amiata, foram recuperados 30 embrides de 60 ciclos estrais
(50%) entre D7 e D9, 29 foram classificados como grau | ou Il (excelente para bom) e um foi
classificado como grau Ill (proveniente de uma égua velha com mais de 20 anos), 10
embrides coletados entre os dias oito e nove tiveram seu didmetro mensurado, o tamanho
médio dos embriGes foi de 666um (204,8 a 768um) e 1005um (537,6 a 1792um), para
embrides com oito e nove dias, respectivamente (PANZANI et al., 2012).

Panzani e colaboradores (2014) realizaram um estudo retrospectivo com éguas de
diferentes racas, durante as estacOes reprodutivas de 2002 até 2011. Ao todo 326/338 (96,4%)
foram avaliados como blastocisto expandido, 11/338 (3,2%) blastocisto inicial e 1/338
(0,02%) como morula. Quanto a qualidade embrionaria foram obtidos 307/338 (90,8%)
embrides grau I, 18/338 (5,3%) grau Il, 11/338 (3,2%) grau Il e 2/338 (0,6%) grau IV. O
didmetro de 215 embrides para os diferentes dias de colheita foi: D7 (n = 12) — 404,91um (*
306,5), D8 (n = 189) — 660.29um (£328,33), D9 (n = 10) — 912,39um (+665,11) e D10 (n = 4)
—1224,5um (£821,04).
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Terminada as avaliacbes embrionarias 0 embrido j& pode ser destinado seja para
transferéncia direta para o Utero da receptora, ou transportado para ser transferido para uma
receptora que esteja em outro lugar ou ainda criopreservado, lembrando que a viabilidade dos
embrides no meio de manutengdo, chamado de meio “holding” é de cerca de oito horas. No
entanto, a viabilidade também depende das condi¢cdes ambientais e do laboratorio, assim
como da qualidade do préprio embrido (LOSINNO, 2009).

2.4.  Mobilidade Embrionéaria e Reconhecimento Materno

Uma interacdo ininterrupta e completa entre o conceptus e o utero, é essencial para o
estabelecimento e manutengéo da gravidez (MEIRA et al., 2012). Com a ocorréncia da
fertilizacdo, ainda no oviduto o embrido indica sua presenca, interrompe o ciclo estral e
mantém a gestacdo, num processo conhecido como reconhecimento materno da prenhez
(SHORT, 1969). No caso dos equinos, diferentemente de outras espécies, ainda ndo esta claro
como o0 embrido sinaliza sua presenga para que ocorra 0 reconhecimento materno
(KLOHONATZ et al., 2013). Apesar da necessidade de maiores esclarecimentos a respeito do
reconhecimento materno, muitos estudos relatam a importancia da interagdo entre o embrido e
0 Utero, garantindo dessa maneira a funcdo e secrecdo do corpo ldteo, durante a gestacao
precoce (SILVA et al., 2005).

Apds a entrada do embrido no Utero, o concepto se movimenta livremente por todo o
ldmen endometrial, até o 15° - 16% dia apds a ovulacéo, quando o mesmo se fixa na base de
um dos cornos uterinos (GINTHER, 1983), possivelmente essa mobilidade da vesicula seja a
responsavel pela inibicdo da lutedlise do corpo lateo (GINTHER, 1998). As dobras
endometriais, em direcdo longitudinal (GINTHER, 1983), em conjunto com as
prostaglandinas produzidas pelo embrido que estimulam as contragbes uterinas, sejam
caracteristicas auxiliares na movimetacdo da vesicula (STOUT; ALLEN, 2001). Nas
jumentas, a migracdo do embrido pelo Gtero ocorre da mesma maneira que em equinos,
entretanto alguns autores relatam diferencas em relacdo ao dia de fixacdo embrionaria nas
jumentas em relacdo as éguas (BESSENT; GINTHER, 1987; MEIRA et al., 1988).

2.5  Fatores que Afetam a Taxa de Gestagao

A taxa de gestacdo é afetada pela receptora, pelo embrido, pela doadora (ALONSO,
M.A., 2008), e também pelo tipo de transferéncia. A receptora é considerada o maior
obstaculo nas taxas de gestacdo pds TE. Por isso, a selecdo e manejo adequado desses animais
influenciara no sucesso de todo o processo (CARNEIRO, 2005). Uma boa selecdo vai
determinar a qualidade do plantel de receptoras, enquanto que um manejo ideal ird fornecer o
ambiente adequado para a maximizacdo da taxa de prenhez e reducdo da perda embrionéria
(ALONSO, M.A., 2008).

2.5.1 Selecéo de receptoras

A receptora é considerada o fator mais importante da TE, ja que ela é a responsavel
por reconhecer o embrido e fornecer as condi¢es necessarias para o desenvolvimento do
mesmo (FLEURY et al., 2007).

A selecdo de uma receptora deve ser criteriosa, responsavel e, sobretudo, visando a
eficiéncia do programa de TE. Os critérios de sele¢do da égua receptora incluem tamanho,
idade, temperamento docil e bom desenvolvimento mamario, ter um ciclo estral normal, e
livres de problemas reprodutivos (SQUIRES et al., 1999; CARNEVALE et al., 2000;
SQUIRES et al., 2003), é importante também que ndo seja um animal agitado pois este
representa um risco para os profissionais e para a futura gestacdo, devido ao estresse. Devem
ser selecionados animais cabresteados e possiveis de serem manejados (BLANCHARD et al.,
2003; SAMPER et al., 2007). Os requerimentos sobre o status reprodutivo variam entre 0s
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centros de reproducdo, podendo variar desde éguas que tenham parido anteriormente
(avaliacdo da habilidade materna), ou éguas virgens, eliminando a possibilidade de laceracdo
cervical ou alteracdes uterinas prévias (HINRICHS, 1993; SAMPER et al., 2007).

Em relacdo a idade, o ideal sdo éguas entre trés a 10 anos, visto que a idade é um
importante fator predisponente para a degeneracdo endometrial que pode comprometer a
habilidade de manter a gestacdo (SQUIRES et al., 1999; MORRIS; ALLEN, 2002; STOUT,
2006). Carnevale e colaboradores (2000) observaram a taxa de prenhez de receptoras entre
dois e nove anos e esta ndo diferiu estatisticamente das receptoras entre 10 a 18 anos. Porém,
a taxa de perda embrionaria foi maior nas receptoras entre 10 e 18 anos (13,3% versus
20,5%). Em estudo conduzido por Rabelo e colaboradores (2009), a taxa de gestagdo foi
significativamente menor (p < 0,05) nas receptoras com faixa etaria > 1lanos (5/13 —
38,46%), quando comparadas com as receptoras entre seis a oito anos (12/15 — 80%) e entre
nove e 11 anos (13/17 — 76,47%), mas ndo apresentou diferenca em relacao as receptoras mais
jovens na faixa dos trés a cinco anos (11/16 — 68,75%).

Stanton e colaboradores (2004) relataram que a incidéncia de cisto endometrial
aumenta com a parturidade e com a idade, pois a maioria das éguas afetadas apresenta mais de
10 anos. Em uma populacdo de éguas férteis e subférteis a expectativa para ocorréncia de
cistos € de 13% a 22%. Em um levantamento os autores avaliaram que 73,1% dos cistos que
estavam presentes eram em éguas com mais de 14 anos, e apenas 29,1% dos cistos estavam
presentes em éguas que apresentavam de sete a 14 anos.

Um fator na selecdo para o qual ndo se da muita importancia é o tamanho da receptora
em relacdo a doadora e garanhdo (STOUT, 2006). Uma série de estudos demonstraram que a
discrepancia entre o tamanho genético do embrido e a receptora afeta em varios aspectos o
desenvolvimento intrauterino e pos-natal. Tamanho materno inadequado pode levar a um
maior ou menor crescimento fetal e apesar de um grau de compensacao na vida pos-natal, este
tamanho é mantido na maturidade (ALLEN et al., 2002; 2004). Tanto o crescimento uterino
aumentado ou retardado alteram a funcdo pds-natal cardiovascular, enddcrina e metabolica
(FORHEAD et al., 2004) e, aparentemente a utilizacdo de receptora que difere marcadamente
em tamanho com a doadora vai influenciar o tamanho do potro na maturidade. E em casos
ainda mais graves, pode aumentar a morbidade durante a vida intrauterina, imediata pds-natal
e, possivelmente, na vida adulta (STOUT, 2006).

A sanidade da receptora tem vital importancia, sendo que deve estar livre de quaisquer
moléstias infectocontagiosas, em especial Anemia Infecciosa Equina, babesiose, leptospirose
e adenite equina, que podem comprometer a sanidade de todo o plantel e posteriormente
causar declinio nas taxas de prenhez e aumento nas taxas de perda embrionaria (LOSINNO;
ALVARENGA, 2006). Devem também apresentar boa condi¢do corporal e passar por um
exame reprodutivo completo (SQUIRES; SEIDEL, 1995; McCUE et al., 1999; STOUT,
2006). Faz-se a observacdo da genitalia externa, sendo necessario ter uma conformacéo vulvar
normal. Qualquer sinal de alteracdo, como presenca de fluido, cistos, ar ou debris no Utero,
tumores ou outras anormalidades ovarianas, devem determinar o descarte do animal.
Aproximadamente 15 a 20% das éguas examinadas sdo descartadas. A égua deve ter uma
cérvix integra e ndo muito torta (STOUT, 2006). Como o exame nao € feito de uma forma
completa, hd uma grande quantidade de éguas aceitas e que nédo estdo aptas reprodutivamente
(LOSINNO; ALVARENGA, 2006).

2.5.2 Escolha da receptoranodiada TE

A escolha da receptora no dia da TE tem influéncia direta sobre a taxa de gestacgéo.
Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo neste momento, sendo 0s mais
importantes o dia pos-ovulacdo e as caracteristicas uterinas da receptora ao exame de
palpacdo e ultrassonografia (WILSHER et al., 2006). As receptoras devem ser avaliadas

20



anteriormente ao momento da transferéncia, devendo-se selecionar a égua mais adequada para
receber o embrido, cada veterindrio possui um método préprio de avaliacdo das receptoras
(FLEURY et al.,, 2006). Tal selecdo fundamenta-se nas concentracfes plasmaticas de
progesterona, naquele momento, contribuindo assim, para que estas apresentem as melhores
condicdes reprodutivas. Entdo, por palpacdo deve-se observar a cérvix firme e fechada,
aumento de tonus uterino (cilindrico e tubular) e ndo deve haver nenhuma evidéncia de dobras
endometriais ou secrecdo uterina no exame ultrassonografico (CARNEVALE et a.l, 2000).

Nos resultados de Alonso (2007), os animais apresentando o Utero mais tubular e de
ecogenicidade mais homogénea apresentaram maiores taxas de prenhez comparando-se com
aqueles com atero menos tubular e mais heterogéneo. Com isso, a avaliacdo da
morfoecogenicidade uterina deve ser considerada na selecdo da receptora. A
morfoecogenicidade uterina é o aspecto de tubularidade e homogeneidade a palpacéo retal e
ultrassonografia.

A sincronia entre embrido e ambiente uterino é essencial para o estabelecimento da
gestacdo. O ambiente uterino altera-se marcadamente sob a influéncia da progesterona, sendo
que um embrido em um Utero assincrénico pode estar sujeito a niveis hormonais e fatores de
crescimento ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra, afetando o estabelecimento da
gestacdo (WILSHER et al., 2006).

Atualmente, a sincronizacdo entre doadora e receptora € uma técnica realizada de
maneira relativamente simples em éguas ciclicas. Geralmente, administra-se uma Unica
injecdo intramuscular de PGF2a ou andlogo na égua doadora, um a dois dias antes da
aplicacdo do mesmo protocolo nas receptoras. Ambas devem estar entre 0 6- e 14- dia do
diestro e o exame ultrassonografico dos ovarios deve revelar a auséncia de um grande foliculo
pré-ovulatério que pode ovular rapidamente (ALLEN, 2001). Outra técnica de sincronizagdo
praticada consiste na administracdo de progesterona injetavel ou sintética orais durante nove
ou dez dias, iniciando nas doadoras de embrido um ou dois dias a frente das receptoras
(DRIANCOURT; PALMER, 1982). Removendo-se a progesterona e aplicando-se a PGF2a,
as éguas exibirdo estros em torno de trés dias (BERGFELT, 1999).

Em todos os protocolos de sincronizagcdo empregados, monitora-se 0 crescimento
folicular por ultrassonografia e utiliza-se hCG, GnRH ou EPE para induzir ovulacdo nas
éguas receptoras dentro de 48 horas depois que a doadora for inseminada (DUCHAMP et al.,
1987).

O grau de assincronia entre a ovulacdo da doadora e da receptora é entre -1 (ovulagdo
um dia antes da doadora) a + 3 (ovulacédo trés dias ap6s a doadora), ndo sendo as taxas de
gestacdo entre elas diferentes neste intervalo. Trabalhos mais recentes tém mostrado que a
sincronia entre doadora e receptora pode ser mais flexivel do que se pensava entre -1 a +5, até
porque pode-se realizar a colheita do embrido em dias diferentes (McKINNON; SQUIRES,
2007; JACOB et al., 2012).

Um estudo realizado por Jacob e colaboradores (2012), mostrou as taxas de prenhez
para 0 seguinte grau de sincronia foram: D-1 (71%, 05/07), DO (77%, 20/26), D1 (68%,
48/71), D2 (63%, 61/97), D3 (66%, 57/87), D4 (76%, 63/83), D5 (61%, 36/59) e D6 (27%,
04/15), mostrando que o D6 para o grau de sincronia teve menor taxa de gestacdo que todos
0s outros dias, mas nenhuma diferenca foi encontrada entre os dias D-1 a D5.

Muitos estudos ja foram realizados para avaliar o dia ideal do ciclo para a TE e 0 uso
de drogas para melhorar o perfil progesterdnico da égua receptora. O foco dos estudos séo 0s
antiprostaglandinicos, progesterona e mais recentemente o hCG e analogos do GnRH
(FLEURY et al., 2007).

Souza (2006) demonstrou que a aplicacdo de hCG no dia 0 ou 1 pos-ovulagédo
aumentou o numero de receptoras com Utero tubular e ecogenicidade uterina homogénea e
tobnus uterino bom e excelente. Sendo esta uma interessante ferramenta para melhorar a
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chance de a receptora apresentar caracteristicas desejaveis quando o numero de receptoras for
limitado. Alternativa interessante € o uso diério de progesterona, permitindo uma antecipacdo
no uso da receptora. O uso diario de progesterona, a partir do dia da ovulacéo, permitiu, 0 uso
das receptoras, ja no segundo dia pds-ovulacdo, gerando taxas de gestagdo proximas de 70%
contra taxas de 30% para receptoras que ndo receberam a suplementagdo com progesterona
(CAIADO et al., 2007).

Na tentativa de utilizar receptoras que ovularam antes da doadora, Wilsher e
colaboradores (2006), trataram com &cido meclofenamico receptoras que ovularam de dois a
cinco dias antes da doadora, iniciando no 9° dia pés-ovulagdo; taxas de 85% de gestacdo
foram obtidas naquelas que ovularam dois ou trés dias antes.

O uso de receptoras na fase de transicdo ou em anestro, também é uma boa maneira de
disponibilizar um maior nimero de receptoras, um ciclo estral artificial é induzido utilizando
estrdgeno e progesterona. As taxas de prenhez em égua com ciclos naturais foram de 67,8%
(400/590) semelhantes a taxa em receptoras com ciclo artificial - 55,6% (10/18)
(CARNEVALLE et al., 2000). A dose adequada de progestagenos deve ser administrada nas
receptoras com ciclo artificial induzido até haver producdo suficiente de progestagenos
enddgenos (McKINNON et al., 1988).

Os resultados a respeito da taxa de gestacdo apds a TE de asininos, para éguas ou
jumentas receptoras, ndo sdo animadores, Allen e colaboradores (1985) e Vendramini e
colaboradores (1997), reportaram uma taxa de gestagdo de apenas 15% aos 50 dias de
gestacdo. Camillo e colaboradores (2010) ap6s a transferéncia de 58 embrides pra jumentas
receptoras, resultaram em 13 (22,4%), 10 (17,2%) e 9 (15,5%) gestacOes nos dias 14, 25 e 50
respectivamente. Resultado mais satisfatério foi obtido por Panzani e colaboradores (2012)
onde a taxa de gestacdo foi de 60% (6/10) para embrides transferidos para jumentas e de 75%
(3/4) quando os embrides foram transferidos para o utero de éguas, todas as receptoras de
ambas espécies estavam entre os dias cinco — nove pds ovulagdo no momento da
transferéncia. Essas divergéncias entre éguas e jumentas indicam que apesar do padrdo
semelhante na fisiologia reprodutiva, essas duas espécies diferem em algumas manifestacdes
reprodutivas (WILBORN E PUGH, 2011).

2.5.3 Método de transferéncia

Antigamente a transferéncia de embrides equinos era realizada de maneira cirurgica
através de uma laparotomia com incisdo na linha média ventral, sob anestesia geral (IMEL et
al., 1981) ou através do flanco, usando anestesia local e sedacdo da égua (SQUIRES;
SEIDEL, 1995). Atualmente a técnica mais utilizada € da transferéncia ndo cirdrgica
transcervical, que consiste na deposi¢cdo do embrido no corpo do Utero da receptora, apds
atravessar a cérvix, com uma pipeta de inseminacdo ou um inovulador (LIRA et al., 2009).

A utilizacdo da técnica cirurgica demonstra taxas de prenhez mais homogéneas, em
torno de 65 a 80% (FLEURY; ALVARENGA, 1999, SQUIRES et al., 1999). Carnevale e
colaboradores (2000) compararam 0s métodos ndo-cirdrgico e cirurgico de TE e obtiveram
taxas de prenhez aos 50 dias de 47,4% (37/78) e 68,3% (381/558), e aos 120 dias de 39,7%
(31/78) e 57,9% (323/558), respectivamente. No entanto, esses autores salientaram que 0s
resultados superiores obtidos pela TE cirargica provavelmente tenham sido devido a melhor
qualidade dos embrides utilizados. Entretanto, Jacob e colaboradores (2002) e Gomes e
colaboradores (2004), em programas comercias de TE, mostraram que o método transcervical,
gera taxas de prenhez consistentes em torno de 70%, o que ndo justifica o procedimento
cirurgico.

A TE néo cirargica apresenta algumas vantagens em relacdo a cirirgica: € mais rapida,
mais barata e melhor para o bem-estar das receptoras (STOUT, 2006) além de que,
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operadores experientes podem conseguir taxas de gestacdo acima dos 80% quando receptoras
em boas condicGes estdo disponiveis (JASKO, 2002).

No procedimento de inovulacdo o embrido é envasado em palheta plastica de 0,25 ou
0,5mL em porgdes alternadas de solu¢do de manutencéo e ar, deve se aspirar trés colunas de
meio, intercaladas com coluna ar, e na segunda coluna do meio de manutencdo deve estar
contido o embrido. Este procedimento minimiza os movimentos do embrido dentro da palheta
e assegura a perfeita expulsdo do embrido para dentro do utero (SILVA et al., 2004).
Recentemente, pesquisadores e veterinarios tem utilizado a pipeta de inseminacéo artificial
para realizar a inovulacdo, onde o embrido é envasado da mesma maneira que nas palhetas.
Contudo, vérios outros aplicadores também tem sido descritos, como 0 modelo Hannover de
transferéncia de embrides bovinos, o aplicador modelo Francés e uma adaptacdo de tubo de
aco + tubo de polietileno (FRANCA, 2011). A escolha do tamanho da palheta e o tipo de
pipeta vdo depender da preferéncia do técnico, bem como do tamanho do embrido. Os
embrides de menores dimensdes sdo mais facilmente colocados em palhetas de 0,25mL,
enquanto que os embrides maiores podem ndo caber nas palhetas ou ndo passar pela sua
abertura (JASKO, 2002).

Peres e colaboradores (2002) nao observaram diferencas significativas nas taxas de
prenhez pos-transferéncia com a utilizagdo desses quatro modelos de transferidores, a taxa de
gestacdo foi de 59% para o transferidor Frances, 54% com pipeta de inseminacdo artificial,
44% com o transferidor alemé&o e 62% com o aparelho comum constituido por um tubo de aco
inox, dentro do qual perpassava-se um tubo de polietileno contendo o embrido.

Ap0s o envase do embrido, a pipeta de IA, ou o aplicador deve ser envolvido por uma
bainha de plastico estéril: “camisa sanitaria”, com 0 intuito de minimizar a contaminagdo do
embrido (COSTA, 2010).

Um método alternativo para se executar a inovulacdo de embrides equinos, consistindo
em depositar o embrido no Gtero da receptora mediante uma injecdo intrauterina guiada por
ultra-sonografia. Silva e colaboradores (2004) relataram que essa nova técnica foi comparada
ao método transcervical e ndo foram encontradas diferencas significativas nas taxas de
prenhez, as quais foram de 76,9% e 78,9%, respectivamente. Entretanto, trata-se de uma
técnica mais onerosa e complexa cuja aplicacdo se restringe a situacdes especiais.

2.6 Sexagem de Embrides

Na industria equina, o desejo de identificar o sexo do concepto é crescente em
programas de TE produzindo resultados promissores e de alta confiabilidade (AURICH,;
SCHNEIDER, 2014).

A identificacdo do sexo promove uma elevacdo nos ganhos e também o melhor
gerenciamento das criacfes. Entre as inUmeras vantagens fornecidas pela técnica, podemos
citar: (1) economia com manutencdo de receptoras prenhez de embrides com 0 Sexo
indesejado (alimentacdo, sincronizacdo, manejo); (2) descarte ou congelamento de embrides
com menor interesse econdmico (ALONSO, R.V., 2008); (3) uniformizar o plantel, para um
determinado sexo, como por exemplo, fémeas no caso da raca de polo argentino, que sdo
preferidas nas competicdes (HERRERA et al., 2014), ou quem sabe somente nascimento de
mulas ao inveés de burros, ja que essas fémeas alem das qualidades de trabalho também podem
ser empregadas como receptoras (RIBEIRO; MELO, 2006); (4) maior valor agregado ao
embrido, em virtude da programacdo adequada do uso do produto; (5) determinacdo de
caracteristicas e diagnostico de doencas geneticas (CHOI et al., 2010); (6) inibi¢do de abortos
de gestacOes ao redor de dois meses, tipo de conduta que acontece muitas vezes quando o
proprietario ao ser informado do sexo do feto apds a realizacdo da sexagem fetal por
ultrassonografia, decide ndo levar adiante a gestacéo da égua, ocasionando prejuizo financeiro
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e também a salde dos animais, além, € claro, de uma questéo ética (AURICH; SCHNEIDER,
2014).

A primeira etapa da determinacdo do sexo do individuo ocorre no momento da
fecundacdo com o estabelecimento do sexo cromossémico do zigoto. Porém o processo de
diferenciacdo sexual ocorrerd apenas algum tempo depois (JOST; MAGRES, 1993). O
embrido, no estado indiferenciado, tem potencial para dar origem a gbnadas e 6rgdos genitais
masculinos ou femininos. O caminho a ser seguido no processo de diferenciacdo sexual é
bastamte complexo, envolvendo genes autossomais e ligados aos cromossomos sexuais X e
Y. Diferentes produtos génicos desencadeiam a diferenciacdo, a qual pode ser dividida em
etapas sucessivas. Inicialmente, observa-se o estabelecimento do sexo genético (XX ou XY),
em segundo lugar o sexo gonadico (testiculo ou ovario), em terceiro o sexo hormonal e, por
ultimo, o sexo fenotipico (SHORT, 1982). O sexo gonadico normalmente em mamiferos é
determinado pelo sexo genético (POLANI, 1982), com a presenca do cromossomo Y
associado ao desenvolvimento testicular (BEATTY, 1970). Na espécie equina a diferenciacéo
gonadal acontece entre 39 e 45 dias de gestacdo (JOST; MAGRES, 1993).

Jacobs e Ross (1966) revelaram que o cromossomo Y possui uma sequéncia génica
especifica associada ao desenvolvimento do testiculo chamada inicialmente de testis
determining factor/fator determinante testicular (TDF/FDT). A chave genética presente no
braco curto do cromossomo Y, gatilho para a godnada se diferenciar em testiculos
preferencialmente que em ovérios, foi identificada quase 30 anos apds, sendo denominado de
SRY (sex determining region of the Y chromosome) (SINCLAIR et al., 1990). O gene SRY
codifica uma proteina de 204 aminoacidos que atua como fator de transcrigdo, ativando uma
cascata de eventos com papel fundamental na inducdo do desenvolvimento masculino e na
inibicdo da diferenciacdo feminina (MOREIRA, 2002). Dessa forma, o testiculo desempenha
funcdo primordial no processo de diferenciacdo sexual. Sua presenca estd associada ao
desenvolvimento dos 6rgdos anexos, genitalia masculina e bloqueio dos 6rgdos femininos,
enquanto que a sua auséncia permite o desenvolvimento dos érgdos sexuais femininos. Falhas
nas funcdes testiculares ou na acdo das substancias por eles secretadas resultam em inimeras
anormalidades reprodutivas (JOHNSON, 1983).

A identificacdo do sexo de embribes ja foi alvo de estudo de diversos grupos de
pesquisadores desde os anos 80, periodo em que diferentes métodos foram descritos, tais
como: 1) utilizacdo de antigeno H-Y no meio de cultivo embrionario (BETTERIDGE et al.,
1981; WACHTEL, 1984; RAMALHO et al., 2004); 2) analises citogenéticas (KING, 1984;
VAN VLIET et al., 1989; SCHRODER et al., 1990) e 3) técnica de hibridacdo in situ por
fluorescéncia (FISH — fluorescence in situ hybridization) (BETTERIDGE et al., 1981; VAN
VLIET et al., 1989). Em geral todas essas analises eram impraticaveis e pouco confiaveis
para a utilizacdo na pratica de transferéncia de embribes. Entretanto, foi com o advento da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) que o
procedimento de sexagem de embrides tornou-se viavel e passou a ser utilizado (ALONSO,
R.V., 2008).

O procedimento para identificagdo do sexo de embrides pode ser dividido basicamente
em duas etapas: 1) micromanipulagio embrionaria e 2) analise de DNA (SCHRODER et al.,
1990; HERR; REDD, 1991).

Para que o método de sexagem embrionaria seja considerado ideal, dois pontos séo
imprescindiveis: 1) a porcentagem de embrides que podem ser corretamente sexados, € 2) a
viabilidade pds-transferéncia de embrides sexados. O primeiro ponto envolve duas
caracteristicas: eficiéncia e precisdo (ou exatiddo). Eficiente significa que a técnica permite
sexar 0 maior numero possivel dos embrides. Precisdo significa, neste caso, que os embrides
sexados como XX sejam realmente fémeas, e 0s sexados como XY, sejam machos. A segunda
condicdo (viabilidade) depende do grau de dano que a técnica de sexagem causa aos
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embrides, e que ela possa ser realizada em embrides suficientemente jovens para serem
transferidos. Além disso, a sexagem deve ser reproduzivel, barata e rapida o suficiente para
permitir avaliar um grande nimero de embrides em pouco tempo, s6 assim a técnica pode
tornar-se viavel comercialmente (VAN VLIET et al., 1989).

2.6.1 Micromanipulacdo embrionéria

A micromanipulacdo de embrifes permite a retirada de uma biopsia do embrido que
pode ser utilizada para determinar o sexo embrionario, analisar caracteristicas desejaveis,
como pelagem ou producdo de leite, e ainda determinar a presenca de doencas hereditarias.
No inicio desses procedimentos, era necessario remover uma grande parte do embrido
(metade), o que muitas vezes inviabilizava seu desenvolvimento apo0s a transferéncia.
Entretanto, com o advento da PCR, a partir de uma pequena quantidade de células é possivel
amplificar sequéncias especificas do DNA (HUHTINEN et al., 1997).

A bidpsia de embribes pode ser realizada com o uso de métodos quimicos, mecanicos
e auxiliado por laser (CULLINGFORD, 2010). A biopsia quimica é realizada com a aplicacdo
de uma solugdo &cida, em um Unico local da zona pellcida, até criar um furo, entretanto é
pouco utilizada, pois acidifica 0 meio de manutencdo do embrido, promove lise dos
blastdmeros, influindo diretamente na viabilidade do mesmo (INZUNZA et al., 1998 apud
CULLINGFORD, 2010). A biopsia mecanica da zona pellcida pode ser realizada com o uso
de uma micropipeta ou com uma microldmina. Com a micropipeta é feito um furo direto na
zona pellcida e depois um numero especifico de células embrionéarias € aspirada. J& com a
microlamina, é feita a seccdo do embrido em um corte longitudinal e uma pequena parte do
embrido € removido (MALTER; COHEN, 1989 apud CULLINGFORD, 2010). Na perfuragédo
auxiliada por laser, um feixe de lasers de varias intensidades e duracdo é emitido na borda do
embrido, longe das células embrionarias, criando um buraco para acesso ao material genético.
Esse tipo de procedimento cria um furo mais preciso (TADIR et al., 1989;1990 apud
CULLINGFORD, 2010), e normalmente é usado junto ao método de aspiracdo (CHOI et al.,
2010).

As técnicas mecénicas de obtencdo de células embrionarias ainda sdo as mais
utilizadas, sendo que a microaspiracao causa menos danos ao embrido e a zona pelucida sendo
a viabilidade de embriGes biopsiados por essa técnica presumivelmente mais elevada que
embribes microsseccionados. Entretanto, a técnica de microsseccdo € mais facil de ser
executada (BREDBACKA, 2001). Comparando as técnicas de aspiracdo e seccdo, a taxa de
gestacdo foi de 75% (6/8) e 40% (6/15), respectivamente (SEIDEL JR. et al., 2010).

Uma estrutura chamada cépsula, presente no embrido equino, é considerada por
muitos autores como a grande barreira para a micromanipulacdo embrionaria, uma vez que
danos nessa estrutura prejudicam de maneira significativa a taxa de gestacdo apds a bidpsia
(HUHTINEN et al., 1997; STOUT et al., 2005; CHOI et al., 2010; CULLINGFORD et al.,
2010). A capsula é uma estrutura composta por glicoproteinas semelhantes a mucina, que se
forma entre o trofoblasto e a zona pellcida, apds a entrada do embrido no Utero, a partir do
estagio de blastocisto (por volta do 6- a 7- dia ap6s a ovulagdo) e permanece até o 23 de
gestacdo (STOUT et al., 2005). Acredita-se que a capsula desempenha as mesmas funcdes
que a zona peldcida (que é perdida com a expansdo do embrido). Ela tem grande importancia
durante a fase de migracéao e reconhecimento materno (SHARP, 2000). A cépsula de embribes
de jumentos possui a mesma composicao de carboidratos que a capsula de embrides equinos,
mas h& uma substancial diferenca na quantidade e proporcdo de acido sialico, sendo menor
para 0s embrides asininos. O tamanho do embrido também é similar entre as espécies,
entretanto o peso da massa seca da capsula de embrides de jumentos é cerca de 50% da do
cavalo, sugerindo que ela seja mais fina (ORIOL et al., 1993), o0 que eventualmente poderia
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facilitar os procedimentos de micromanipulacdo embrionaria de embriGes asininos, e até
mesmo de embrides provenientes do cruzamento das duas espécies.

Stout e colaboradores (2005) demonstraram a importancia dessa estrutura em embrides
equinos, quando 15 embrides transferidos apds a remoc¢do da capsula, ndo resultaram em
nenhuma gestacdo, enquanto quatro de seis embrides com a capsula intacta desenvolveram
normalmente a gestacdo. A inviabilidade na manutencgéo da gestacéo foi associada a seccao de
embrides em estagios onde a capsula ja esta formada.

Entretanto, na producdo de gémeos monozigdticos, mesmo apos a biparticdo os hemi
embrides conseguem se desenvolver, e esse tipo de técnica é considerado inclusive, uma
alternativa para aumentar as taxas de gestacdo e melhorar a eficiéncia reprodutiva. Dez
morulas, coletadas entre 144 e 156 horas (seis a seis dias e meio) apds a ovulacdo, foram
seccionadas com o0 uso de um equipamento de micromanipulagdo composto por dois bragos,
um dos bracos possuia uma micropipeta de suc¢do que mantinha o embrido na posicao, o
outro braco possuia uma microlamina, que era posicionada centralmente e dorsalmente ao
embrido, e em seguida com um Unico movimento vertical da lamina o corte foi realizado. Esse
tipo de técnica € conhecido como splitting. Vinte hemiembriGes e 10 moérulas obtidas nas
mesmas condic¢des, foram transferidas inteiras para as éguas receptoras. Nao houve diferenca
(p > 0,05) na taxa de prenhez entre o grupo de embrides inteiros 70% (7/10) e o grupo de
hemiembrides (10/20). J& em relacdo ao numero de embribes de cada grupo, houve diferenca
(p < 0,05) na taxa de prenhez, 70% (7/10) inteiros e 100% (10/10) bipartidos, das 10
gestacdes obtidas com hemiembriGes, oito gestacGes foram obtidas com o desenvolvimento de
apenas um dos hemiembriGes, e duas resultantes do mesmo par (SILVEIRA et al., 2005),
esses resultados abrem um precedente para o uso de técnicas de bidpsia em equinos, com 0
intuito de determinar o sexo, sem que ocorra queda na taxa de gestacao.

A primeira pesquisa bem sucedida com o uso da PCR para determinar o sexo de
embrides biopsiados e a viabilidade dos mesmos apds a transferéncia, foi realizada por
Huhtinen e colaboradores (1997). Os autores comegaram as biopsias dos embrides através de
microaspiracdo. Entretanto, houve grande dificuldade na penetracdo da capsula, e os dois
embrides onde essa técnica foi utilizada foram seriamente danificados. Por isso, as bidpsias
passaram a ser realizadas através de microsseccdo, com microldmina ligada ao
micromanipulador e os embrides foram estabilizados com sulcos produzidos na parte inferior
da placa de Petri. Nesse experimento foram utilizados 24 embrides (contando com os dois
biopsiados por aspiracdo), todos com idade entre D6 e D7, em estagio de moérula ou
blastocisto inicial. O tamanho médio dos embrides no grupo biopsiado foi de 179um e no
grupo controle (sem biopsia) foi de 213um e ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tamanhos e estagios dos embrides entre 0s dois grupos. Quatorze embrides foram biopsiados e
o diagnostico sexual revelou oito fémeas e seis machos. Apos a transferéncia trés (21%)
receptoras ficaram gestantes (todos embriGes fémeas), duas gestacbes chegaram a termo e
uma foi abortada. O aborto foi realizado com a aplicacdo de luprostiol e ocitocina e foi
realizada a dilatacdo manual da cérvix onde o concepto foi conduzido do Gtero para dentro da
vagina, e o embrido foi utilizado para analises citogenéticas. No grupo controle com embrides
transferidos inteiros, houve seis gestacdes e ndo foram analisadas diferengas entre as taxas de
gestacéo.

Devido as dificuldades associadas com colheitas de embries no 6° dia (McKINNON;
SQUIRES, 2007; JACOB et al., 2010), Choi e colaboradores (2010) avaliaram a viabilidade
de embrides em estagio de desenvolvimento mais avangado. As bidpsias foram realizadas por
aspiracdo com o auxilio do piezo Drill, que € um sistema que emite impulsos elétricos,
facilitando a perfuracdo da cépsula e a aspiracdo das células trofoblasticas. Os embriGes D6
estavam em estagio de morulas, morulas tardias ou blastocistos, todos os embrides ainda
apresentavam a zona pellcida. No caso dos blastocistos, a capsula ja podia ser vista, 0s
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embrides apresentavam diametro de 159 - 245um; os embrides D7 eram blastocistos
expandidos, com cépsula bem formada, e um pequeno resquicio ou auséncia de zona pelUcida,
variando entre 297 - 611um; os embrides com idade D8 eram bem maiores apresentando
didmetro entre 790 - 1350um, e estavam em estagio de blastocisto expandindo, sem evidéncia
de zona pelucida e capsula bem formada. As taxas de gestacdo para D6, D7 e D8, foram de
41,6% (5/12), 83% (10/12) e 75% (3/4), respectivamente. Os resultados demonstram que a
violacdo da capsula ndo inviabiliza o desenvolvimento gestacional, e taxas de prenhez
satisfatoria sdo obtidas apOs os procedimentos, diferentemente do que se acreditava em
estudos anteriores.

Muitos estudos relatam que o fator determinante para o sucesso da bidpsia de
embribes e sua posterior viabilidade, envolve principalmente o tamanho do embrido.
Entretanto as taxas de gestacdo néo tiveram diferencas significativas para embrides < 300um
foi de 75% (6/8) e de 77,3% (17/22), grupo biopsiado e controle, respectivamente; e para 0s
embrides > 300um, a taxa de gestagéo foi de 28,6% (2/7) contra 62,5% (10/16) para 0 grupo
biopsiado e controle, respectivamente (CULLINGFORD, 2010). Os resultados de Herrera e
colaboradores (2014), utilizando 150 embrides com didmetro < 300pum, 300 - 1000pum ou
>1000um, que foram aspirados e as taxas de gestacdo foram de 33,3% (2/6); 62,3% (43/69);
62,0% (18/29), ndo diferindo (p > 0,05) em relagéo a taxa de gestagdo dos embribes controle
(ndo aspirado) de mesmo diametro 44,4% (4/9); 69,6% (16/23), 57,1% (8/14),
respectivamente.

Uma metodologia mais recente envolve a aspiracdo somente do fluido da blastocele,
sem aspirar nenhuma célula embrionéria. Treze embrides tiveram o fluido da blastocele
aspirado e foi possivel determinar o sexo de 11 (84,6%) desses embrides, sendo oito machos
e trés fémeas. Nesse caso os embrifes ap0s a aspiracdo foram cultivados in-vitro e
demonstraram sinais de desenvolvimento, mas nenhuma transferéncia para o Utero de éguas
foi realizada (HERRERA et al., 2015).

2.6.2 Analise do DNA

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma tecnologia capaz de viabilizar os
procedimentos como identificacdo do sexo embrionario e diagnostico de doencas genéticas,
investigacdo de paternidade entre outras analises genéticas (MELO et al., 2012). A grande
desvantagem do método é a necessidade de remocao de células do embrido. Entretanto, € um
procedimento realizado em poucas horas e tem quase 100% de precisdo na identificacdo do
sexo (MANNA et al., 2003).

Mullis e colaboradores (1986) foram os responsaveis pelo desenvolvimento e
realizacdo da PCR com especificidade na cdpia de segmentos de DNA. A técnica é um
procedimento rapido que possibilita a multiplicacdo de um trecho especifico do DNA (todo ou
parte do gene, além de sequéncias extra-génicas), partindo-se de uma quantidade minima de
DNA alvo (LIMA, 2008).

Os componentes necessarios para a amplificacdo por PCR sdo: (1) dupla fita de DNA
para servir de molde para a replicacdo desejada; (2) primers ou oligonucleotideos - sequéncias
especificas de aproximadamente 20 pares de bases (pb) complementares a sequéncia
adjacente a da regido de DNA alvo; (3) enzima DNA polimerase - € responsavel pela
polimerizacdo das novas fitas de DNA; (4) dNTPs (Desoxirribonucleotideos trifosfatados) -
sdo nucleotideos livres que serdo incorporados pela enzima durante o processo de replicagédo
da sequéncia alvo; (5) tampdo - mantém o pH constante para a atividade da enzima DNA
polimerase; e (6) sais (MgCl,) — & um doador muito estavel de ios Mg2+, que sdo cofatores
indispensaveis para a atividade da enzima (VIEIRA, 2002).

Apbs ciclos repetidos de temperatura, divididos em trés etapas: 1- - desnaturagio das
cadeias do DNA em alta temperatura (94 — 96°C), 2- - pareamento dos primers em posicoes
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especificas (entre 30 — 60°C, definida em funcéo da sequéncia nucleotidica dos primers), 3 -
extensdo da sequéncia a ser amplificada pela acdo da enzima DNA polimerase (LIMA, 2008),
apos repetidos ciclos de desnaturacdo, pareamento dos primers e extensdo da sequéncia alvo,
ocorre uma multiplicacdo exponencial de cdpias da sequéncia alvo a partir da amostra inicial
(ERLICH et al., 1991). No inicio dos estudos com PCR, o uso de temperaturas elevadas na
etapa de desnaturagdo inativava a enzima DNA polimerase, sendo essa recolocada a cada
novo ciclo de desnaturacdo, o que dispendia muito tempo e trabalho. Esse procedimento foi
eliminado com a introducdo de uma enzima DNA polimerase termoestavel, denominada Taq
DNA polimerase, isolada de uma bactéria termdfila conhecida como Thermus aquaticus
(BROCK; FREEZE, 1969). A Taq DNA polimerase, ndo sofre inativacdo em temperaturas
elevadas, dessa forma os ciclos da PCR néo precisam ser interrompidos, e ela ainda aumentou
a especificidade e rendimento da reacdo de amplificacdo (SAIKI et al., 1988).

O produto resultante da PCR, tipicamente é identificado através da separacdo por
eletroforese, em gel de poliacrilamida ou agarose imerso em uma solugdo tampéo. Ao
imprimir uma carga elétrica, os eletrolitos presentes no tampdo também empregados no
preparo do gel, geram uma corrente elétrica que faz com que o DNA migre através da matriz
(gel), cuja velocidade esta relacionada a concentracdo do gel, a voltagem e ao tamanho do
fragmento. Desse modo os fragmentos maiores terdo mais dificuldade para atravessar a matriz
e se deslocardo menos, ao passo que os fragmentos menores amplificados migrardo para mais
longe do local onde os produtos foram inoculados no gel. A visualizacao € feita ao corar o gel
0 que varia de acordo com o tipo, se de agarose ou poliacrilamida (BARTLETT; STIRLING,
2003).

A utilizacdo da PCR para identificacdo do sexo ja foi utilizada em humanos
(MARTINHAGO, 2007), ovinos (MARA et al., 2004; SANTOS JUNIOR et al., 2011),
bafalos (MANNA et al., 2003) e ja faz parte da rotina na producdo de embries bovinos
(CARVALHAIS et al., 2005; RUFINO et al., 2006; LOPATAROVA et al., 2010).

A metodologia para identificacdo do sexo normalmente se baseia na presenca ou
auséncia da amplificacdo de genes ligados ao cromossomo Y, sendo o mais frequente o gene
SRY. Outra abordagem é a amplificacdo do gene ZFY (Zinc Finger Protein Y-Linked)- ZFX
(Zinc Finger Protein X-Linked), que estdo ligados aos cromossomos sexuais Y-X,
respectivamente (PEIPPO et al., 1995) .

Em equinos, o primeiro grupo a identificar o sexo de embriGes foi Peippo e
colaboradores (1995). Dezessete blastocistos equinos foram seccionados em trés a sete partes
e o sexo foi confirmado usando um par de primers ZFX/ZFY anteriormente utilizado para a
identificacdo do sexo em ratos, seguido do uso de enzima de restricdo para demonstrar o
polimorfismo entre as sequéncias homologas. Os resultados demonstraram uma eficiéncia de
95%, onde oito embrides foram identificados como fémeas e nove como machos. N&o houve
divergéncia em relacdo ao sexo para as diversas “partes” de um mesmo embrido. Entretanto,
para algumas dessas “partes” ndo foi possivel confirmar o sexo, e 0s autores argumentam que
a bidpsia pode ter sido perdida durante a manipulacao.

Han e colaboradores (2010), utilizando amostras sanguineas equinas e um conjunto de
primers para amplificacdo do intron 9 dos genes ZFX/ZFY demonstraram a existéncia de um
dimorfismo sexual com base em uma diferenca de 51 pares de base (pb) entre os genes
ligados aos cromossomos X e Y. O sangue proveniente de potros (machos) apresentavam
duas bandas (553 e 604pb) e as éguas (fémeas) possuiam uma unica banda (604pb). Concluiu-
se que a banda compartilhada por fémeas e machos, foi amplificada a partir do gene ligado ao
cromossomo X, enquanto a outra banda amplificada apenas nas amostras de machos era
proveniente do cromossomo Y. Além disso, as amostras com duas bandas foram as Unicas
que também apresentaram banda com o uso de primer para amplificacdo de uma regido do
gene SRY, que ¢ especifico do cromossomo Y, presente nos machos.

28



A utilizacdo de um PCR duplex (utilizando dois conjuntos de iniciadores) para
amplficacdo dos genes ZFX/ZFY (445pb) e do gene SRY (127pb; 121pb) nédo obteve resultado
satisfatorio, onde a identificacdo do sexo foi de apenas 30% (11/37) das amostras sendo 55%
(6/11) do sexo masculino e 45% (5/11) do sexo feminino. Como indicado pelos préprios
autores, o resultado ruim provavelmente decorreu da perda de células durante a transferéncia
das células submetidas a bidpsia para os tubos plasticos do tipo eppendorf. A primeira
hipdtese de falta de sensibilidade do teste foi descartada, uma vez que uma amostra, onde se
conhecia a concentracdo de DNA foi diluida até se chegar a concentragdo de apenas uma
célula e nesse caso a eficacia de determinacédo do sexo foi de 100% (CULLINGFORD, 2010).

Herrera e colaboradores (2014), também identificaram o sexo de embribes equinos,
através de um PCR duplex para amplificacdo dos genes SRY (equino) e amelogenina (AMEL),
esse Ultimo esta localizado nos cromossomos sexuais X e Y, entretanto a regido codificadora
deste gene no cromossomo Y é mais curta do que no cromossomo X. No caso das fémeas, 0s
resultados indicavam a presenca de apenas uma banda de 184pb, que corresponde ao gene
AMEL-X, e nos machos, duas bandas correspondem ao AMEL-Y/AMEL-X (184pb e 200pb),
além de uma banda com 429pb amplificada a partir do gene SRY. Das 104 amostras, foi
possivel identificar o sexo em 52. Outras 17 amostras apresentaram algum produto de
amplificacdo inespecifico. Das 52 amostras, 32 foram identificadas como fémeas e 20
machos, entretanto, a ultrassonografia foi utilizada para confirmacéo dos resultados, e apenas
27 das 32 amostras eram realmente fémeas, as outras 5 eram machos. 1sso demonstra uma
coincidéncia na determinacdo do sexo de 84,3% para as fémeas e 100% para 0s machos.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da UFRRJ sob o nlimero
23083.010030/2012-07.

3.1  Periodo e Local de Execugéo

As colheitas de embrides e avaliacdes relacionadas com a transferéncia de embrides
foram desenvolvidas durante o periodo correspondente as estacdes de monta (setembro a
marc¢o) de 2012/2013 e 2013/2014 e em seguida, nos meses fora da estacdo de monta, foram
realizadas as analises moleculares. A parte da pesquisa que envolveu diretamente o trabalho
com o0s animais - transferéncia de embrides, foi desenvolvida no Departamento de
Reprodugéo e Avaliagdo Animal e no Setor de Equideocultura do Instituto de Zootecnia, e 0s
procedimentos de analise molecular foram realizados no Departamento de Genética
vinculado ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, pertencentes a Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, situada no municipio de Seropédica- RJ.

3.2  Transferéncia de Embrides (TE)

3.2.1 Animais

Foram utilizadas 67 éguas, entre doadoras e receptoras de embrides, 13 éguas foram
usadas como doadoras e receptoras, as caracteristicas referentes a categoria, raca, numero de
animais e idade estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas relacionadas a categoria, raca, niumero de animais e idade das
éguas utilizadas no experimento.

CATEGORIA RACA N° DE ANIMAIS IDADE
Bretdo Postier 7 7-12 anos
Doadoras Mangalarga Marchador 33 3-15 anos
Mestica Mangalarga 18 4-12 anos
Mangalarga Marchador 13 5-12 anos
Receptoras :
Mestica Mangalarga 9 3-7 anos

Todas as eguas apresentavam boa condicdo corporal com escore minimo de cinco
(escala de classificacdo de um a nove) (HENNEKE et al., 1983), com ciclos estrais regulares
e histdrico reprodutivo conhecido. As éguas passavam a maior parte do tempo soltas a pasto,
formados por capim Panicum maximum (Tanzénia) e com agua fresca ad libitum, e eram
confinadas em piquete somente na parte da manhd, para execucdo dos procedimentos
reprodutivos e para suplementacdo alimentar com 2,0 kg de concentrado diariamente.

Como garanhdo foi utilizado um Unico jumento da raca Péga, que passou por um
exame andrologico prévio, e com fertilidade comprovada. O animal apresentava boa condigéo
corporal, era mantido em baia fechada a maior parte do tempo, com alimentacdo diéria a base
de feno de alfafa, 3,0 Kg de concentrado ou ragdo comercial a 12% de proteina e agua fresca
ad libitum, o animal era solto e exercitado em piquete durante um periodo do dia.
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3.2.2 Controle do ciclo estral

Foi realizado o acompanhamento de 127 ciclos estrais das éguas doadoras, no caso das
éguas receptoras foi realizado o acompanhamento do ciclo estral somente para sincronizagdo
das mesmas com as éguas doadoras.

A atividade ovariana das éguas foi monitorada por meio da palpacéo retal e técnica de
ultrassonografia, com aparelho modelo Mindray DP2200Vet, equipado com transdutor linear
de 5.0MHz. As avaliaces foram realizadas a cada dois ou trés dias até a observacdo de um
foliculo > 23mm, quando passaram a ser avaliadas diariamente até a detec¢do de um foliculo
> 30 mm e presenca de edema uterino na escala de um a quatro (McKINNO; SQUIRES,
1988), momento em que foi realizada a inducao da ovulagdo.

A inducdo da ovulacdo foi realizada em todos os ciclos estrais utilizando trés
diferentes agentes indutores: H1 (n = 75) — tratamento com 1000UI (1,0 mL i.v.) de hCG
(Chorulon® - Intervet Schering-Plough Animal Health), H2 (n = 39) — tratamento com 715Ul
(0,715 mL i.v.) de hCG (Chorulon® - Intervet Schering-Plough Animal Health) e H3 (n=13)
— tratamento com 750pg (3,0 mL i.v.) de Acetato de Deslorelina (Sincrorrelin® - Ourofino
Saude Animal). Apos a inducdo da ovulagdo, o monitoramento da atividade ovariana foi
realizado uma vez ao dia até a deteccao da ovulacao.

3.2.3 Inseminacdo artificial (1A)

As éguas doadoras foram inseminadas, por via transcervical, com deposicéo do sémen
no corpo do Utero. A inseminacdo foi realizada 24 horas ap6s a indugdo da ovulacdo, e nos
casos onde ndo ocorreu a ovulagdo, a inseminacao foi repetida com 48 horas decorridas da
primeira inseminacao artificial.

Foi utilizado sémen resfriado, diluido (Botu-Sémen® - Botupharma) na dose de 500
milhGes de espermatozoides com movimento progressivo, vigor entre trés — cinco (escala de
um - cinco), e volume inseminante entre 15 — 30 mL.

3.2.4 Colheita dos embribes

Os lavados uterinos para colheitas dos embrides foram realizados sempre pelo mesmo
técnico entre os dias seis e nove apds a ovulacdo, como segue nos seguintes grupos: D6 (n =
49) — coletas seis dias ap6s a ovulacdo, D7 (n = 49) — colheitas sete dias ap6s a ovulacdo, D8
(n = 24) — colheitas oito dias ap6s a ovulacdo, D9 (n = 5) — colheitas nove dias apds a
ovulacéo.

Para o procedimento as éguas foram contidas em um brete, onde foi realizado o
esvaziamento do reto e higienizagdo da genitélia externa. Em seguida, um cateter tipo Folley
(Pets-inc®) foi introduzido, por via vaginal, através da cérvix até o corpo do Gtero, local onde
foi inflado o Cuff com 40 a 60 mL de ar. Em seguida a sonda foi tracionada em sentido caudal
para que o Cuff se ajustasse ao 6stio cranial da cérvix, obstruindo assim sua abertura. Uma
vez a sonda inserida no corpo do Utero, foi infundido um litro de solucdo Ringer com Lactato
pré-aquecida a cerca de 37°C. O liquido foi imediatamente drenado em um copo coletor com
filtro milipore (com malha de 75um — apropriado para reter o embrido). Nos casos em que 0
embrido foi visualizado no copo coletor o restante da solugdo contida no Utero foi drenada e a
colheita encerrada. Caso o embrido néo tivesse sido encontrado no primeiro lavado uterino,
prosseguia-se com a colheita até terem sido realizados trés lavados com um litro de solucdo de
Ringer com Lactato cada, nos procedimentos em que o fluido retornou limpido e cristalino, o
mesmo litro foi reutilizado nos trés lavados de uma mesma égua. Apo6s a infusdo do fluido o
utero da égua foi massageado vigorosamente através do reto com o intuito de suspender 0s
embrides que podiam estar “apoiados” no endométrio. Apds a drenagem de todo o liquido
infundido, o ar do Cuff foi retirado e o cateter removido do utero.
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Ao final do lavado, o fluido contido no filtro de colheita (aproximadamente 50mL) foi
rotacionado e vertido em uma placa de Petri riscada e descartavel de 100 x 20mm. A placa foi
levada ao microscépio estereoscopio modelo Tecnival CGA-6745, com aumento de 10x —
20x, para o rastreamento do embrido que, quando localizado, seguia-se ao procedimento de
avaliacdo morfologica do embrido, seguido de seccdo e transferéncia dos embrides. O
rastreamento foi realizado sempre pelo menos técnico, de forma minuciosa e criteriosa,
especialmente nas colheitas realizadas em D6, para que os embrides pequenos ndo deixassem
de ser identificados.

Ap0s a colheita do embrido, a égua doadora recebeu uma aplicagcdo intramuscular de
7,5 mg de Dinoprost Trometamina - PGF2a (Lutalyse® - Zoetis-Pfizer) para encurtamento do
diestro.

3.2.5 Avaliacdo dos embrides

Apos a identificagdo do embrido, o mesmo foi transferido para uma outra placa de
Petri, onde foi submetido a lavagem para retirada dos debris celulares e possiveis
contaminantes do Utero, essa lavagem foi realizada em passagens sequénciais do embrido em
10 gotas de meio préprio para embrides — Holding Plus (Vitrocell® - Embriolife).

Com o embrido “limpo”, uma ocular de 10x, com reticulo micrométrico foi acoplada
ao microscopio esteroscopico (Tecnival CGA-6745), para que o técnico (0 mesmo que
realizou as colheitas e identificacdo do embrido) pudesse verificar o didmetro dos embrides e
realizar as demais avaliacGes. Foi padronizado que a avaliacdo dos embrides, independente do
dia da colheita (D6 — D9) fosse feita sob 0 maior aumento permitido pelo equipamento, apés a
mensuracdo os valores foram transformados segundo a férmula fornecida pelo fabricante:
TEm = NDC x 0,19 / (AO x ASZ), onde TEm = Tamanho do embrido que deseja determinar;
NDC = numero de divisdes; AO = Ampliacdo da objetiva; e ASZ = Ampliacdo do sistema de
zoom (Figura 3).

Apbs a mensuracgdo foi realizada a classificacdo dos embrides em relacdo ao estagio
(MO, BI, BL e BX) e qualidade embrionaria (grau | a 1V), como descrito por McKinnon e
Squires (1988).

Figura 3. Visualizagdo do sistema de reticulo micrométrico utilizado para mensuragdo dos
embrides (A); Zoom utilizado como padrdo para mensurar o tamanho dos embrides (B).
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Encerrado os procedimentos de avaliagdo dos embrides, os mesmos foram destinados
para seccdo e a analise molecular, alguns embrides apds serem seccionados foram transferidos
para as éguas receptoras.

3.2.6 Preparacdo dos embrides para identificacdo do sexo

Ap6s a manipulagdo e avaliacdo 71 embribes foram preparados para a identificacdo do
sexo, sendo que 39 embrides foram utilizados inteiros, com o intuito de verificar a eficiéncia
de um conjunto de primers utilizado para equinos, na sexagem de embrides muares e 32
embrides foram seccionados (cortados), estes possibilitaram verificar a viabilidade da
gestacdo apds o corte, e também se a eficiéncia da técnica de sexagem com apenas uma
pequena porc¢do do embrido.

Os embrides inteiros foram imediatamente transferidos da placa de Petri para tubos do
tipo eppendorf de 0,2mL, estes tubos eram novos e foram previamente autoclavados, todos
foram identificados com o nome da égua, cédigo do embrido e data da colheita. Para a
transferéncia da placa para os tubos, os embrides menores (D6 e D7) foram transferidos
utilizando uma pipeta automatica, onde se aspirou o embrido + 1L do meio proprio de
embrides - Holding Plus (Vitrocell® - Embriolife).; J& os embrides maiores (D8 e D9) foram
aspirados da placa de Petri e colocados nos tubos, com o auxilio de uma palheta de
manipulacdo de embrides (0,25 — 0,5mL), e neste caso foi aspirado a menor quantidade
possivel de meio proprio para embrides.

Antes de iniciar o procedimento de seccdo dos embrides, eles foram transferidos da
placa de Petri, onde tinham sido lavados, para uma placa de Petri menor (35 x 10mm),
contendo 2mL do mesmo meio préprio utilizado na lavagem (Holding Plus).

Para seccionar os embrides, optou-se por adaptar uma técnica simples, de baixo custo
e que pudesse ser reproduzida a campo, para tanto a seccdo foi realizada com a utilizacdo de
uma lamina de bisturi oftalmico (Accusharp 30G - ACCUTOME®) (Figura 4).

O embrido foi posicionado préximo a lateral da placa, para que no momento da sec¢édo
ele ndo “movimentasse”. Com a visualizagdo do embrido através da lupa, a lamina de bisturi
oftalmico foi posicionada bem em cima do embrido, um pouco deslocado do centro do
embrido, com a intencdo de produzir dois hemi-embriées com tamanhos desiguais (um menor
e outro maior).

Figura 4. Lamina de bisturi oftalmoldgico utilizada para seccionar os embrides (A); Detalhe
lamina de bisturi oftalmologico (B).

Apos o posicionamento da lamina, foi feito o corte com um Unico movimento que teve
inicio com a ponta da lamina, na borda do embrido e em seguida o restante da lamina foi
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pressionada contra o embrido (Figura 5A), a lamina foi entdo deslocada para a lateral para
“soltar” as duas metades (Figura 5B).

Corte B o

Embriao A
Placa de Petri

Figura 5. Esquema de posicionamento e corte do embrido (A); Duas por¢bes do embrido
hibrido ap6s o corte, onde a menor foi utilizada para a identificacdo do sexo e a maior parte
para a transferéncia para o utero das éguas receptoras (B).

Apds a seccdo, nove embribes tiveram as duas metades utilizadas separadamente para
a identificacdo do sexo. Os outros 23 embribes, a maior metade oriunda do corte foi
transferida para o Utero das éguas receptoras e a metade menor foi utilizada para a
identificagdo do sexo. No caso dos embrides seccionados, os mesmos foram transferidos para
tubos do tipo eppendorf, da mesma maneira como foi feito para os embrides inteiros.

Os tubos de eppendorf foram acondicionados em caixa de isopor e levados
imediatamente para o laboratorio para extracao do DNA.

3.2.7 Transferéncia dos embrides seccionados

Vinte e trés embrides seccionados foram transferidos para o Utero de receptoras
previamente sincronizadas com as éguas doadoras. Todas as éguas receptoras tinham entre
trés e cinco dias poés-ovulacdo, e as mesmas foram avaliadas previamente antes da
transferéncia para verificar as caracteristicas uterinas, cérvix firme e fechada, aumento de
tonus (cilindrico e tubular), auséncia de evidéncia de dobras endometriais ou secrecdo uterina
no exame ultrassonogréafico, e outros distarbios incompativeis com a transferéncia.

Para a transferéncia foi utilizada a maior por¢do proveniente da seccdo dos embrides,
essa porcdo foi acondicionada em pipetas de IA, na seguinte ordem: meio de embrido, ar,
meio + maior por¢cdo do embrido, ar e meio. A pipeta de IA foi protegida com camisa
sanitaria e esse conjunto foi utilizado para depositar o embrido no Utero da égua receptora.

Para o procedimento de transferéncia a receptora foi contida em tronco, a cauda
amarrada, o reto esvaziado e a genitalia higienizada, da mesma maneira como foi realizado
com a egua doadora para a colheita dos embrides. A mdo contendo a pipeta de 1A foi
introduzida pela vagina, depois cérvix, uma vez na cérvix, a camisa sanitaria foi puxada para
trés, enquanto a pipeta foi mantida no lugar, dessa maneira, apenas a pipeta foi inserida no
limen uterino. Com a pipeta devidamente posicionada no corpo do Utero, o embrido foi
depositado.

O diagndstico de gestacdo das receptoras foi realizado aos 15 dias (contados da
ovulacdo da doadora), e repetida aos 30 dias de gestacdo para avaliar a perda embrionaria
precoce (PEP).
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3.3 Analise Molecular

3.3.1 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA, 9uL de tamp&o de reacdo 10X (Biotools®, B&M Labs) e
150ug de proteinase K, foram acrescentados aos tubos do tipo eppendorf de 0,2mL, que
continham o embrido (ou parte dele), além do meio proprio de embrides - Holding Plus
(Vitrocell®-Embriolife). Em seguida os tubos foram colocados em um termociclador
(Biotraza, LongGene®, Modelo MG96+), sob a seguinte condigdes: 37°C por 1 hora, seguido
de 98°C por 8 minutos (HUHTINEN et al, 1997).

Apos a lise celular para extragdo do DNA, os tubos foram congelados a — 20°C, para
conservacao das amostras até que fosse realizada a PCR. N&o foi realizada a quantificacdo do
DNA extraido dos embriGes inteiros ou a por¢éo resultante do corte.

3.3.2 Reacgédo em cadeia da polimerase (PCR)
Para a determinacdo do sexo, foi realizada a PCR convencional multiplex, utilizando
os primers SRY e ZFX/ZFY (CULLINGFORD, 2010) (Quadro 4).

Quadro 4. Sequéncia dos primers (Foward — F e Reverse — R) e tamanho esperado dos
fragmentos amplificados para a identificacdo do sexo dos embrides.

Primer Sequéncia Tamanho
ZFXIZFY —F 5— ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT - 3

ZFXIZFY —R 5— GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGT -3’ 445pb
SRY - F 5 - ACAAACGGGAGGAGCGGTTA-3

SRY -R 5’ — CAGGGACTCTGAAGCCACCA - ¥ 217ph

Para a amplificacdo dos fragmentos de interesse foi utilizado o Master Mix GoTag®
DNA Polymerase (Promega, Madison, WI). O volume final das reagdes foi de 25pL
compostas por 5uL de Green GoTaq Reaction Buffer (5X), 1uL de cada primer ZFX/ZFY—
F/R a 10puM, 1 pL de cada primer SRY-F/R a 10uM, 0,5uL de dNTP mix (Promega,
Madison, WI) a 10 mM cada, 0,12uL de GoTaq DNA polymerase (5U/pL) (Promega,
Madison, WI), 2 pL de DNA extraido dos embrides, completando o volume com 13uL de
agua ultra-pura/nuclease free-water (Promega, Madison, WI). Em alguns casos foi necessario
alterar os volumes de DNA ou até mesmo dos primers, e nestes casos 0 volume de &gua foi
modificado para manter os 25uL do volume final de reacéo.

Além das reacbes contendo o DNA dos embrides em todas as amplificacdes foram
incluidos dois controles positivos, onde foi utilizado o DNA extraido do sangue de uma égua
(controle positivo de fémea) e do sangue de um jumento (controle positivo de macho), e
também um controle negativo, onde ao invés de DNA foi adicionado agua ultra-pura para
verificar a contaminacao dos reagentes.

ApoOs o preparo, as reacdes foram colocadas no termociclador, para amplificacdo
segundo o seguinte ciclo de temperaturas: primeiro passo a 95°C por dois minutos
(desnaturacdo), seguido de 40 ciclos de 95°C por 45 segundos (desnaturagéo da dupla fita de
DNA), 62°C por 45 segundos (anelamento dos primers) e 72°C por um minuto (extenséo do
fragmento), apds a repeticdo de todos os ciclos, a finalizagdo da reagdo ocorreu a 72°C por
nove minutos.

3.3.3 Identificagdo dos produtos da PCR
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%,
para a migracéo e separagdo dos fragmentos no gel. A eletroforese ocorreu a 120 — 130 Volts,
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por cerca de uma hora. Em todos os géis, na primeira canaleta foi incluido o DNA Ladder,
padrdo de peso molecular de 50 ou 100pb, seguido pelas amostras nas demais canaletas, e nas
ultimas canaletas foram aplicados os controles negativo e positivos. Para analise dos produtos
de PCR, o gel permaneceu por 10 minutos em solucdo fixadora, composta por: 25mL de
etanol comercial + 1,25mL de acido acético + 225mL de H,O destilada. Em seguida foi
corado por 10 minutos (SOBagitacdo constante) em solugéo de Nitrato de Prata (AgNOs) a
0,2%, e ap0s essa etapa, foi realizada a revelagcdo com solucao de Hidréxido de Sodio (NaOH)
a 3% acrescido de 0,6% de formol, onde o gel foi agitado imerso na solucdo até o
aparecimento das bandas. Apdés a revelacdo o gel foi imerso por mais 10 minutos na solucéo
inicial utilizada para fixacdo, com o intuito de interromper a revelacdo. Depois de corado, 0S
géis foram fotografados no transiluminador (L-PIX®, Loccus biotecnologia), para posterior
avaliacédo dos resultados.

3.4 Analise Estatistica

O tamanho dos foliculos no momento do tratamento verificado através da analise de
variancia - ANOVA. Os dados referentes a taxa de ovulagdo, recuperacdo embrionaria nos
diferentes dias e eficacia da identificacdo do sexo em embrides inteiros e seccionados foi
determinada através do teste Exato de Fisher, com 5% de significancia estatistica. O teste do
Qui-Quadrado (X?), foi utilizado para verificar se houve influencia da raca das éguas doadoras
de embribes. Para verificar o crescimento dos embrides foi utilizada a regressdo linear
simples. O teste binominal foi utilizado para verificar se a proporcdo de embrides
identificados como machos ou fémeas diferiu do conceito de equilibrio onde se espera 50% de
embrides machos e 50% de fémeas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Evidéncias sugerem que 0 momento ideal para o tratamento com agentes indutores da
ovulagdo, deve ser realizado na presenga de um foliculo ovariano > 35mm associado a
presenca de edema uterino. No presente estudo o didmetro médio dos foliculos no momento
da inducéo foi de 38,5 + 4,18mm com edema uterino entre trés e quatro (escala de um —
quatro), algumas inducdes foram realizadas com foliculos ovarianos de diametro menor que
35mm, mas nunca menor que 30mm, essas inducfes foram necessérias em funcdo da
sincronizacdo com as receptoras e também com a disponibilidade do sémen, uma vez que as
coletas de sémen eram realizadas apenas em dias alternados.

O didmetro dos foliculos no dia do tratamento ndo diferiu entre os trés grupos (p >
0,05), e as médias foram 39,2mm para o grupo tratado com 1000Ul de hCG (H1), 37,9mm
para os ciclos tratados com 715Ul de hCG (H2) e 37,4mm para o grupo tratado 750ug de
Acetato de Deslorelina (H3) (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de ciclos, média e desvio padrdo do tamanho do foliculo no momento do
tratamento, e percentual de éguas ovuladas com os diferentes agentes indutores da ovulagao.

Tratamento Ciclos Tamanho do foliculo (mm) % de ovulacdes
1000U1 hCG (H1) 75 39,2+ 4,3 85,3%
715U1 hCG (H2) 39 37,9+ 4,0 74,4%
750ug Deslorelina (H3) 13 37437 69,2%
(p >0,05)

A ovulagdo aconteceu em até 48 horas em 80,3% (102/127) das inducdes realizadas.
Esse resultado corrobora com os resultados ja descritos por outros autores que afirmam que se
a inducdo da ovulacdo for realizada no momento adequado, a maioria das éguas ird ovular em
até 48 horas apds a aplicacdo dos horménios (PALMER, 1993; SAMPER, 1997, BERGFELT,
2000; BRINSKO et al., 2000; LeBLANC, 2006; GINTHER et al., 2008; PYCOCK, 2008;
SAMPER, 2008; JACOB et al., 2011).

O percentual de ciclos onde ocorreu a ovulagdo ap6s 48 horas da aplicacdo dos
farmacos, foi de 85,3% (64/76), 74,4% (29/39) e 69,2% (9/13), para os grupos H1, H2 e H3,
respectivamente. Houve apenas um ciclo com dois foliculos dominantes, e onde ocorreu dupla
ovulacdo. Nao houve diferenca (p > 0,05) entre os diferentes grupos experimentais.

No estudo de Sieme e colaboradores (2003), o percentual de éguas ovuladas em 48
horas apds a inducdo foi de 97,5%, entretanto, a dose utilizada por esses autores foi de
1500Ul de hCG (superior as doses utilizadas no presente estudo) e no momento da inducéo
os foliculos apresentavam didmetro superior (40mm) ao didmetro de inducdo do presente.
Camillo e colaboradores (2004) induziram a ovulagdo com foliculos maiores que 32mm, ou
seja abaixo do preconizado, entretanto, utilizaram uma dose de hCG superior (2500Ul), as
doses utilizadas no presente estudo (750 e 1000Ul), o que justificaria 0 maior percentual de
éguas ovuladas — 97,6% em até 48 horas. Essas evidéncias nos faz sugerir, que o uso de doses
muito baixas de hCG, podem diminuir o percentual de éguas ovuladas em até 48 horas da
aplicacdo.

A indugédo com o uso da Deslorelina, ndo demonstrou diferenca em relagcdo aos grupos
tratados com a hCG. Porém outros estudos revelam um percentual elevado de ovulagéo apos a
utilizaacao da deslorelina, como nos achados de Maio e colaboradores (2010), onde a taxa de
ovulagdo apo6s o uso de 750ug de Deslorelina foi de 88,9% (32/36), entretanto os autores
desse estudo indicam que o acompanhamento para detecgdo da ovulacgdo foi realizado até 72h
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apos a inducdo, e dessa forma ndo fica claro se a taxa de ovulacdo foi em até 48h ou em até
72h, o que justificaria um maior percentual de éguas ovuladas ap6s um maior tempo entre a
inducdo e a ovulacdo. Ja Silva (2011) reportou uma taxa de 90% (27/30) de ovulacdes em até
48 horas apds a aplicagdo da Deslorelina, contudo a Deslorelina utilizada no presente estudo e
no estudo referenciado, pertenciam a laboratorios diferentes, podendo ser este o fator
diferencial.

Em equinos, o lavado para colheita de embriGes, é realizado entre os dias seis e nove
apos a ovulacdo, porém os dias sete e oito apresentam uma taxa de recuperacdo superior, em
comparacdo com o dia seis, e as colheitas nove dias apds a ovulacdo, apresentam taxa de
recuperacdo semelhante aos dias sete e oito, entretanto, as taxas de prenhez com embribes D9,
sdo inferiores as taxas dos demais dias (SQUIRES; SEIDEL, 1995). No presente estudo, a
taxa de recuperacdo embrionaria foi de 55,9% (71/127), os lavados para colheita de embrides
provenientes do cruzamento de éguas com jumentos, foram realizados nos dias 6, 7, 8 e 9
apos a ovulacdo e as taxas de recuperacdo embrionéria para os diferentes dias foi: 57,1%
(28/49), 51% (25/49), 63% (15/24), 60% (3/5), respectivamente e ndo houve diferenca (p >
0,05) entre a taxa de recuperacdo embrionaria para os diferentes dias de colheita (Gréfico 1).

Gréfico 1. Taxa de recuperacdo embrionéria nos diferentes dias de colheita de embries
hibridos.
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Em equinos foi observada uma menor taxa de recuperacdo embrionaria no D6. No
estudo de Jacob e colaboradores (2010) a taxa de recupera¢do embrionaria no D6 - 42%
(16/38), diferiu (p < 0,03), das taxas de recuperagcdo embrionaria no D7 - 61%, (159/262), D8
- 66% (285/434), D9 - 59% (39,66) e D10 - 56% (09/05). O mesmo foi observado no
experimento de Camargo e colaboradores (2013), onde a taxa de recuperagao embrionaria no
D6(18,1% - 2/11) e D10 (35,3% - 6/17) foram menores (p < 0,01), que as taxas observadas
em D7 (56% - 14/25), D8 (64,5% - 189/293), e D9. (52,6% - 181/344). Camillo e
colaboradores (2010), também observaram diferencas na taxa de recuperacdo de embrides de
jumentas, com uma menor taxa (p < 0,05) de recuperacdo para o D7 - 12,5% (1/8) em relacao
aos dias 8 e 9, 79,1% (43/58) e 75% (12/26), respectivamente.

Os estudos realizados por Jacob e colaboradores (2010), Camargo e colaboradores
(2013) e Camillo e colaboradores (2010), foram realizados com doadoras Mangalarga
Marchador, Brasileiro de Hipismo e Jumentas, respectivamenete. E todos eles demonstraram
haver diferenca na taxa de recuperacdo embrionéria de embrifes mais jovens versus embrides
mais velhos.
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No presente estudo apesar da utilizacdo de doadoras de diferentes racas (Bretdo
Postier, Mangalarga Marchador e Mestica), a taxa de recuperacdo embrionaria total e entre os
diferentes dias de colheita ndo diferiu entre as racas (p > 0,05). A taxa de recuperacdo
embrionaria total foi de 59,1% (13/22), 63,5% (33/52) e 47,2% (25/53), respectivamente. A
taxa de recuperacdo embrionaria para os diferentes dias de colheita de acordo com cada umas
das racas estdo apresentadas no Grafico 2. Poucas colheitas foram realizadas em D9, pois 0s
embrides recuperados eram muito grandes, e dessa maneira eram indesejados para a
realizacdo da seccédo, dessa maneira 0 baixo numero amostral ndo permitiu que fosse realizada
a analise estatistica em relacdo as diferentes racas das doadoras.

Grafico 2. Taxa de recuperacdo embrionaria em D6, D7 e D8, para as diferentes racas das
doadoras.
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Os resultados semelhantes na taxa de recuperacdo embrionaria em D6 em relacdo aos
demais dias obtido no presente estudo sao satisfatorios especialmente para associar a TE com
outras biotecnologias da reproducdo, como a sexagem ou o congelamento de embrides que
apresentam melhores resultados com embrides mais jovens.

McKinnon e Squires (2007) relataram que uma das causas da taxa de recuperagédo
embrionaria ser inferior no D6 em relacdo aos outros dias é a ndo descida do embrido para o
Utero no dia seis, 0 que ndo ocorreu no presente estudo, uma vez que a taxa de recuperacdo
embrionaria ndo diferiu entre D6, D7, D8 e D9. Esse resultado sugere que os embrides
hibridos podem sair da tuba uterina em direcdo ao Utero antes do dia 5,5 e 6 como se conhece
para 0s embrides equinos, dessa forma novos estudos devem ser realizados para verificar essa
caracteristica, que pode ser um grande diferencial no uso das biotecnologias para a producéao
de muares.

Conforme o dia em que se realizam os lavados, espera-se recolher embrides no estagio
de desenvolvimento correspondente com a idade (dia do lavado), segundo McKinnon e
Squires (1988), nas colheitas realizadas seis a oito dias apds a ovulacdo, sdo encontrados
quatro diferentes estagios embrionarios, sendo: MO - morula (embrido de seis dias), Bl -
blastocisto inicial (embrides de seis a sete dias), BL - blastocisto (embrides de sete dias) e BX
- blastocisto expandido (embrides de oito dias), entretanto os embribes podem ser
recuperados, em estagios diferente do esperado, em grande parte das vezes isso acontece, ou
por fatores fisiologicos, como no caso de éguas idosas, onde ocorre um atraso no
desenvolvimento, ou por falhas na deteccdo da ovulacdo. No presente estudo foram
identificados os quatro estdgios embrionarios, sendo morula: 18,3% (13/71); blastocisto
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inicial: 26,8% (19/71); blastocisto: 29,6% (21/71); e blastocisto expandido: 25,3% (18/71).
Além dos embrides, em um dos ciclos foi recuperado um odcito.

Os embrides hibridos recuperados nos dias 6, 7, 8 e 9 pos-ovulacao, apresentavam-se
em diferentes estagios de desenvolvimento para um mesmo dia de colheita (Grafico 3).

Gréfico 3. Embrides hibridos recuperados no D6, D7, D8 e D9, e seus respectivos estagios de
desenvolvimento.
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Como citado, a maioria dos estudos reportam uma menor taxa de recuperacdo
embrionaria para o D6, fato que ndo ocorreu no presente estudo. Além disso, no dia 6 pds-
ovulacdo, tivemos um alto percentual de embrides em estadgio de mérula (n = 13; 18,3%),
estagio esse, que s6 ocorreu nesse dia. No qual, também foi recuperado a maior parte dos
embrides em estagio de blastocisto inicial (n = 16; 22,5%). Os outros blastocistos iniciais (n =
3; 4,3%) foram recuperados no D7, dia em que também foi possivel recuperar a maior parte
dos blastocistos (n = 15; 21,1%) e parte dos embrides em estagio de blastocisto expandido (n
= 6; 8,4%). O restante dos blastocistos (n = 6; 8,4%) foi recuperado no D8, onde também
foram recuperados embrifes em estagio de blastocisto expandido (n = 9; 12,7%). No dia 9
pos-ovulacdo s6 foram recuperados embrides em estagio de blastocisto expandido (n = 3;
4,3%).

Em um estudo realizado com jumentas, Coelho (2010), coletou embrides oito dias
apos a ovulacdo e também obteve diferentes estagios de desenvolvimento, sendo: 9,52%
(2/21) de moérula compacta, 38,1% (8/21) de blastocisto e 52,38% (11/21) de blastocisto
expandido, demonstrando mais uma vez a possibilidade de recuperacdo de embrides da
mesma idade, porém em diferentes estagios. Esses autores recuperaram um maior nimero de
blastocisto expandido com oito dias de idade, semelhante ao resultado do presente estudo
onde esse estagio embrionario foi encontrado na maioria das vezes nos embrides de oito dias e
até em embrides de nove dias, entretanto no presente estudo as moérulas sé foram recuperadas
nos lavados de seis dias ap6s a ovulagdo, discordando de Coelho (2010). Panzani e
colaboradores (2014), em um estudo retrospectivo com éguas de diversas racas, recuperaram
embrides entre o sétimo e o décimo dia apds ovulacdo e verificaram que 326/338 (96,4%)
foram classificados como blastocisto expandido, 11/338 (3,2%) como blastocisto inicial e
1/338 (0,02%) como mérula, esse resultado mostra o grande nimero de embrifes em estagio
avancado de desenvolvimento, e poucos embrides em estagio recente de desenvolvimento,
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esse resultado discorda dos resultados do presente estudo, onde o numero de morulas
coletadas foi semelhante ao nimero de embrides em outros estagios de desenvolvimento. A
recuperacdo de embrides hibridos em estagio pouco avancado de desenvolvimento € um
grande diferencial para o uso de outras biotécnicas da reproducdo, o resultado satisfatério
obtido na recuperacdo dos embrides jovens do presente estudo sugere novamente a
possibilidade de que os embriBes provenientes do cruzamento de éguas com jumentos possam
“chegar” mais cedo ao utero do que os embrides equinos ou asininos. Entretanto, a idade dos
embrides pode ter sido subestimada, isso porque, a deteccdo da ovulacdo foi realizada
somente uma vez ao dia, deixando uma lacuna de quase 24hrs, entre uma avaliacdo e a
avaliacdo subsequente, e dessa maneira o embrido pode ter sido considerado praticamente um
dia mais jovem, mas esse fato ndo altera o fato do satisfatério numero de médrulas
recuperadas, o que ndo é um fato comum na maioria dos estudos envolvendo a recuperacéo de
embrides equinos.

No presente estudo 97,2% (69/71) dos embrides coletados apresentaram morfologia
compativel com grau de qualidade I, e 2,8% (2/71) embrides apresentavam qualidade de grau
Il. A qualidade dos embrides estd diretamente ligada as taxas de prenhez, em equinos, em
geral os embriBes recolhidos em sua grande maioria sdo de boa qualidade, e muitas vezes
embrides de qualidade inferior sdo provenientes de éguas mais velhas ou com problemas
uterinos (SQUIRES; SEIDEL, 1995). Em equinos, a maioria dos embribes recuperados possuli
boa qualidade, sendo classificados como grau | e Il. Panzani e colaboradores (2014),
recuperaram 307 (90,8%) de embriGes grau I, 18 (5,3%) embrides grau 11, 11 (3,2%) embrides
grau Il e apenas dois embrides grau IV. Em jumentas 29 embrides foram avaliados como
grau | e Il (excelente para bom) e somente um embrido foi classificado como grau Ill
(PANZANI et al., 2012).

O tamanho dos embrides foi mensurado e essa é uma caracteristica muito importante,
uma vez que embrides de tamanho incompativel com a idade podem prejudicar negativamente
a taxa de gestagdo. O diametro dos embrides variou entre 147 - 1688um, a média do diametro
de todos os embrides recolhidos foi de 438,04um, de acordo com os diferentes dias de
colheita, o tamanho médio (menor e maior didmetro) dos embribes foi de: D6 (n = 29) —
183,4um (147 - 253um), D7 (n = 24) — 463,2um (168 - 886um), D8 (n = 15) — 727,2um (422
- 1224um) e D9 (n = 3) — 1350,6um (844 — 1688um) (Grafico 4).

Gréfico 4. Diametro dos embrides coletados nos diferentes dias apds a ovulacao.
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Quanto ao tamanho dos embrides os resultados corroboram com os achados referente
ao didmetro dos embriGes de éguas e de jumentas (MOUSSA et al., 2004; PANZANI et al.,
2012; 2014), mas é interessante notar que os diametros avaliados tiveram média superior aos
estudos citados, e isso pode ter ocorrido, mais uma vez, pela possivel subestimativa da idade
dos embrides, por causa da deteccdo da ovulacdo somente uma vez ao dia. Entretanto, pode
ser que os embrides provenientes do cruzamento de éguas com jumentos, apresentem uma
taxa de crescimento e desenvolvimento mais rapido do que os embrides equinos e de
jumentos, entretanto, esse fato deve ser mais bem avaliado.

Ap0s a analise dos diametros embrionarios verificou-se que os embrides coletados
entre os dias seis e nove apds a ovulacdo, apresentaram um crescimento diério significativo (p
< 0,05) de 312,7um a cada dia de crescimento (dias ap6s a ovulagdo). A analise de regressao
linear apresentou R? elevado, isso demonstra uma alta correlagéo entre os dias de colheita dos
embrides e o crescimento dos mesmos para cada um dos dias de colheita (Grafico 5).

Grafico 5 — Taxa de crescimento didria dos embrides hibridos.
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Dias de coleta dos embrides

Os embries recuperados apresentaram diferentes estagios de desenvolvimento e
também uma variacdo no seu tamanho de acordo com o dia de colheita, dessa maneira foi
verificado o tamanho dos embrides em diferentes estagios de desenvolvimento (Grafico 6).

O tamanho médio dos embrifes nos diferentes estagios foi: MO (n = 13) — 166,4um
(147 - 168um); BI (n = 19) — 206,1um (168 - 253um); BL (n = 21) — 412,8um (211 - 633
pm) e BX (n = 18) - 922,5um (591 - 1688 pm).

O estudo de McKinnon e Squires (1988) é uma referéncia em avaliacdo embrionéria
em equinos, e segundo os autores, as morulas apresentam tamanho de 150 a 200um, os
blastocistos iniciais: 150 a 250um, blastocistos: 150 a 300um e os blastocistos expandidos:
300 a > 1000um. Note que no estudo referenciado o diametro de blastocisto, blastocisto
inicial e morula sdo bem semelhantes, e é possivel verificar embrides de diferentes estagios,
mas com o0 mesmo tamanho. Contudo, os blastocistos expandidos apresentam um diametro
bem maior que os demais estagios. Comparando esses valores de referéncia, com 0s
resultados do presente estudo, verificamos que as morulas e blastocistos iniciais, tinham
diametro médio semelhante aos referenciados por McKinnon e Squires (1988), entretanto os
estagios de blastocisto e blastocisto expandido apresentaram diametro médio superior aos
didmetros utilizados como referéncia.
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Grafico 6. Tamanho dos embriGes hibridos em diferentes estagios de desenvolvimento.
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Em jumentas, a avaliacdo de seis embrides coletados no oitavo dia ap6s a ovulacao,
revelou quatro blastocistos expandidos - 250 a 525um (média 383,3um), um blastocisto —
187,5um e uma morula compacta - 150um (COELHO, 2010), mais uma vez o diametro dos
embrides hibridos do presente estudo, foi maior que o diametro dos embribes asininos. Como
retratado anteriormente ndo pode ser descartada a possibilidade ndo de que os embribes
hibridos, podem se desenvolver mais rédpido, e consequentemente, podem possuir um
didmetro maior que os embrides equinos e asininos, da mesma maneira que éguas gestantes de
fetos hibridos tem o tempo gestacional aumentado em relagcdo a gestacdo de fetos equinos,
bem como as diferencas na formacdo placentaria de éguas cobertas por cavalos x éguas
cobertas por jumentos (ALLEN, 1975), entretanto novos estudos devem ser realizados para
confirmacdo desses resultados.

Apos a colheita e avaliacdo, os embrides foram destinados para identificacdo do sexo,
39/71 (54,9%) embrides ndo passaram pelo processo de micromanipulacdo (seccdo) e 0s
outros 32/71 (45,1%) embrides foram seccionados antes de realizar a PCR.

Nos embrides de menor didmetro e em estagio embrionario mais jovem (MO e BI), o
procedimento foi mais facil de ser realizado, o corte foi mais preciso, € ndo provocou danos
dréasticos ao embrido (Figura 6).

Ja nos embrides maiores e em estagio de desenvolvimento mais avangado (BL e BX),
o corte foi mais dificil. Muitas vezes o embrido “rolava ou escapava” quando era feita a
pressdo da lamina, para realizar o corte. Na maioria dos casos, especialmente naqueles
embrides grandes, logo ap6s o corte ja era possivel visualizar danos severos a estrutura
embrionaria e o embrido “colabava” ou em alguns casos as células embriondrias se soltavam
(Figura 7).
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Figura 7. Blastocisto expandido de 1688um de diametro antes do corte (A) e depois do corte

(B).

Foi realizada a transferéncia de 23 dos 32 embrides que foram seccionados (71,9%).
As caracteristicas de idade, estagio embrionario, e diametro dos embrides transferidos estdo
expostos na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos embrifes seccionados e transferidos para as éguas receptoras.

DIA DE COLHEITA

D6 (n = 15) D7 (n=5) D8 (n=3)
Estagio
Moérula 26,1%(6/23) - -
Blastocisto Inicial 39,2% (9/23) - -
Blastocisto - 17,4% (4/23) -
Blastocisto Expandido - 4,3% (1/23) 13% (3/23)
Tamanho
< 200pm 56,5% (13/23) - -
200 - 300pm 8,7% (2/23) - -
300 - 500pm - 8,7% (2/23) -
> 500um - 13% (3/23) 13% (3/23)

Para a transferéncia foi utilizada a maior parte do embrido resultante da secgéo e a
menor parte foi destinada para a identificacdo do sexo. As receptoras utilizadas nas
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transferéncias foram previamente sincronizadas com as doadoras, e todas se encontravam
entre trés e cinco dias de ovuladas.

A taxa de gestacdo aos 15 dias (idade do embrido) foi de 4,3%, apenas um dos 23
embrides transferidos se desenvolveu. O embrido seccionado que resulou em gestacéo era
uma morula, coletada no sexto dia apds a ovulacdo, medindo 211um, porém, ndo foi possivel
identificar o sexo desse embrido. Além disso, aos 30 dias de gestacdo, o embrido nao foi
identificado. No presente estudo ndo foram realizadas transferéncias com embrifes hibridos
inteiros, para verificar a taxa de gestacdo resultante dessas transferéncias. Entretanto, em
estudo anterior com resultados ndo divulgados, 0 mesmo técnico do presente estudo realizou a
transferéncia de 13 embrides hibridos para o utero de receptoras Mangalarga Marchador e
Mestica, resultando em 9 gestacGes (69,2%), neste caso, houve perda de 2 embrides aos 30
dias de gestacéo, e 7 gesstacOes vieram a termo, culminando no nascimento de 4 mulas e 3
burros. Dessa maneira a transferéncia de embrides hibridos gera boas taxas de gestacao, ja os
embrides seccionados, ndo resultaram em nenhuma gestacéo, o0 que sugere que a sec¢ao com a
lamina de bisturi oftalmoldgico tenha inviabilizado o desenvolvimento dos embrides.

As primeiras técnicas envolvendo a identificacdo do sexo de embrides necessitavam
que grande parte do embrido fosse removida, e isso inviabilizava o desenvolvimento dos
mesmos. Entretanto, com o advento da PCR, a identificacdo do sexo é possivel retirando-se
apenas uma pequena quantidade de células embrionarias (HUHTINEN et al., 1997). Embora
o corte com a lamina oftalmoldgica tenha afetado as gestacdes, é interessante ressaltar que
uma gestacdo foi obtida até os 15 dias, e dessa maneira, 0 aperfeicoamento da técnica de
seccdo, usando embrides em estagio de mérula e que sejam pequenos em relacdo ao diametro,
podem viabilizar outras gestacGes no futuro.

Huhtinen e colaboradores (1997) realizaram a microsseccdo de 14 embrides, com
idade de D6 e D7, em estagio de morula ou blastocisto inicial, e tamanho médio de 179um.
Esses autores conseguiram uma taxa de gestacdo de 21% (3/14). Muitas vezes a colheita de
embrides jovens, ainda nos estagios iniciais de desenvolvimento é dificil. Por isso, Choi e
colaboradores (2010), verificaram a viabilidade de embriGes em estagios mais avancados de
desenvolvimento, microaspirando embriées D6 (MO, Bl e BL, no caso dos blastocistos ja era
possivel verificar a presenca da capsula), com diametro entre 159 e 245um; D7 (BX, com
capsula bem formada) com 297 - 611um; e embriGes D8 (BX) com 790 - 1350um, neste caso
a taxa de gestacdo para D6, D7 e D8, foi de 41,6% (5/12), 83% (10/12) e 75% (3/4),
respectivamente. Os resultados desses autores evidenciaram que a violacdo da capsula ndo
interferiu na viabilidade embrionaria. A céapsula é uma estrutura presente no embrido, de
grande importancia na fase de migracdo e reconhecimento materno. Danos nessa estrutura
prejudicam a taxa de gestacdo e possivelmente em nosso estudo essa estrutura tenha sido
danificada de maneira irreversivel inviabilizando a manutencdo da gestacdo nas receptoras.
Na metodologia utilizada por Choi e colaboradores (2010), as células embrionarias séo
extraidas com o uso do micromanipulador por aspiracdo auxiliada por Piezo Drill e parece ser
uma técnica que ndo danifica a cépsula, diferentemente da técnica de seccdo com lamina
oftalmologica. Dessa maneira, em embrides em que é possivel identificar a capsula,
possivelmente seja necessario a utilizagdo do equipamento de micromanipulagdo, que torna a
técnica mais precisa e sensivel, enquanto o uso da lamina oftalmoldgica pode ser utilizada,
necessitando de mais estudos e desde que seja em embriGes sem evidéncia da formacéo da
capsula.

Herrera e colaboradores (2014), apds a microaspiracdo de células embrionarias, em
embrides com diametros < 300um, 300 - 1000um ou >1000um, as taxas de gestacdo foram de
33,33% (2/6); 62,32% (43/69); 62,07% (18/29), ndo diferindo (p > 0,05) em relacdo a taxa de
gestacdo dos embribes controle (ndo aspirado) de mesmo didmetro 44,44% (4/9); 69,57%
(16/23), 57,14% (8/14), respectivamente. Diferentemente do resultado do presente estudo,
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isso nos leva a acreditar, que nem a idade, estagio ou o diametro, parecem afetar a taxa de
gestacdo apos a extracdo das células embrionérias. O grande diferencial possivelmente é a
técnica de extracdo dessas células e os danos resultantes da mesma.

A identificagdo do sexo utilizando os primers SRY e ZFX/ZFY ocorreu em 85,9%
(61/71) do total de embrides, sendo em 94,9% (37/39) dos embribes inteiros e 75% (24/32)
nos seccionados, ndo havendo diferenca significativa em ambos os casos (p > 0,05).

Como o conjunto de primers utilizado foi desenvolvido para equinos, 0s embrides
inteiros serviram para verificar a eficiéncia desses primers na identificagdo do sexo dos
embrides resultantes do cruzamento de éguas com jumentos.

Apesar da técnica de seccdo com lamina de bisturi oftalmoldgico ndo ter produzido
resultados satisfatorios para o desenvolvimento dos embrides ap6s a TE, o numero de células
obtidas possibilitou material genético suficiente para a realizacdo da PCR e confirmacdo do
sexo nos embrides seccionados, semelhante ao obtido com os embrides inteiros.

Para os embribes onde foi possivel determinar o sexo, 55,7% (34/61) eram fémeas e
44,3 % (27/61) machos, ndo havendo diferenca significativa na razdo entre os sexos (p >
0,05). A PCR, e os primers utilizados foram eficientes na diferenciacdo dos embriées machos
e fémeas, entretanto, em quatro amostras a confirmacdo do sexo sé correu ap0s a realizacdo
de uma segunda PCR com uma concentragdo de DNA maior do que a utilizada na primeira.
Em sete amostras a PCR foi realizada mais de duas vezes, e nestes casos, foram feitos ajustes
na concentracdo de DNA e dos primers. Esse tipo de problema torna a identificacdo do sexo
por PCR uma técnica demorada, trabalhosa e promove uma elevacdo nos custos com a
repeticdo da PCR. Além disso, influencia diretamente na transferéncia do embrido sexado
para o Utero da receptora, pois sem o diagnostico do sexo, o embrido ndo pode ser transferido,
e dessa forma, é necessario que o embrido seja conservado ou vitrificado para transferéncia
tardia.

O resultado da identificacdo do sexo foi visualizado em gel de poliacrilamida 5%
(Figura 8), onde a presenca de duas bandas distintas revela uma amostra de macho, sendo que
uma banda corresponde ao gene SRY e a outra corresponde aos genes ZFX/ZFY, que devido a
pequena diferenca entre os fragmentos intrénicos amplificados dos dois genes, aparece como
uma banda, sendo a Unica presente nas amostras de fémeas. A presenca de bandas mais
evidentes e outras mais fracas, provavelmente aconteceu por ndo ter sido realizada a
guantificacdo do DNA. As amostras com fragmentos amplificados mais evidentes eram
provenientes dos embrides maiores e inteiros (maior concentracdo de DNA), e as bandas mais
fracas pertenciam aos embrides seccionados ou os inteiros de menor tamanho.

A eficacia na identificacdo do sexo nos embrifes inteiros, ndo diferiu (p > 0,05)
independente da idade (D6, D7, D8 e D9), do estagio (MO, Bl, BL e BX) e do tamanho (150
— 300pum, 300 — 600um, 600 - 900um e > 900um) dos embrides. No caso dos embrides
inteiros em estagio de blastocisto expandindo, houve diferenca (p < 0,05) na relacdo de
embrides indentificados como fémeas (90% - 9/10), em relacdo aos embriées machos (10% -
1/10).
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Figura 8. Identificacdo do sexo dos embrides hibridos de equinos e asininos, por PCR
heterodiplex para os genes SRY e ZFX/ZFY, em gel de poliacrilamida a 5% corado por
solucgéo de nitrato de prata a 0,2%. (L) DNA Ladder de 50pb; Amostras identificadas como
macho (M), presenca de duas bandas, correspondentes aos fragmentos dos genes zfx/zfy
(445pb) e SRY (217pb) ligados aos cromossomos X e Y. Amostras identificadas como
fémeas (F), com presenca de apenas uma banda correspondente ao gene ZFX (445pb) ligado
ao cromossomo X. Controle positivo de fémea (F+), Controle positivo macho (M+), Controle
negativo (N).

Em relacdo aos embriBes seccionados, a eficacia na identificacdo do sexo, diferiu em
relagdo a idade, ao estagio embrionério e ao tamanho dos embrides (p < 0,05). Entretanto em
nenhuma das categorias houve diferenca na relacdo de embrides machos e fémeas. Nos
embrides de seis dias de idade seccionados, a identificacdo do sexo ocorreu em 56,2% (9/16),
diferindo significativamente (p < 0,05), em relacdo a identificacdo do sexo dos embrides
seccionados com sete dias = 91% (10/11), oito dias = 100% (4/4) e nove dias =100% (1/1).
Nos embrides em estagio de blastocisto inicial a identificacdo do sexo ocorreu em 30% (3/10)
apresentando diferenca (p< 0,05) em relacdo as morulas = 85,7% (6/7), blastocistos = 100%
(717) e blastocisto expandido = 100% (8/8). Nos embrides de menor tamanho - 150 - 300um a
identificacdo do sexo ocorreu em 52,9% (9/17), nos embribes dos outros tamanhos a
identificacdo do sexo foi de 100%.

Na Tabela 3, estdo discriminados os embrides inteiros e seccionados identificados
como machos e fémeas, de acordo com as categorias de idade, estagio e tamanho.
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Tabela 3. Identificacdo do sexo por PCR dos embrides hibridos de equinos e asininos inteiros e seccionados, de acordo com a idade, o

estagio e o tamanho dos embrides.

Determinacao do sexo

Embrides Inteiros

Embrides Seccionados

Total de Embrides
Identificados

Fémeas Machos Total Fémeas Machos Total (Inteiros + Seccionados)
Idade
6 61,5% (8/13) 30,8% (4/13)  92,3% (12/13) 25% (4/16) 31,2% (5/16) 56,3% (9/16)* 29,6% (21/71)
7 53,8% (7/13) 38,5% (5/13)  92,3% (12/13) | 45,5% (5/11) 45,5% (5/11) 90,9% (10/11)b 31% (22/71)
8 63,6% (7/11) 36,4% (4/11) 100% (11/11) - 100% (4/4) 100% (4/4) b 21,1% (15/71)
9 100% (2/2) - 100% (2/2) 100% (1/1) - 100% (1/1) b 4,2% (3/71)
Estagio
MO 50% (3/6) 50% (3/6) 100% (6/6) 42,8% (3/7) 42,8% (3/7) 85,7% (6/7)b 16,9% (12/71)
Bl 66,7% (6/9) 22,2% (2/9) 88,9% (8/9) 10% (1/10) 20% (2/10) 30% (3/10)* 15,5% (11/71)
BL 42,8% (6/14) 50% (7/14) 92,8% (13/14) | 42,8 % (3/7) 57,2% (4/7) 100% (7/7)b 28,2% (20/71)
Bx 90% (9/10) 10% (1/10)°  100% (10/10) | 37,5% (3/8) 62.5% (5/8) 100% (8/8) " 25,3% (18/71)
Tamanho
150 - 300pum 57,9% (11/19) 36,8 % (7/19)  94,7% (18/19) | 23,5% (4/17) 29,4% (5/17) 52,9% (9/17)* 38% (27/71)
300 - 600pum 45,4 % (5/11) 45,4% (5/11)  90,9% (10/11) 50% (3/6) 50% (3/6) 100% (6/6)° 22,5% (16/71)
600 - 900um 83,3% (5/6) 16,7% (1/6) 100% (6/6) 50% (2/4) 50% (2/4) 100% (4/4)b 14,1% (10/71)
>900um 100% (3/3) - 100% (3/3) 20% (1/5) 80% (4/5) 100% (5/5)° 11,3% (8/71)
Total Geral 61,5% (24/39)  33,4% (13/39) 94,9% (37/39) | 31,3% (10/32) 43,7% (14/32) 75% (24/32) 85,9% (61/71)

a,b — letras diferentes, demonstram diferenca significativa (p < 0,05)
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E interessante notar que os embrides seccionados coletados no D6, aqueles
classificados como blastocisto inicial, e os embrides com diametro entre 150 - 300um, foram
0s embrides com o menor sucesso na identificacdo do sexo. Isso pode ter acontecido porque a
quantidade de DNA resultante da biopsia ndo foi suficiente para a amplificacdo por PCR, ou a
biopsia pode ter sido perdida no momento de sua transferéncia para o tubo tipo eppendorf,
assim como relatado por Peippo e colaboradores (1995), que também utilizaram um conjunto
de primers ZFX/ZFY, e demonstraram um resultado de 95% na determinacdo do sexo. Esses
autores seccionaram os embrides em diversas “partes”, e relatam que ndo foram verificadas
diferencas em relagdo ao sexo para as diferentes “partes” de um mesmo embrido. Entretanto,
em algumas “partes” ndo foi possivel verificar o sexo, porque a biopsia pode ter sido perdida.
A hipotese de perda da biopsia é sustentada por Cullingford (2010), uma vez que o autor usou
0 mesmo conjunto de primers do presente estudo, e obteve sucesso na identificacdo do sexo
em apenas 30% (11/37) das amostras. Inicialmente o autor sugeriu que o teste utilizado tinha
baixa sensibilidade, porém essa hipotese foi descartada porque uma amostra em que a
concentracdo do DNA era conhecida foi realizada a diluicdo até a concentracdo de apenas
uma célula e a eficacia do teste foi de 100%. No estudo de Cullingford (2010), s6 foram
realizadas bidpsias em embrides em estagio de morula e blastocisto, e apenas nos blastocistos
foi possivel determinar o sexo. No presente estudo, os blastocistos seccionados também foram
100% identificados, e as morulas, apenas uma ndo foi possivel identificar o sexo, a maior
dificuldade foi em relagdo aos blastocistos iniciais 0 que sugere novamente que pode ter
acontecido a perda da amostra seccionada.

Pelos achados de identificacdo do sexo é possivel perceber que a metodologia adotada
para a sexagem embrionaria, inviabilizou o desenvolvimento dos embrifes, com a ocorréncia
de somente uma gestacdo até os 15 dias, demonstrando que a técnica causou danos severos
aos embrides, mas o aperfeicoamento da técnica pode permitir seu uso especialmente nos
embrides jovens. Entretanto, a metodologia adotada foi eficaz e precisa na determinacdo do
sexo, com um alto percentual de sucesso.
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5 CONCLUSOES

e A taxa de recuperacdo embrionéria de hibridos Equus caballus e Equus Asinus no
presente estudo foi satisfatoria (55,9%) o que sugere que a TE pode ser utilizada para a
producédo de muares.

e A taxa de recuperacdo embrionaria dos embrides hibridos ndo diferiu entre os dias
de colheita, o que possibilita a coleta de embrides jovens e pequenos que sdo os melhores para
0 uso de outras biotecnologias, como sexagem por DNA ou congelamento embrionario.

e A recuperacdo embrionaria em D6 se mostrou tdo eficiente 0 que sugere que 0S
embrides hibridos podem “chegar” antes ao ttero do que os embrides equinos, fato este que
deve ser avaliado posteriormente com mais cautela.

e Os embrides muares ndo apresentam divergéncias morfoldgicas em relacdo aos
embrides equinos e asininos, entretanto, aparentemente, o desenvolvimento dos mesmos é
mais rapido do que nas outras espécies, 0 que sugere novamente uma diferenga no
desemvolvimento inicial dos mesmos.

e O uso de uma técnica alternativa de micromanipulacdo embrionaria com o uso de
uma lamina de bisturi oftalmol6gico permitiu a extracdo de células embrionarias para a
identificacdo do sexo em 75% dos embrides seccionados. Essa técnica foi empregada com
maior facilidade nos embrides menores e mais jovens, produzindo uma sec¢ao mais precisa e
causando menos danos ao embrido.

e A utilizacdo dos primers ZFX/ZFY e SRY de equinos, foi eficiente e preciso na
identificacdo do sexo dos embrides hibridos. Nos casos onde o sexo ndo foi identificado, o
problema possivelmente decorreu da perda da amostra, e ndo por falha na PCR.

e A extracdo das células embrionérias inviabilizou o desenvolvimento gestacional,
entretanto, uma gestacdo foi observada até os 15 diasde um embrindo D6 em estagio de
morula. Dessa forma, o aperfeicoamento da técnica de micromanipulacdo com ferramentas
mais simples pode permitir que a técnica seja utilizada com sucesso especialmente nos
embrides mais jovens.
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