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RESUMO

A indtstria do cavalo ¢ um ramo do agronegdcio que movimenta expressivamente o setor
financeiro do pais gerando emprego e renda. Sendo assim, as biotécnicas sao utilizadas visando
maximizar resultados e otimizar a vida reprodutiva dos animais melhorando o retorno
financeiro de quem investe nesta atividade. A transferéncia de embrido (TE) ¢ uma biotécnica
da reproducdo que consiste em retirar um embrido ou mais do utero de uma égua doadora e
deposita-lo no utero de uma égua receptora, que levara a gestacdo a termo. Para isto, varias
etapas sdo executadas até que se atinja o objetivo final: avaliacdo de doadoras, selecdo de
receptoras, sincronizagdo das mesmas, coleta e avaliagdo do sémen, fertilizacdo da doadora,
coleta do embrido do utero da doadora, avaliagdo e classificagdo do embrido, deposi¢do do
embrido no utero da receptora e diagnostico de gestagao para confirmacao de prenhez. O Brasil
¢ um dos lideres mundiais em transferéncia de embrido, juntamente com a Argentina e os
Estados Unidos. Devido aos resultados satisfatorios desta técnica, melhorias nos programas de
TE estao sendo estudadas cada vez mais, assim como os fatores que afetam as taxas de sucesso.
A TE ¢ muito utilizada devido a relevancia da técnica em ajudar a solucionar problemas
reprodutivos como subfertilidade, idade avangada, impossibilidade de gestar, etc., sendo muito
utilizada também em éguas em que ndo se deseja interromper a atividade esportiva, e também
para difundir uma genética com mais rapidez. Cada etapa ¢ de fundamental importancia para o

sucesso final da técnica sendo essencial a correta execucao de cada uma delas.

Palavras-chave: Doadora; Receptora; Sémen; Eficiéncia reprodutiva.



ABSTRACT

The horse industry is one of the agribusiness fields expressively responsible for the movement
of the country economy, once it generates employment and income. Biotechnology is used to
maximize results and reproductive life of breeding animals in order to improve the financing
return of the investors. Embryo transfer is a reproductive biotechnology that consists of
withdrawing an embryo or more from the uterus of a donor mare and depositing it in the uterus
of a recipient mare, which will lead to term gestation. Different steps are required in order to
accomplish the embryo transfer: donor evaluation, selection and synchronization of receptors,
collect and evaluation of semen, donor fertilization, embryo collect from inside the donor
uterus, evaluation and classification of the embryo, input the embryo at the receptor uterus, and
ultrasound evaluation to gestation diagnosis. As well as United States of America and
Argentina, Brazil is one of the world leaders in embryo transfer. Hence the satisfactory results
of these technical, possible improvements in the embryo transfer programs keep being studied
as the factors that influence its success rates. The technic is deeply used once its relevance has
showed to help in different situations as subfertility, old mares, and gestation incapacity,
between others. It’s also used in mares that are not wanted in sports, and to spread genetic faster.

Every single step of the embryo transfer is absolutely fundamental to get a successful procedure.

Key words: Donor; Receptor; Semen; Reproductive efficiency.
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1 INTRODUCAO

A industria do cavalo ¢ um ramo do agronegdcio que movimenta expressivamente o setor
financeiro do pais gerando emprego e renda (LIMA, 2016). Sendo assim, as biotécnicas da
reproducdo sdo utilizadas visando maximizar resultados e otimizar a vida reprodutiva dos
animais melhorando o retorno financeiro de quem investe nesta atividade. O Brasil ¢ um dos
lideres mundiais de transferéncia de embrido (TE) em equinos, juntamente com a Argentina e
os Estados Unidos (ALVARENGA, 2010). Devido aos resultados satisfatorios desta técnica,
melhorias nos programas de transferéncia de embrido estdo sendo estudadas cada vez mais,
assim como os fatores que afetam as taxas de sucesso. A TE ¢ muito utilizada devido a
relevancia da técnica em ajudar a solucionar problemas reprodutivos como subfertilidade, idade
avancada, impossibilidade de gestar, etc., sendo muito utilizada também em éguas em que nao
se deseja interromper a atividade esportiva, e também para difundir uma genética com mais
rapidez. Outras utilidades da técnica sdo: quando se deseja obter mais de um potro por égua
durante o ano, quando se deseja preservar a égua por algum problema de saude como laminite,
artrites, colicas ou quando a égua apresenta problemas comportamentais mais sé€rios que ofereca
risco ao potro, a outros cavalos ou aos tratadores (LIRA, 2009; ALVARENGA, 2017).

O crescimento mundial da equinocultura ¢ devido a versatilidade do cavalo, que
anteriormente era utilizado como meio de transporte e tracdo animal e passou a ser utilizado em
diversas praticas de esporte e lazer (MARIZ, 2008). Com esse crescimento, houve um aumento
na procura das técnicas de reproducao assistida. A TE gera um ganho na eficiéncia reprodutiva
e incrementa o melhoramento genético, otimizando as producgdes. Com isso, cresce a procura
por animais de genética superior e com bom desempenho esportivo para os programas de TE
(MONTECHIESI, 2015).

A transferéncia de embrido ¢ uma biotécnica da reproducdo que consiste em retirar um
embrido ou mais do utero de uma €gua doadora e deposita-lo no ttero de uma égua receptora,
que levara a gestagao a termo (DAVIES MOREL, 2003). Para isto, varias etapas sdo executadas
até que se atinja o objetivo final: avaliagdo de doadoras, selecdo de receptoras, sincroniza¢ao
das mesmas, coleta e avaliagdo do sémen, fertilizacao da doadora, coleta do embrido do tutero
da doadora, avaliacdo e classificagdo do embrido, deposi¢do do embrido no utero da receptora
e diagnodstico de gestagdo para confirmagdo de prenhez. Cada etapa ¢ de fundamental
importincia para o sucesso final da técnica sendo essencial a correta execugdo de cada uma

delas.
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Esta biotécnica tem um grau de complexidade razoavel quando comparado a técnicas mais
avangadas. O grande desafio da TE ¢ a organizagdo de todo o programa de transferéncia, a
coordenacdo de todas as etapas da técnica para que se obtenha éxito no final (LIRA, 2009).

Portanto, o seguinte trabalho tem por objetivo detalhar e ressaltar a importancia de todas
as etapas envolvidas no processo de transferéncia do embrido, desde a obtengdo e selecdo dos
individuos participantes do programa até depositar o embrido no utero da égua receptora, como
também elucidar os fatores que afetam o desempenho final da técnica, comprometendo ou nao

0 S€U SucCesso.



11

2 MANEJO DA DOADORA E RECEPTORA

A égua doadora sera o individuo que tera material genético difundido através da técnica.
Ela serd inseminada ou coberta por um garanhdo, e logo apo0s, tera seu embrido coletado e
transferido para a égua receptora. E indicado que a doadora tenha caracteristicas desejaveis para
a prole e também caracteristicas que se acredita serem altamente herdaveis (RIERA, 2009).
Porém, fica a critério do criador investir ou ndo em qualquer individuo que ele deseje.

A receptora ¢ a égua que receberd o embrido da égua doadora e levard a gestacdo a termo,
posteriormente parindo um potro saudavel e amamentando-o. Este individuo tem a missdo de
reconhecer o embrido e fornecer as condigdes necessarias ao seu desenvolvimento (FLEURY
etal., 2007). Essa égua precisa ter qualidade reprodutiva, pois sua participa¢do no programa de
TE ¢ um fator que interfere diretamente no sucesso da técnica (VANDERWALL & WOODS,
2007; MCKINNON & SQUIRES, 2007).

2.1 Selecé@o da Doadora

A selecao desse individuo normalmente € baseada em desempenho esportivo, morfologia,
preferéncia dos donos em certas carateristicas ou individuos e por avaliagdo reprodutiva do
médico veterinario. Alguns fatores sdo importantes e devem ser levados em consideracio na
hora de selecionar a doadora: historico reprodutivo, fertilidade, diretrizes da raca, valor
genético, numero de gestacdes desejadas, idade, conformagdo da vulva e condigdo uterina
(SQUIRES et al., 1999; SQUIRES & SEIDEL, 1995).

A maioria das éguas selecionadas tém idade avangada, pois se espera alcancar €xito no
desempenho esportivo para agregar valor ¢ assim torna-la uma doadora (ALONSO et al., 2005).
Sabemos que a idade é altamente relacionada com a queda na qualidade uterina. Eguas mais
velhas tendem a ter todos os seus mecanismos de defesa mais prejudicados em relacdo a éguas
mais jovens. Woodward et al. (2012), observou que éguas mais velhas tem piores resultados do
exame histopatologico/biopsia endometrial e tendem a acumular liquido no Iimen do utero.
Outros estudos mostram que somente a idade ja ¢ um fator que compromete a qualidade uterina,
pois éguas virgens de idade avangada também apresentavam alteragdes endometriais
(GRUNINGER, et al. 1998). Em resumo, éguas mais velhas tem menor eficiéncia reprodutiva.
Este fato também esta associado a distirbios de ovulagdo ¢ maturacdo oocitaria e/ou
endometrite cronica (LOSINO & ALVARENGA, 2006). Quando a doadora tem endometrite
cronica degenerativa, a condi¢do uterina acaba por dificultar a manutencao e desenvolvimento

embriondrio com posterior perda embrionaria (MCKINNON & SQUIRES, 2007). A presenca
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de cistos reflete senilidade uterina e normalmente acompanham alteragdes endometriais. Estes
sdo associados com idade avangada e um escore de bidpsia maior. Stanton et al. (2004)
verificou que éguas que apresentavam cistos tinham idade superior a 10 anos, e que de todos os
animais que apresentavam cistos, 73,1% eram éguas com mais de 14 anos, e 29,1% eram éguas
entre 7 e 14 anos.

A doadora deve estar saudavel zootecnicamente. Deve estar bem alimentada e mantendo
condi¢do corporal adequada durante a estagio de monta. E indicado que a doadora esteja

sanitariamente bem, com todas as vacinas e vermifugos em dia.

2.2 Avaliacao da doadora

A doadora, assim como a receptora, deve passar por um exame geral e reprodutivo
completo, o que inclui a observagdo da conformagao vulvar, palpacao retal avaliando o tamanho
e o tonus do utero, a cérvix e os ovarios. Posteriormente ¢ realizado um exame ultrassonografico
do ttero e dos ovarios. E indicado realizar cultura, citologia e biopsia em cada uma das éguas
afim de conhecer o estado em que se encontra o trato reprodutivo da fémea e quais sao as
chances dela emprenhar.

O objetivo principal deste manejo ¢ monitorar o comportamento reprodutivo para avaliar
as condigdes reprodutivas, estabelecer a fase do ciclo estral e aproximar-se a0 maximo do
momento da ovulagdo, o qual ¢ importante para a inseminagdo ou cobertura ocorrer no
momento certo e também para uma correta sincronizacao da receptora com a doadora (LIRA,
2009). Quando em estro, a partir do terceiro dia, as doadoras devem ser examinadas diariamente
para controle da evolugdo do ciclo acompanhando as mudangas uterinas e foliculares.

Alguns hormonios especificos sdo utilizados para o manejo do ciclo estral. Normalmente,
utiliza-se se luteoliticos e indutores de ovulacao para facilitar o manejo e também escolher o
melhor momento para a inseminagdo artificial (IA) ou monta natural (MN). O item 6 do

presente trabalho abordard mais amplamente esse assunto.

2.3 Tratamentos referentes a doadora

Quando a doadora possui algum problema reprodutivo, seja patolégico ou ndo, podemos
langar mao de alguns tratamentos para corrigir, solucionar ou melhorar o seu estado sem
comprometer o desempenho da técnica. Esses tratamentos devem ser feitos antes do seu

ingresso no programa de TE (VANDERVALL, 2000). Todo tempo e esfor¢os gastos em prol
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do reestabelecimento de um ambiente uterino saudével ¢ compensado pelo aumento da taxa de
sucesso da TE (HARTMAN, 2011).

A primeira barreira fisica da égua ¢ a vulva. Além dela, a prega vestibulo-vaginal e a cérvix
também fazem esse papel. As barreiras fisicas sdo responsaveis por impedir que micro-
organismos cheguem a luz do utero (TROEDSSON, 2011). E comum que algumas éguas
apresentem problemas no posicionamento e na coaptacao vulvar. Isso se deve principalmente a
idade, pois além dos labios se tornarem mais finos, com a retragdo do anus e a perda
consideravel de peso, ocorre uma inclinag¢do anterior do perineo (BRADECAMP, 2011). Essa
alteracdo angular da vulva predispdem a égua a desenvolver pneumovagina o que carreia
organismos patogénicos para o trato reprodutivo (CASLICK, 1937). Quando ¢ detectada essa
coaptacdo inadequada, podemos fazer cirurgias corretivas para melhorar o fechamento vulvar,
procedimentos conhecidos por vulvoplastias. Uma técnica muito utilizada é a Caslick (figura
1) que consiste em suturar os labios vulvares em sua comissura dorsal. Para isto ¢ necessario
anestesiar localmente a vulva, reavivar os bordos através de incisdo e divulsado e sutura-los com
pontos simples isolados (PASCOE, 2007).

Quando essas alteragdes nas barreiras fisicas persistem ou ndo sdo corrigidas, deixam a
¢gua predisposta a endometrite. A deposi¢do do s€émen na espécie equina ¢ intrauterina o que
causa reacoOes inflamatérias geradas pelo proprio sémen, espermatozoides € plasma seminal,
além de carrear bactérias presente no pénis do garanhao para dentro do utero (TROEDSSON,
1997). A endometrite mais comum ¢ a endometrite persistente pds-cobertura (LEBLANC,
2010). Essa endometrite pode ocorrer com associacdo de infec¢do bacteriana (KENNEY,
1992). A bactéria S. zooepidemicus é o patdgeno mais isolado em culturas do ambiente uterino
(RIDDLE, 2007; NIELSEN, 2005) e causa morte embrionaria, sendo essa informagao relevante
para o programa de TE, pois precisamos evitar essas perdas. Eguas mais velhas, com o passar
das gestagdes, tendem a ter o utero mais baixo do que o assoalho da pelve o que dificulta a
drenagem do fluido intrauterino e predispde a endometrite persistente (LEBLANC, 1998).

A contratilidade miometrial ¢ de extrema importancia para a limpeza pds-cobertura do
ambiente uterino, sendo o primeiro mecanismo de defesa responsavel por eliminar rapidamente
o fluido acumulado e produtos inflamatorios (LEBLANC, 1995). Eguas velhas tem esse
mecanismo comprometido, o que acarreta em acimulo de liquido intrauterino (LEBLANC,
1989).

O tratamento terapéutico para essa afec¢ao serd especifico conforme diagnodstico de cada
individuo (LEBLANC, 2010). O tratamento tradicional para endometrite vai passar por

lavagem uterina, combinagdo de antimicrobianos, vulvoplastia e drogas ecboélicas. O controle
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reprodutivo em associagcdo com drogas indutoras da ovulagao reduz o numero de inseminagdes
artificiais, reduzindo a contaminagao e a resposta inflamatdria. Outra medida que auxilia a égua
¢ a higienizag¢do da regido perineal na hora da monta natural ou inseminacdo artificial, pois
diminui a contaminagdo. A inseminagdo artificial quando permitida ¢ de grande valia a éguas
susceptiveis a endometrite persistente pds-cobertura. Essas éguas tiveram aumento na taxa de

prenhez quando realizada IA ao invés de MN (MATTOS et al., 1996).

Figura 1: Técnica de Caslick.

Fonte:https://www.researchgate.net/figure/Figura-07-Tecnica-cirurgica-de-
Caslick-Procedimentos-basicos-desde-a-anestesia-dos_fig4 277847702

2.4 Selecdo da receptora

Diversos fatores influenciam no sucesso da técnica, mas a selecdo da receptora ¢
considerado o mais importante. Uma boa escolha respeitando todos os critérios de selegao
influenciard no sucesso da TE, aumentando a taxa de prenhez e reduzindo a taxa de perda
embrionaria (ALONSO, 2008). Alguns critérios de selecdo sdo: nutricdo e condi¢do corporal

adequadas, idade entre 3 e 10 anos, boa indole, para facilitar o manejo da mesma e do seu potro,
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desenvolvimento mamario adequado (SQUIRES et al., 1999), ciclos estrais normais e boas
caracteristicas uterinas e ovarianas (VANDERWALL & WOODS, 2007). Outros critérios de
selecdo seriam ndo ter alteragdes musculo esqueléticas, ter boa satde dentédria e boa visdo
(HARTMAN, 2011). Em resumo, a receptora deve ter uma boa saude geral e reprodutiva,
muitas vezes melhor que a propria doadora, ndo devendo nunca ser uma égua de descarte.

Na técnica de TE, doadora e receptora devem estar sincronizadas para o embrido sair de
um ambiente uterino para o outro, na mesma fase do ciclo, o diestro (DAVIES MOREL, 2003).
Para este ambiente ser o mais aproximado possivel uma correta e precisa sincronizagdo deve
ser feita entre doadora e receptora, porém nem sempre se obtém essa precisdo. Por isso, ¢
importante ter no minimo duas receptoras por égua doadora para que se possa escolher o melhor
e mais aproximado ambiente uterino para o embrido no momento da transferéncia
(MCKINNON & SQUIRES, 2007).

O grupo de receptoras deve ser formado antes do inicio da temporada e deve-se evitar
introduzir novos individuos. Equinos sdo animais que formam hierarquia dentro dos grupos.
Ao introduzir novos individuos, essa hierarquia tem que ser reorganizada, o que gera estresse
para os individuos. Por esse motivo também, deve-se evitar a mudanga de rotina entre as éguas
receptoras.

Além disso, existe a questdo sanitaria, pois pode ocorrer a introdugdo de novas doengas.
Caso seja necessario o ingresso de mais receptoras no programa de TE, estas devem passar por
quarentena para ndo por em risco os demais animais e deve-se fazer um manejo sanitdrio
adequado, controle de endoparasitas/ectoparasitas e vacinagdo. As receptoras devem ter boa
sanidade ndo apresentando nenhuma doenca infectocontagiosa (LOSINO & ALVARENGA,
2006).

A idade interfere no desempenho reprodutivo, pois predispdem a degeneracdo do
endométrio, o que dificulta a manutengdo da gestacdo (RICKETTS & ALONSO, 1991). Além
disso, éguas mais velhas apresentam uma maior taxa de perda da gestacio (BARBACINI,
1999). Quanto mais velha a receptora, menos temporadas ela permanecera no plantel, e seu
custo inicial serd menos diluido ao longo dos anos (LOSINO & ALVARENGA, 2006). Embora
éguas jovens tenham boas taxas de prenhez, podem ndo apresentar boa habilidade materna,
podendo ser um problema no parto e cuidados com o potro. Por esse fato, adquirir receptoras
de 1 ou 2 pari¢des e habilidade materna comprovada seja uma opgdo mais interessante. Eguas
virgens, entre 2 a 4 anos, que nunca conceberam, eram indicadas como melhor escolha de
receptora, pois teriam maior fertilidade. Porém, estudos comprovaram que elas apresentam

placenta e potros com menor peso ao nascimento quando comparadas a éguas adultas e
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pluriparas (ALLEN et al.,1994). Associado a este fato, potrancas apresentam ciclos erraticos
com maior frequéncia, além de ndo serem de facil manejo pela indocilidade. Sendo assim, a
utilizagdo de potrancas como receptoras ndo ¢ recomendada (LOSINO & ALVARENGA,
2006).

Em relacdo ao tamanho ou porte fisico, ¢ indicado que doadora e receptora sejam iguais ou
areceptora seja maior, pois o tamanho da égua ¢ relacionado com o tamanho do ttero (LOSINO
& ALVARENGA, 2006). Tanto o excesso de espaco uterino quanto a falta dele sao prejudiciais
ao potro, levando a um tamanho aumentado ou diminuido respectivamente (ALLEN et al,
2002). Também nao ¢ indicado receptoras de ragas pesadas para embrides de ragas médias a
leves, pois estas receptoras produzem muito leite o que gera problemas de crescimento, além
do potro nascer com peso maior que o esperado para sua raca (LOSINO & ALVARENGA,
2006).

A condigao corporal em éguas pode influenciar a eficiéncia reprodutiva. Pode determinar
o inicio da estacao reprodutiva para aquele individuo, o tempo de duracao do ciclo estral, taxa
de concepgdo, intervalo entre partos e reabsor¢do embriondria. Quando as éguas iniciam a
temporada de monta com escore corporal bom, obtém taxas de concepgao mais elevadas. Ja as
éguas com escore corporal ruim tem intervalo entre partos maiores e necessitam de mais ciclos
para ficarem prenhas. Eguas que sdo bem alimentadas durante a lactagdo ou com restri¢do na
gestacdo, mas com boa alimentacdo na lactagdo apresentam indice de concepcao superior e taxa
de mortalidade embriondria inferior em comparacdo a éguas que sofreram restricdo alimentar
durante a gestacdo e lactagdo. Quando ha restricdo durante a lactacdo, utilizam a reserva
corporal para compensar os efeitos negativos pondo em risco a sobrevivéncia do embrido
(HENNEKE et al., 1984). As receptoras que receberam embriao devem estar em piquetes com
melhor disponibilidade e qualidade de pastagem (RIERA, 2009). A maioria das receptoras sao
éguas gestantes ou paridas, e devido ao alto custo de manutengdo destas, deve-se preconizar o
menor intervalo entre partos possivel (LOPES, 2004).

Quando a receptora ¢ submetida a estresse como privacdo de alimento, variagdes
climaticas, brigas, reducdo do espago fisico, transporte ou condicdo gerada por um estado
fisiologico (paricdo, lactacdo ou desmame) pode levar a uma excessiva secre¢ao de cortisol,
que podera alterar ou inibir a secre¢cdo de hormonios reprodutivos (LEITE, 2002). Segundo
Rivier & Rivest (1991), todo o eixo hipotalamo-hipofise ¢ alterado, pois a secrecdo desses
hormonios durante situagdes de estresse inibe a secrecdo de GnRH e, por consequéncia, ndo ha

secrecao de FSH e LH. Quanto mais desafios ela passar maior sera o estresse ¢ maior as
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consequéncias, pois a resposta ao estresse ¢ modulada pela intensidade, duracao e frequéncia
do estimulo (LEITE, 2002).

Outra caracteristica importante em relacdo a receptora ¢ referente ao seu temperamento. A
receptora deve ser de facil manejo, pois além de ensinar o potro a se comportar, seu
comportamento pode ser um risco aos tratadores, ao veterinario ¢ ao proprio embrido e futuro
potro (ALONSO, 2008). As receptoras devem aceitar bem serem cabresteadas (RIERA, 2009),
devem permitir serem examinadas através de palpacdo retal e exame ultrassonografico, e na
hora do manejo com o potro, devem apresentar comportamento tranquilo ndo dificultando o
trabalho dos tratadores (LOSINO & ALVARENGA, 2006).

As receptoras devem ser identificadas para facilitar o manejo e para organizacdo do
programa, pois assim se tem o controle de qual égua recebeu qual embrido. Devemos ter todos
os cuidados com as receptoras se queremos que elas estejam aptas ao programa e que
desempenhem ao maximo seu potencial reprodutivo. Devemos assegurar suas saudes fisicas e
mentais através de um bom manejo o que inclui boa alimentacao, qualidade da agua, atividade

fisica, espago fisico adequado, sanidade, salubridade do ambiente, bons tratos, entre outros.

2.5 Avaliacao da receptora

Antes do inicio da temporada de monta ¢ importante avaliar as condi¢des reprodutivas em
que a receptora se encontra através de um exame reprodutivo completo. Verifica-se a anatomia
vulvar e perineal, a funcionalidade da cérvix, ultrassonografia para avaliar a presenga ou ndo
de fluido intrauterino, citologia e cultura uterina para verificar a existéncia de neutréfilos e
agentes patogénicos (WATSON, 2000). A biopsia endometrial associada ao exame
histopatologico nos fornece informagdes importantes sobre as condi¢cdes do ambiente uterino
em que o embrido ficara e também quantificar as chances dessa égua gestar e parir um potro a
termo saudavel (QUEIROZ, 1991). Este procedimento ¢ realizado coletando um fragmento
endometrial com o auxilio de uma pinga tipo Yeoman e as amostras devem ser conservadas em
formalina a 10% (KELLER, 2004). O resultado (tabela 1) ¢ obtido através da classificagdo em
graus, sendo levados em consideragdo a fibrose glandular, inflamag¢do aguda ou cronica,
angiose, lacuna linfética, etc. Esta classificacao foi relacionada com o potencial reprodutivo das
éguas (KENNEY & DOIG, 1986). A bidpsia endometrial ¢ uma técnica facil e segura, nao
proporcionando dor ou desconforto ao animal. Deveriam ser usadas como receptoras apenas
éguas com biopsias de graus IA e IB e sem evidéncia de endometrite cronica ou aguda

(SQUIRES & SEIDEL, 1995).
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As receptoras, assim como as doadoras, também sdo avaliadas por palpacao retal e
ultrassonografia transretal. Através desses exames podemos classificar as receptoras conforme
sua qualidade reprodutiva. Segundo Carnevale et al. (2000), quando a receptora apresenta tonus
uterino e cervical de bom a excelente, e nenhuma outra alteragcdo no utero classificamos essa
égua como aceitavel. J& quando apresenta pouca tonicidade uterina e cervical, classificamos
como marginalmente aceitavel. No exame ultrassonografico do ttero e dos ovarios, quando
observa-se alteracdes como presenca de fluido uterino, cistos, ar ou debris no utero, tumores ou
outras anormalidades ovarianas esta receptora sera descartada. O ideal seria que as receptoras
fossem acompanhadas por um ou dois ciclos antes de serem utilizadas no programa. Outro
motivo para descarte € se apresentam ciclos erraticos ou ciclo estral anormal, falha de ovulagao,
ou periodos de diestro curto, com menos de 12 dias. Receptoras ndo prenhez apds duas
transferéncias também serdao descartadas (SQUIRES, 1993). Nao ¢ aconselhado usar
exclusivamente a ultrassonografia para compra ou descarte de receptoras, pois nem sempre uma
égua sem fluido uterino ndo apresenta um processo inflamatorio. Sendo assim, ¢ aconselhavel
que pelo menos o exame citologico seja realizado (LOSINNO & ALVARENGA, 2006). Além
disso, as receptoras sdo diariamente examinadas com o fim de monitorar o crescimento folicular

e ovulacdo (VANDERWALL & WOODS, 2007).

Tabela 1: Categorias de biopsia endometrial Kenney-Doig e progndstico em éguas.

Taxa de paric¢do

Categoria Achados
esperada (%)
| Normal, inflamag¢ao ou fibrose leve, escassamente espalhada. 80-90
IIA Suave inflamagdo dispersa, fibrose leve, atrofia do endométrio na 50-80
estagdo reprodutiva.
1B Moderada inflamagao dispersa, fibrose moderada. 10-50
I Severas alteragdes irreversiveis, incluindo fibrose e inflamacao. <10

Fonte: Kenney & Doig.

2.6 Sincronizacdo do estro e inducdo da ovulagao

A sincronizacdo entre doadora e receptora consiste em fazer o uso de hormonios para que
elas ovulem o mais préoximo possivel para as condi¢des uterinas serem as mais parecidas
possiveis. A janela de sincronizacao permite a variagdo do dia da ovulagdao de receptora em
relacdo a doadora garantindo uma margem de seguranca para o €xito da técnica, pois ndo hé

diferenca na taxa de prenhez dentro deste intervalo. Essa margem ¢ de -1 a +3 dias apos
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ovulagdo da doadora, ou seja, a receptora pode ovular 1 dia antes ou até¢ 3 dias depois da
doadora.

Em éguas ciclicas, a sincronizac¢do ¢ uma técnica realizada de forma simples. Para qualquer
protocolo utilizado monitora-se por ultrassonografia o crescimento folicular com a indugdo da
ovulacdo da receptora 48h apos a indugdo da doadora. Para a indugdo pode-se fazer uso de
alguns hormoénios como gonadotrofina corionica humana (hCG), analogos do hormodnio
liberador de gonadotrofina (GnRH) ou extrato de pituitaria equina (EPE).

A maioria das receptoras em programas de TE sdo éguas ndo castradas, porém com o uso
de progesterona exogena éguas ovariectomizadas podem ser utilizadas (HINRICHS, 1987).
Outra possibilidade ¢ a utilizagdo de receptoras no periodo de transi¢do ou anestro, com o uso
de um ciclo artificial. Esses animais recebem estrogeno e progesterona exogenos para
mimetizar um ciclo natural. As taxas de prenhez alcangadas foram semelhantes as de éguas

ciclicas (55,6% versus 67,8%), respectivamente (CARNEVALLE et al., 2000).
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3 ASPECTOS REFERENTES AO GARANHAO E FERTILIZACAO DA DOADORA

Assim como nas doadoras, a selecdo dos garanhdes nao ¢ feita baseada em caracteristicas
reprodutivas, e sim em desempenho esportivo, morfologia e preferéncia dos criadores em
manter certas caracteristicas no plantel. A qualidade do sémen tem se mostrado relacionada
com as taxas de prenhez por ciclo, por isso torna-se importante a avaliagdo do mesmo para

obtermos boa taxa de sucesso no programa de TE (LOVE et al., 2015).

3.1 Coleta do sémen

A coleta do sémen ¢ feita por vagina artificial, sendo que o animal deve ter um
condicionamento prévio para que monte em uma égua em cio ou em um manequim. Hé varios
modelos de vagina artificial, mas normalmente sdo compostas de um tubo rigido, uma mucosa
de latex, que entre esses componentes se adiciona agua quente. Uma mucosa descartavel ¢
colocada por cima da mucosa de latex e ¢é trocada a cada coleta. O copo coletor € acoplado em
uma das extremidades da vagina e ¢ preso a mucosa descartdvel. De preferéncia deve estar
protegido da luz e alteragdes de temperatura. A vagina deve ser preenchida com 4gua quente,
para permanecer com a temperatura de 42-45°C. No salto, o animal deve ter o pénis desviado e
introduzido na vagina artificial. A ejaculagdo pode ser verificada pelas seguintes constatagoes:
movimento da cauda para cima e para baixo, contragdo dos musculos perianais, sapatear e fluxo

pulsatil uretral da ejaculagao (CBRA, 2013).

3.2 Analise do Sémen

Nenhum teste isolado ¢ capaz de predizer a fertilidade de uma amostra de s€émen. Uma
série de exames sdo feitos para se aproximar ao maximo da fertilidade veridica da amostra.
Apos a coleta a anélise do sémen ¢ feita o mais rapido possivel, por isso se preconiza que em
centrais de coleta de sémen o ambiente de coleta seja préximo ao laboratdério. Os exames
realizados sdo divididos em imediatos e mediatos.

Os exames imediatos consistem em avaliar caracteristicas macro e microscopicas, sendo
eles: 1. Volume, podendo variar de 20 a 100 ml. 2. Cor, desde branco acinzentado até um branco
leitoso. 3. Densidade, de aquoso até leitoso estando diretamente relacionado a concentragdo
espermatica. 4. Odor, ‘“‘sui-generis”, ou seja, caracteristico da espécie. 5. Motilidade
espermatica, avaliada com uma gota de sémen fresco entre lamina e laminula aquecidas a 37°C
e analisa-se a amostra com microscopio em aumento de 200x. Entdo se estipula a porcentagem
de 0 a 100 de espermatozoides com movimento (motilidade total), sendo que uma motilidade

boa fica em torno de 70%. 6. Vigor espermatico, avalia-se junto com a motilidade e ¢
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classificado de 0 a 5, de acordo com a velocidade com que o espermatozoide se desloca, sendo
um vigor minimo desejavel de classificacdo 3 (PAPA, 2014).

J4 os exames mediatos podem ser realizados logo apds a coleta ou posteriormente, sendo
eles a concentragdo espermatica e a patologia espermatica. Para a concentragdo espermatica
utilizamos 20 pl do ejaculado e adiciona-se 1 ml de agua destilada (ou 1 gota de sémen para 19
gotas de agua destilada) para se obter uma concentracdo de 1:20. Homogeneiza-se a amostra,
monta-se a cdmara de Neubauer e preenche-se a mesma com a amostra (PAPA, 2014).

Conta-se todos os espermatozoides presentes em 5 quadrados de cada reticulo, e escolhe-
se dois lados, formando um “L” para contar as cabecas de espermatozoides que estiverem
encima da linha de dentro do reticulo. A variagdo entre cada um dos lados da camara ndo pode
ser mais que 10%, sendo repete-se a montagem e contagem da camara. Apos a operagao calcula-
se a média aritmética, o valor encontrado ¢ representado pela letra (n). Quando a diluigdo
efetuada for de 1:20, basta multiplicar o “n” por milhdo e tem-se direto a concentragdo em
milhdes de espermatozoides por ml. A concentragdo espermatica média para um garanhao
adulto colhido na vagina artificial ¢ de 100 a 200 milhdes de espermatozoides por ml (CBRA,
2013).

Para realizar a patologia espermatica ¢ necessario realizar esfregaco de uma gota de sémen
diluido, fixar o material na ldmina através do uso de metanol e depois cora-se com corantes.
Existem kits prontos especificos para esse preparo disponiveis no mercado. As coloracdes
utilizadas para sémen sdo: colora¢do pelo vermelho congo (CEROVSKY,1976) e eosina-
nigrosina (BARTH & OKO, 1989). A lamina ¢ avaliada por microscopia de luz (6ptica) no
aumento de 1000x. Conta-se 200 células, percorrendo a ldmina da forma como demonstrada na
figura 2, e classificamos os espermatozoides conforme suas patologias. No final, obtém-se as

porcentagens de espermatozoides normais e a porcentagem de cada patologia.
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Figura 2: Forma adequada de percorrer a lamina no exame de patologia espermatica.

Fonte: Manual de Andrologia e Manipula¢do de sémen equino — Botupharma, 2014.

Uma maneira de classificar os defeitos encontrados neste exame ¢ dividi-los em defeitos
maiores, relacionados com a infertilidade e defeitos menores que ndo interferem diretamente
sobre a fertilidade (PAPA, 2014).

Os exames abordados sdo os mais basicos e facilmente executados na rotina de coleta.
Porém, existem outros exames complementares que podem ser realizados e auxiliam na

avalia¢ao mais completa de um ejaculado.

3.3 Fertilizacédo da doadora

Trata-se do momento em que utilizaremos de alguma técnica de fertilizagdo para obter a

fecundacdo do odcito da égua doadora e posterior coleta do embrido.

3.4 Inseminacdao artificial

A inseminagdo artificial (IA) € a técnica mais utilizada nos programas de TE. Consiste em
através de uma pipeta plastica atravessar a cérvix e depositar o s€men no utero da égua. Existem
duas técnicas de IA: a técnica pos-cervical, onde o sémen ¢ depositado no corpo do utero, € a
técnica de IA profunda com deposicdo do sémen na ponta do corno uterino. Nas duas técnicas
a cola da égua ¢ enfaixada e a regido do perineo ¢ higienizada com dgua e algum produto

sanitizante, logo apo6s, a secagem ¢ feita com papel absorvente.

A pipeta utilizada na técnica pos-cervical € rigida, sendo que a utilizada na profunda ¢
flexivel. Quando utilizado sémen congelado, ¢ necessario ter um mandril de inseminagdo que

vai por dentro da pipeta e que deve acompanha-la sendo flexivel ou rigido.

Normalmente, utiliza-se se prostaglandina F2a (PGF2a) para lisar o corpo lateo, encurtar

o diestro e adiantar o estro. Indutores de ovulacao sdo utilizados para se aproximar a0 maximo
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do momento da ovulacao e realizar apenas uma IA. Sémen fresco e refrigerado se preconiza IA

até 24h antes da ovulacao e sémen congelado imediatamente ap6s a ovulagao.

3.5 Monta natural

A monta natural (MN) é uma pratica menos comum nos programas de TE atuais. E utilizada
quando as diretrizes da raga ndo permitem o uso da inseminagao artificial, como por exemplo,
na raga Puro Sangue Inglés. Mesmo assim, o médico veterinario conduz a técnica de maneira a

melhorar as condi¢des da pratica.

Este método deve ser evitado, pois nao ha como avaliar previamente a qualidade do sémen

ndo podendo garantir boas taxas de concepcao.

4 TECNICA DE TRANSFERENCIA DE EMBRIAO

Embrides equinos sdo transportados da tuba uterina para o utero entre os dias 5 e 6 pds
ovulagdo. Apds entrar no lumen uterino, o tamanho do embrido aumenta desenvolvendo-se para

blastocisto expandido.

4.1 Coleta

O periodo ideal para coleta ¢ em D7 e D8. A indicacao para recuperacao no dia 6 € para
criopreservacio do embrido (SQUIRES & SEIDEL, 1995). Eguas inseminadas pés-ovulagio
tem a entrada do embrido no utero atrasada (LISA & MEADOWS, 2008), sendo observado um
retardo no desenvolvimento embrionario, equivalentes a 1 dia de crescimento. Dessa forma, o
lavado uterino ndo deve ser realizado antes do dia 7,5 — 8 (CUERVO-ARANGO et al., 2009).

Através de lavagem uterina transcervical o embrido € coletado utilizando um cateter de
silicone com baldo com didmetro de 8,0 mm. O baldo ¢ inflado no corpo do utero com
aproximadamente 60 ml de ar. O cateter ¢ tracionado caudalmente ajustando-se a cérvix para
evitar refluxo, lavando-se os dois cornos simultaneamente (FLEURY et al., 2001; SQUIRES et
al., 2003; SILVA, 2003). O utero ¢ lavado trés ou quatro vezes com soluc@o salina tamponada
de Dulbecco (DPBS), aquecido a 30 - 35° C, contendo 1% (v/v) de soro fetal bovino, penicilina
(100 unidades/ml) e estreptomicina (100 ug/ml) (VANDERWALL, 2000). Outra opgao para o
lavado ¢ o Ringer Lactato, obtendo taxas de prenhez de 64% quando comparadas a 57% obtidas
pelo DPBS, conforme Alvarenga et al., (1992), sendo a solugdo de lavado mais utilizada no
Brasil.

E utilizado de 1 a 2 litros em cada lavado, dependendo do tamanho do utero de cada

individuo, sendo utilizados ao todo, em média, de 3 a 6 litros. O objetivo ¢ provocar expansao
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total do limen uterino para que o fluido chegue a todas as suas areas inclusive entre ou sob as
pregas endometriais. Um filtro coletor para embrides de 75um ¢é acoplado ao equipo de saida.
Um conjunto estéril de equipo em Y ¢ empregado para conectar o cateter ao frasco de fluido e
ao filtro coletor. Durante o procedimento de recuperacdo do meio de lavagem, o conteudo
retorna pelo cateter por gravidade, passando pelo filtro coletor, podendo-se massagear o utero
por via retal. O volume recuperado normalmente fica entre 95% a 98% do volume infundido
(SILVA, 2003). A monitoragao do retorno do fluido de lavagem pode ser feita empregando um
frasco graduado para mensuragdo do efluente associado ao exame ultrassonografico do utero
ao final do procedimento. A procura pelo embrido pode ser iniciada apds cada lavagem ou ap6s
a recuperagao do volume final. Na auséncia de embrides, pode-se realizar uma quarta infusao
de meio e medicar a égua com ocitocina, com o intuito de estimular as contragdes uterinas e
ajudar na expulsdo do meio. Nesta tltima lavagem o meio ¢ mantido no utero da égua por
aproximadamente 3 minutos. Massagem retal do utero pode ser aplicada (HINRICHS et al.,
1990; MCCUE et al., 2003). Ap6s o final do procedimento de lavagem do embrido, a égua

doadora recebe prostaglandinas para lisar o corpo luteo e iniciar um novo ciclo.

4.2 Manipulacéo

Apos ser coletado o embrido vai para uma placa de petri previamente riscada (figura 3)
para facilitar a sua procura. A busca ¢ feita com o auxilio de um microscopio estereoscopico
(lupa) com aumento de 10x. Quando encontrado, ¢ transportado para uma nova placa que
contém gotas do meio de manutenc¢do. Entdo ele ¢ transferido por aspiracdo de uma gota para a
outra com o objetivo de eliminar as impurezas da zona pelucida. Apos a lavagem, o embrido €
colocado em uma pequena placa de petri contendo o0 mesmo meio de manutengdo para ser
avaliado. O embrido pode ser mantido a temperatura ambiente por 2 a 3 horas em meio de

manutencao sem comprometimento da viabilidade até a hora da transferéncia (RIERA, 2011).
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Figura 3: Embrido na placa de petri.

Fonte: Med. Veterinario Felipe Hartwig.

4.3 Avaliacéo e classificacéo

A avaliacdo do embrido ¢ subjetiva, e relativamente simples, ndo necessitando de
equipamentos sofisticados. A classificagdo embrionaria ¢ realizada com um microscopio
estereoscopico (lupa) utilizando-se aumento de 40x. A classificagcdo ¢ feita de acordo com o
estagio de desenvolvimento e qualidade do embrido, sendo que esta ultima leva em
consideracdo a morfologia relacionando-a com a viabilidade. Entdo ¢ atribuido um escore de 1
a 5 (sendo 1 excelente e 5 degenerado ou morto) avaliando o formato, simetria, coloracao,
extrusdo celular e integridade de zona pelicida (MCKINNON & SQUIRES, 1988).

A principal caracteristica que influi na taxa de prenhez ¢ a qualidade do embrido. Embrides
com escores 3 resultam em baixa taxa de prenhez (SQUIRES & SEIDEL, 1995). Taxas de 70
a 75% de prenhez foram obtidas com transferéncia de embrides de grau 1, diagnosticado ao
exame ultrassonografico aos 12 dias (SQUIRES et al., 2003; SQUIRES & SEIDEL, 1995). A
maioria dos embrides coletados sao de graus 1 ou 2. A classificagdo do embrido ¢ um método
para avaliar a viabilidade do embrido e estimar a probabilidade de gestagdo apos a transferéncia

(CARNEVALE et al., 2000).

4.4 Envase

Esta etapa deve ser feita com cuidado e de maneira correta para preservar o embrido e
assegurar que ele chegue em perfeitas condigdes até o momento da transferéncia. O embrido ¢

envasado em palheta de 0,25 ml, de 0,5 ml ou ainda em pipetas de inseminagdo, dependendo
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do tamanho do embrido, em uma sequéncia alternada de solugdo de manutengao e ar. Assim,
minimizamos os movimentos do embrido dentro da palheta, evitando danos e ajudamos na

expulsdo do embrido para dentro do utero (SILVA, 2003).

4.5 Métodos de preservacao do embrido

Uma das maiores dificuldades no programa de TE consiste na sincroniza¢do de receptoras
com as doadoras. O que ocorre por vezes € ter o embrido € nio ter uma receptora apta a recebé-
lo. Viu-se entdao a necessidade de desenvolver um método que permitisse a conservacao dos
embrides pelo tempo necessario para transporte dos mesmos (FLEURY, 2002).

O resfriamento ¢ o método mais aplicadvel comercialmente e proporciona conservagdo do
embrido por curtos periodos. A congelacdo ¢ outro método de conservacao, porém as taxas de
prenhez para embrides congelados ainda sao baixas (FLEURY, 2002). Oguri e Tsutsumi (1974)
mantiveram embrides coletados no dia 6 pds ovulacdo em solucdo salina com 2% de gelatina
ou em mistura de Ringer com soro de égua a 30° C pelo periodo que varia de 29 a 70 minutos
antes da transferéncia. Nao detectaram diferenca entre as taxas de prenhez entre os dois meios
de manutengao.

Embrides equinos também podem ser congelados por vitrificagdo onde altas concentracdes
de crioprotetores permeaveis sdo utilizados. O que ocorre ¢ o aumento da viscosidade dos
fluidos intracelulares e extracelulares durante o resfriamento, ao invés da formagao de cristais,

nao sendo necessario o resfriamento lento do embrido (SQUIRES, 2005).

4.6 Deposicdo do embrido no Gtero da receptora

Existem trés técnicas para realizar a transferéncia do embrido da égua doadora para a
receptora. Uma delas € a cirargica e ¢ realizada através de uma incisao pelo flanco, outra ¢ a
técnica ndo cirurgica que ocorre via cervical e a mais nova delas, a técnica de Wilsher que usa
forceps e uma pinga para fixar a cérvix. Destas, a mais utilizada atualmente ¢ a técnica nao
cirargica (FLEURY et al., 2007) por ser menos invasiva, ser rapida e de alto percentual de
prenhez.

A técnica ndo cirurgica consiste em, através de uma pipeta de inseminagdo, atravessar a
cérvix e depositar o embrido no corpo do utero da receptora. Além da pipeta de inseminagao,
que ¢ a mais utilizada, existem varios outros aplicadores, como o modelo Hannover

(transferéncia de embrides bovinos), € o aplicador modelo Francés e uma adaptagao de tubo de



27

aco + tubo de polietileno. Esses quatro equipamentos foram testados por Peres et al. (2002) e
nao foi observada diferenca significativa entre os modelos.

O uso da bainha plastica ou camisinha sanitaria envolvendo o equipamento de
transferéncia, denomina a técnica como técnica coberta e tem o objetivo de proteger o embrido
da contaminacdo vaginal. Squires (1982a) relatou que atingiu 54% de gestagdo utilizando a
bainha na transferéncia, enquanto que sem o uso dela atingiu 23%.

A técnica de Wilsher ¢ uma técnica nova de deposicdo do embrido na receptora, que
consiste em utilizar o espéculo de Polansky e a pinga cervical de Wilsher no momento da
transferéncia do embrido. No estudo de Cuervo-Arango (2018), a taxa de prenhez foi maior em
éguas que foram transferidas pelo método de Wilsher comparado com o método tradicional.
Esse estudo obteve taxas de prenhez maiores de 90% com o método de Wilsher. Outro ponto
favoravel observado nesse estudo foi a influéncia do operador sobre as taxas de prenhez.
Enquanto o método tradicional sofre influéncia da experiéncia do operador o método de Wilsher
resulta em mesmas taxas de prenhez para operadores de diferentes experiéncias ou nenhuma.

Outro fator muito importante neste momento ¢ a avaliacdo das receptoras, que ocorre
anteriormente a transferéncia, tem o objetivo de selecionar a égua mais apta a receber esse
embrido. Um critério de sele¢do pode ser a concentragdo plasmatica de progesterona naquele
momento. O fato da égua que estar com melhores concentragdes contribui para que ela esteja
em melhores condi¢des reprodutivas. Outros critérios sdo avaliados através de palpacdo da
cérvix (firme e fechada), palpagdo transretal do utero (tonus uterino alto, formato cilindrico e
tubular) e ultrassonografia (Gtero sem secre¢des ou dobras endometriais) (CARNEVALE et al.,
2000). Caiado et al., (2007) administrou progesterona em éguas receptoras durante o periodo
de DO (dia da ovulagdo) a D5. Esse procedimento possibilitou a deposicdo do embrido nestas
receptoras no D2, atingindo taxa de prenhez similar, estatisticamente, as éguas consideradas
excelentes a boas para transferéncia no D5.

Eguas estressadas no momento da deposigdo do embrido podem apresentar produgdo de
cortisol e prostaglandina F2a, agente luteolitico primario em éguas (LEITE, 2002). Sendo
assim, alguns técnicos preferem realizar uma leve sedagdo na receptora na hora da transferéncia,

visando uma redugdo do estresse e relaxamento da musculatura da vulva (ALONSO, 2008).
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4.7 Diagnéstico de gestacéo

O diagnéstico de gestacao € feito na égua receptora por meio de ultrassonografia transretal.
A partir do 12° dia ja ¢é possivel enxergar o embrido. Este tem formato esférico e estd localizado
na luz do ttero, se movimenta pelos cornos até o 14° dia e cresce de tamanho diariamente.

Apoés a confirmacgdo da prenhez, Vanderwall, 2008 sugere que o acompanhamento da
gestagdo deve ser feito a cada 10 dias ou duas semanas, para certificar-se de que a receptora
mantém esse embrido. Porém, quanto antes diagnosticarmos a perda, mais cedo ela volta pro
programa e ainda pode aproveitar a temporada de monta. Sendo assim, deve-se tornar a
examinar a receptora no maximo em D18. Depois, verificar crescimento e desenvolvimento do
embrido, posi¢cdo e coracdo, sendo necessario para tal manejo intervalos menores de 10 dias.
Quando ocorre perda embriondria precoce (PEP), ¢ necessario investigar os motivos a fim de
corrigi-los ou excluir essa égua do programa de TE. Eguas que ndo conseguem sustentar a
gestagdo além da fase embrionaria geram enorme perda econdmica para os criadores. A
estatistica ¢ de que 30-40% das gestagdes encerram dentro das duas primeiras semanas da
concepcao (BETTERIDGE, 2000).

Sdo varios os fatores que podem contribuir para a morte embriondria precoce. Vanderwall
(2008) classificou esses fatores em intrinsecos (idade materna, lactagdo, tempo de inseminagao
relativo a ovulagdo, local de fixacdo da vesicula embriondria e anormalidades de cromossomas
maternas); extrinsecos (estresse, nutricdo, estacdo, palpagdo, ultrassonografia transretal,
manipulacdo do gameta) e embrionarios (anomalias de cromossomas ou outras caracteristicas

do embriao).
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5 FATORES QUE AFETAM E AS ESTRATEGIAS PARA MAXIMIZAR
RESULTADOS NOS PROGRAMAS DE TE

O sucesso da técnica se d4 quando se obtém um potro nascido saudével. No programa de
TE diversos sao os desafios e cada etapa tem sua importancia, maior ou menor. Alguns fatores
influenciam diretamente algumas taxas afetando o sucesso da técnica. A taxa média de prenhez

esperada ¢ de 75%, porém sempre se objetiva atingir melhores desempenhos através de

estratégias que influenciem diretamente essas taxas. (MCKINNON & SQUIRES, 2007).

5.1 Fatores que afetam a taxa de recuperacao embrionaria

A taxa de recuperagdo embriondria ¢ a porcentagem de embrides coletados por lavado
uterino ¢ normalmente ¢ de 50% por tentativa (SQUIRES, 2005). Essa taxa pode ser
influenciada por varios fatores, como: (1) dia da coleta do embrido, (2) doadora, (3) nimero de
ovulagdes, (4) garanhao e (5) manejo nutricional.

A respeito do dia da coleta do embrido, este ¢ geralmente realizado entre D7 e D8 apoés a
ovulacdo (DO0), sendo D8 considerado o dia ideal para a coleta. Recomenda-se realizar o lavado
em D9 para éguas idosas ou que foram inseminadas com sémen congelado (MCKINNON &

SQUIRES, 2007).
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Referente a doadoras, fatores importantes como condicao uterina e idade tem alta influéncia
na taxa de recuperagio embrionaria (ALONSO et al., 2005). E notavel uma queda de acordo
com a idade da doadora. Em éguas jovens (2 a 4 anos) a média ¢ de 85%, em éguas adultas (4
a 18 anos) de 64,4% e em ¢éguas velhas (acima de 18 anos) de 24,1% (SQUIRES & SEIDEL,
1995). Eguas com menos de 12 anos produzem 10% mais embrides do que éguas com mais de 18
anos (ULIANI et al., 2010).

Observa-se uma grande influéncia do garanhdo em relagdo a recuperacdo embrionaria. O
sémen deve ser de qualidade e fertilidade comprovada com exames pré 1A ou pré MN. A
qualidade seminal ¢ fundamental para a fertilizacdo do odcito e posterior formagao do embrido.
Outro fator que interfere na fertilidade ¢ o sistema em que se encontra acondicionado o sémen,
pois sem o adequado armazenamento o sémen sofre estresse térmico e decai em qualidade
(FLEURY et al., 1997).

Em relagcdo ao numero de ovulagdes, as chances de recuperagdo embrionaria aumentam
quando a doadora apresenta mais de uma ovulacdo. Quando a égua teve ovulagdo dupla, as
chances de recuperar dois embrides ¢ maior quando a ovulagdo foi bilateral (MONTECHIESI,
2015).

Sobre manejo nutricional, as éguas devem estar ganhando peso durante a estacdo de monta,
pois as taxas de prenhez e perda embriondria podem ser afetadas se as mesmas estiverem

perdendo peso, mesmo com boa condi¢do corporal (RIERA, 2009).

5.2 Fatores que afetam a taxa de prenhez

Sao fatores relacionados a acontecimentos durante ou pos transferéncia do embrido para a
égua receptora. Durante a transferéncia, a variabilidade do método utilizado pode influenciar
nas taxas de gestacdo. A habilidade do técnico pode ser um fator muito importante no método
nao cirurgico (SQUIRES & SEIDEL, 1995). Aqueles técnicos com maior experiéncia pratica,
maior numero de transferéncias, tende a ter taxas maiores de prenhez (HINRICHS & CHOI,
2005). Taxas de prenhez entre diferentes técnicos foram comparadas. Trinta € nove embrides
foram transferidos por dois técnicos diferentes e 13 resultaram em gestagdo. O primeiro técnico
transferiu 26 embrides e 12 resultaram gestacdo (46,1% de gestacdo) e o segundo técnico
transferiu 13 e 1 embrido resultou em gestagdo (7,7% de gestagao) (SQUIRES et al., 1982a).

Pos transferéncia do embrido temos diversos fatores relacionados a receptora, a doadora e
ao embrido que afetam a taxa de prenhez. Comecando pelos fatores relacionados as receptoras,

a selecao das mesmas ¢ o fator mais importante ndo so para as taxas de prenhez, mas também
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para o sucesso de todo o programa de TE, sendo que a receptora deve ter saude geral e
reprodutiva em dia. Portanto, também se faz importante as caracteristicas uterinas da receptora
no dia da TE, devendo apresentar boa morfoecogenicidade ao exame de US e bom tonus
uterino.

Com a variabilidade da duragdo do estro, a sincroniza¢do da ovulacdo entre receptora e
doadora nem sempre ¢ precisa (GINTHER, 1992), afetando as taxas de prenhez em
transferéncia cirurgica e ndo cirargica (SQUIRES, 1993). Isso ocorre, pois 0 embrido em um
utero nao sincronizado estd sujeito a niveis hormonais e fatores de crescimento ndo
correspondentes a fase na qual ele se encontra, ainda que os equinos tolerem uma maior janela
de assincronia comparando com os bovinos (WILSHER et al., 2006). O dia em que a receptora
se encontra faz diferenca na hora da transferéncia. A janela de utilizagao vai do D3 ao D8 desde
que apresentem bom tonus uterino (FLEURY et al., 2006), sendo que receptoras que ovularam
no mesmo dia ou nos 2 dias subsequentes a ovulacdo da doadora obtiveram taxas de prenhez
mais altas (DOUGLAS, 1982; IULIANO et al., 1985).

Ja os fatores relacionados ao embrido, qualidade do embrido afeta as taxas de prenhez
semelhante ao que acontece em bovinos (SQUIRES, 1993). Embrides de grau 1 e 2 tem
melhores taxas de prenhez (77%) quando comparados com embrides de grau maior ou igual a
3 (27%) (SQUIRES & SEIDEL, 1995). Nao ha muitos estudos disponiveis sobre o efeito da
idade do embrido na taxa de gestacdo (SQUIRES, 1993) e o tamanho do embrido parece nao
influenciar a taxa de prenhez (CARNEY et al., 1991). Carnevale et al. (2000) observou que
menores taxas de prenhez sdo obtidas quando se transferia embrides pequenos (100 a 299 mm).
As coletas eram efetuadas nos dias 7 e 8 pos ovulacao e, portanto, os embrides pequenos que
foram coletados estavam com o desenvolvimento atrasado. As causas podem ser defeitos
intrinsecos do embrido, ambiente inadequado no oviduto ou utero, ou inseminagao pés ovulagao
(GINTHER, 1992). Também ha a possibilidade destes embrides serem provenientes de éguas
idosas. Estes quando comparados aos de éguas jovens apresentam um atraso de
desenvolvimento de cerca de 36hs (CARNEVALE et al., 1993). O método de preservagdo do
embrido pode alterar sua estrutura e qualidade afetando assim as taxas de prenhez.

Sobre as doadoras, uma das sugestdes para fémeas com alta taxa de perda embrionaria ¢
transferirem seu embrido para outras fémeas com trato reprodutivo sadio. Receptoras que
receberam embrides de éguas inférteis possuem taxa de perda embriondria maior entre os 35 e
50 dias, sugerindo que esses embrides possuiam alguma alteracdo antes da TE (SQUIRES,
1993). Segundo Woods et al. (1986), a qualidade dos embrides recuperados de éguas normais

comparados aos de éguas inférteis foi mais alta. Nos lavados de éguas inférteis, 53% deles
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continham apenas embrides anormais, sendo que apenas 3% dos lavados de éguas normais
tinham embrides com alguma anormalidade.

Reduzidas concentracdes de progesterona podem ser associadas com perda embriondria
espontanea e podem ter causas como lutedlise por endometrite, falha do reconhecimento
materno ¢ a insuficiéncia luteal primaria (BERGFELT et al., 1992). Knowles et al. (1993)
verificou que altas concentragdes de progesterona (>20 pg/ml) ndo incrementam as taxas de
prenhez e concentragdes entre 2,2 e 25,2 pg/ml ndo afetaram as taxas de prenhez e a perda
embriondria. Dependendo da esta¢do do ano pode haver mais ou menos hormonios circulantes,
sendo que uma baixa concentragdo de P4 pode dificultar a manutengao da gestagao ocorrendo

perda embriondaria precoce o que impacta diretamente a taxa de prenhez.

5.3 Estratégias para maximizar os resultados nos programas de TE

Com o aumento da procura dessa técnica, melhorias sdo necessarias para aumentar a
eficiéncia dos programas, atender a demanda e satisfazer os criadores. Para isso, algumas
estratégias de manejo reprodutivo e geral podem ser tomadas. O ideal é que o médico
veterindrio sempre observe e avalie todas as etapas do programa de TE e identifique em quais

pontos pode-se melhorar.

5.4 Superovulacéo

A superovulagdo trata-se de uma estimulagdo da égua a desenvolver o maximo possivel de
foliculos dominantes com o intuito de produzir mais embrides. Este tratamento aumenta
significativamente a eficiéncia da técnica e diminui potencialmente o custo de um programa de
TE. Conseguimos isso através do uso de hormonios especificos. Porém, na espécie equina esse
procedimento ¢ menos eficaz do que em outras espécies. O principal obstaculo ¢ a
refratariedade da égua aos preparos hormonais a base de FSH suino. O extrato de pituitaria
equina (EPE), o FSH equino purificado ou o FSH recombinante sdo os preparados mais
indicados para o caso das fémeas equinas. Os protocolos sdo eficientes em induzir multiplas
ovulacdes (4 a 5 ovulagdes/égua), porém a recuperacdo embriondria ¢ baixa (30%
embrides/ovulagdo) (ALVARENGA et al., 2008).

A prépria anatomia do ovario da égua, medular pra fora e cortical pra dentro, o fato de
ovular somente na fossa de ovulacdo, e ainda a falta de um produto que seja confidvel para
induzir superovulagdes torna essa pratica pouco usual na reprodugdo equina (SQUIRES, 2006).
Estudos estdo feitos com o intuito de melhorar os indices recuperacdo embriondria. Fatores

liberadores de gonadotrofinas (GnRH), FSH suino (FSH-p) e equino (FSH-e), gonadotrofina
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coridnica equina (ECG), imunizag¢ao contra inibina, extrato de pituitaria equina (E.P.E.) sdo
alguns deles, porém, os que apresentam melhores resultados sdo FSH-e ¢ o EPE. A taxa de
recuperagdo embriondria se mostra melhor em éguas que ovularam 3 ou menos vezes. Isto
indica que com baixas doses de hormonios como EPE ou de FSH-e obtém-se menor resposta
ovariana progredindo assim em relagao ao nimero de embrides (ALVARENGA et al., 2008).
Seguindo o mesmo raciocinio, Nagao et al., (2012) demonstrou que utilizando acetato de
deslorelina em baixas doses perto do momento da dominédncia folicular induziam duplas
ovulagdes em éguas da raga brasileira de Hipismo e aumentavam as taxas de recuperagao
embrionaria. Administrando FSH-e na dose e frequéncia correta e selecionando os animais
conforme o nimero de foliculos ¢ possivel induzir duplas e triplas ovulagdes recuperando
satisfatoriamente embrides e ainda reduzindo custos em relacdo a outros protocolos
convencionais (ARAUJO et al., 2009).

Alguns produtos novos estio surgindo no mercado, mas além de nao terem muitos estudos
sobre o seu uso e resultados e também ndo serem comercializados no Brasil, ndo estdo inseridos
no cotidiano dos profissionais da area.

Erros podem ocorrer na captagdo dos oocitos para o oviduto em éguas pela obstrucdo da
fossa de ovulag@o. O motivo pode ser em consequéncia dos sangramentos das demais ovulagdes

ou corpos luteos (CL) e corpos hemorragicos (CH) quaisquer.

5.5 Manejo de éguas idosas e/ou subférteis

Os equinos permanecem nos programas de reprodugao por um longo periodo da vida. Nao
ha uma padronizacdo de classes quanto a faixa etdria, exemplo: éguas jovens ou éguas idosas,
o que dificulta a comparagdo entre os experimentos (BONIN et al., 2010).

Carnevale et al. (1993), descreveram uma taxa de fertilizagdo significativamente maior em
¢guas jovens (88%) do que éguas idosas (45%). O mesmo observa-se quando comparamos a
taxa de recuperagio embrionaria dessas éguas. Eguas idosas apresentam uma menor taxa de
recuperagdo (embrides recuperados/ciclo) do que éguas jovens, 81,5%, 46,2% respectivamente
(LOSINO & ALVARENGA, 2006). Eguas senis possuem um intervalo interovulatorio maior,
quando comparadas a éguas jovens. O que ocorre ¢ uma longa fase folicular sendo que a fase
luteal se mantém. Isso se deve ao atraso de 3 dias na emergéncia do foliculo dominante e
também devido ao crescimento lento do foliculo ovulatorio (CARNEVALE et al., 1993). Na
recuperagao de embrides de éguas com mais de 15 anos notou-se decréscimo maior (FLEURY
et al., 1999; MARINONE et al., 2017). Melhores taxas de recuperagdo embrionarias foram

encontradas quando se tardava esses lavados realizando-os entre os dias 8,5 a 10. Isso ocorre
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devido a maturagdo oocitaria mais demorada nessas éguas com mais de 15 anos (LOSINO &
UROSEVIC, 2015).

Problemas na maturag¢ado folicular interferem na maturagdo do odcito, levando a problemas
na capacidade de desenvolvimento do embrido de éguas idosas (SAMPER et al., 2007).
Carnevale & Ginther (1995) demonstraram ha uma relagdo entre a idade cronologica da égua
com danos causados a oocitos e embrides em estagios iniciais de desenvolvimento. Esses danos
ao odcito o conferem baixa qualidade podendo causar baixas taxas de recuperagdo embriondria
(MARINONE et al., 2017).

Alguns fatores relacionados ao manejo reprodutivo da égua idosa s3o importantes
estratégias para melhorar os indices reprodutivos. Monitoragao folicular por US, IA em ponta
de corno, meios diluidores de sémen com antibidtico, diminui¢ao do numero de inseminacoes
por ciclo, utilizacdo de sémen com alta taxa de fertilidade e a utilizagdo de indutores de ovulagao
sdo importantes ferramentas para melhorar esses indices (LOSINO & ALVARENGA, 2006).

O uso de plasma rico em plaquetas (PRP) e de células-tronco vém crescendo como técnicas
alternativas promissoras (PAVAO, 2013). PRP intrauterino pés inseminagdo artificial reduz a
porcentagem de neutréfilos no fluido uterino modulando a resposta inflamatéria (REGHINI et
al., 2016). Ao ser utilizado em éguas subférteis no momento da indug¢do da ovulagido, aumentou
de 20% para 80% a taxa de prenhez dessas éguas (METCALF, 2014).

As células tronco utilizadas sdo as mesenquimais (MSC). Elas sdo injetadas no ttero de
éguas com alteragdes no endométrio. Mambelli et al. (2013) desenvolveram um método muito
simples de entrega de MSC através pipetas de inseminagao, descartavel através do colo do utero
no corpo do utero. O método ¢ minimamente invasivo e tecnicamente simples. Pavao (2013)
observou reducdo de 30% de fibrose endometrial de éguas tratadas com células tronco. A
utilizagdo de MSC ¢ considerado um procedimento seguro sem nenhuma alteragdo clinica ou
reprodutiva (ALVARENGA et al., 2016a).

Um importante diagnostico diferencial ¢ a obstrugao de oviduto. Este diagnostico ¢ dado
quando a égua para de produzir embrides e outras causas de infertilidade sdo descartadas. O
limen da tuba uterina € ocluido por uma massa gelatinosa o que impede que os espermatozoides
cheguem até o odcito ou impede que o embrido chegue a luz uterina. A Prostaglandina E2
(PGE2) ¢ secretada pelo embrido para promover a sua passagem para o utero. Para o transporte
precoce do embrido para o Utero ¢ necessario a administragao topica de PGE2 na superficie da
tuba uterina (ORTIS et al., 2013).

A suplementagdo alimentar vem sendo cada vez mais utilizada para suprir as caréncias ¢

necessidades de cada animal. As concentragdes de FSH, LH e P4 sdo menores em éguas de
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idade avangada, sendo que, quando suplementadas com arginina essas concentragdes aumentam
(RESENDE, 2014).

O manejo das éguas idosas doadoras de embrido ¢ de extrema importancia para o sucesso
da técnica. Elas devem permanecer em ambiente climatizado ou dispor de sombras nos piquetes
visando o conforto térmico e evitando o estresse calérico. Caso ndo haja sombra natural
recomenda-se estruturas artificiais (tela de sombrite). Também devem ter acesso a agua a
vontade e de qualidade e ragdo adequada. Todo esse manejo visa o conforto da doadora seja
qual for a regido onde ¢ criada. A alimentagdo deve ser de facil acesso, sem competi¢des com
outros individuos e, principalmente, de facil mastigacao (normalmente trituradas) (DITTRICH

etal., 2010).

5.6 Progesterona de longa agdo

A progesterona ¢ fundamental na manutencdo da gestacao, influenciando nas secregodes
histotroficas uterinas auxiliando a sobrevivéncia do embrido (SPENCER et al., 2004). Alonso
(2008) hipotetiza sobre o envolvimento da expressdo dos receptores de progesterona no
endométrio. Uma maior concentragao de receptores associado a niveis séricos de progesterona
poderia determinar uma melhor secre¢ao histotroficas do endométrio, melhorando as condigdes
nutricionais do embrido e aumentando as taxas de prenhez.

Eguas receptoras de embrides em anestro ou em fase transicional tem os seus niveis de
hormdnios menores, seja pela estacio do ano ou pela propria fisiologia. Os niveis de
progesterona podem estar mais baixos o que se torna um risco a manutencao da gestagdo. Sendo
assim, o uso da progesterona nessas éguas vem se tornando frequente com o fim de garantir que
essa égua vai ter um aporte de P4 adequado para manter a gestacao.

A progesterona (P4) de longa acdo trata-se de um progestdgeno com veiculos
biodegradaveis de liberagdo lenta e controlada. Assim, com uma tUnica aplicagdo, mantém-se
os niveis plasmaticos de progesterona por até 14 dias, permitindo um melhor manejo das
receptoras (GRECO et al., 2016). Rocha Filho et al. (2004) e Testa et al. (2005) avaliaram
éguas receptoras em anestro ou receptoras na fase transicional tratadas uma vez por semana
com progesterona de longa acdo (P4 LA). Concluiram que este tratamento ¢ seguro para a
manutengao da gestacdo, obtendo-se altas taxas de prenhez apds a transferéncia de embrides. O
protocolo consistia em: receptoras em anestro recebiam por 3 dias consecutivos (a partir do DO
da doadora) 2,5 mg por dia estrégeno (benzoato de estradiol). A progesterona de longa duragao

era iniciada um dia apos a ultima aplicagdo de estrogeno e continuada uma vez por semana até
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os 120 dias de gestagio da receptora. E imprescindivel ter organizagio no programa de TE, pois
a falha em uma aplicagcdo pode implicar na perda da gestagdo. A sugestao € que se tenha o dia
da progesterona no programa (exemplo: quinta feira), para que se faca a supervisdo dos

tratamentos e se garanta que todas as éguas receberam as medica¢des necessarias.

5.7 Cio do potro e Ciclicidade

Ambas as estratégias visam maximizar o uso das receptoras. Sabemos que a maneira mais
efetiva de atingir esse objetivo ¢ diminuindo o intervalo entre partos.

Sendo assim o uso do cio do potro torna-se uma alternativa muito interessante. O cio do
potro € o primeiro cio pds-parto e torna-se atrativo pelo fato de possibilitar a geragdo de um
potro por ano (BARROS, 2017). Nesse manejo ¢ importante a avaliagdo da égua logo apos o
parto para identificar rapidamente possiveis problemas, como laceragdes e retenc¢ao de placenta,
para prontamente intervir. O uso do cio do potro depende da boa involugdo uterina e esse fato
¢ constatado através de exames como palpacao transretal e ultrassonografia. Esperamos na
palpagdo identificar tamanho reduzido do ttero e bom tonus uterino, e na ultrassonografia um
utero sem conteudo em sua luz. Varios fatores influenciam as taxas de prenhez no cio do potro
como: idade, escore corporal, evolucao do parto, integridade do trato reprodutivo no pds-parto
e presenga de loquios uterinos (BARROS, 2017). O tratamento com ocitocina para estimular as
contragdes miometriais e expulsar o conteudo influencia também positivamente na oferta de
leite. A queda nos niveis de progesterona e o aumento dos niveis de estrogeno favorece a
involugdo uterina, e estimula os mecanismos de defesa do endométrio (GINTHER, 1992). Essa
possibilidade de uso do cio do potro deve ser analisada com devida atengdo. Quando a cobertura
no cio do potro ¢ feita de maneira inadequada, pode prejudicar as taxas de prenhez nos cios
subsequentes e provocar lesdes permanentes no endométrio (BARROS, 2017). Mas, tendo em
vista as boas taxas de prenhez no cio do potro, recomenda-se sua utilizacdo no programa de TE
com o objetivo de maximizar o uso da receptora.

Sobre ciclicidade, sabemos que a égua ¢ um animal poliestral sazonal fotoperiodo
dependente, sendo assim, podemos afirmar que umas das formas de maximizar seu uso ¢
fazendo com que ela entre em atividade reprodutiva mais cedo na estacdo de monta ou nio entre
em anestro estacional. Fazemos isso através do uso de fotoperiodo artificial. O uso de 16 horas
de luz total por dia (natural + artificial), 2 meses antes do inicio da estagdo, garantem o inicio
da ciclicidade. O fotoperiodo artificial € uma alternativa eficiente e mais natural, além de ser

um método confidvel (HARTMANN, 2011).



37

5.8 Qualidade do sémen

A qualidade sémen, ou da dose inseminante, ¢ fundamental para a fecundagdo e obtengao
do embrido. Em relagdo ao sémen refrigerado alguns erros cometidos sdo os principais:
processamento inadequado (dose, propor¢ao do diluente); tipo ou qualidade do diluente;
transporte inadequado (temperatura inadequada, sem protecdo contra choque térmico); nao
respeito as caracteristicas do proprio garanhdo (qualidade do sémen, resisténcia ao transporte,
regime de coletas); momento e frequéncia das IA inadequados (LOSINO & ALVARENGA,
2006; VARNER, 2016).

Assim como acontece no processo de congelamento, na refrigeracdo alguns garanhdes tém
sua fertilidade mais ou menos preservada em funcdo do tempo, ou seja, sdo mais ou menos
resistentes ao processo, podendo chegar até 48 horas ou mais (ALVARENGA et al., 2016b).
Quando o sémen esta refrigerado (24 horas ou mais), as inseminagdes devem ser realizadas no
maximo 24 horas antes da ovulagdo (RAMIRES et al., 2013).

E importante o uso de recipientes especificos para armazenar o sémen. Estes recipientes
devem obedecer as curvas de refrigeracdo adequadas. O objetivo pos refrigeracdo € que a
motilidade espermatica e a fertilidade do s€émen sejam mantidas da melhor forma possivel. Para
isso a temperatura ideal de refrigeracdo deve ser obtida. Geralmente era ¢ de 5°C, porém alguns
garanhdes preservam melhor a temperaturas proximas de 15° (AURICH, 2005).

Algumas estratégias para melhorar a eficiéncia da IA com sémen resfriado devem ser
tomadas com base em cada individuo, cada garanhdo. Elas sdo: determinar o melhor regime de
coleta semanal; determinar o melhor diluente; determinar a temperatura ideal de transporte (5
x 15°C); determinar o tempo maximo para transporte; utilizar sistemas de transportes que
protejam o conteudo da mudanga de temperatura ambiente; [A o mais proximo possivel da
ovulagdo; remocdo do plasma seminal (ALVARENGA, 2017).

Outra estratégia de relevancia ¢ a selegdo espermatica, que vem sendo utilizada para
aumentar a qualidade e fertilidade do sémen fresco, além de aumentar a resisténcia dos
espermatozoides a processos de criopreservacdo. Esta estratégia consiste em selecionar os
espermatozoides para que resulte em uma amostra onde se tenham somente espermatozoides
com motilidade progressiva e sem alteracdes morfoldgicas.

A técnica de centrifugacdo em camada tUnica (SLC) ¢ umas das mais utilizadas. Este
método envolve a centrifugacdo prolongada do sémen através de um coldide que separa os

espermatozoides com boa motilidade, morfologia normal e cromatina intacta do resto da
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populagdo de espermatozoides e do plasma seminal. A separacdo nao ¢ perfeita, como por
exemplo, alguns espermatozoides imdveis podem estar presentes no pellet de sémen, mas ¢ uma
técnica muito boa e valida, que melhora a qualidade final da amostra a ser utilizada (MORELL
& NUNES, 2018). Utilizando deste método podemos ter doses de melhor qualidade

aumentando as chances de se obter gestacao.

6 CONCLUSAO

Com o avanco dos estudos e pesquisas em biotecnologias da reprodu¢do equina, mais
especificamente sobre transferéncia de embrides, houve um avancgo cientifico e comercial o que
acarretou uma melhora na eficiéncia da técnica. Em decorréncia dos fatos, houve maior procura
por esses servicos, pois o custo beneficio se torna cada vez melhor para os criadores. Com o
aumento da demanda do servigo, os profissionais da area conseguem elevar sua experiéncia

pratica que, juntamente com o conhecimento teorico, tornam o profissional melhor capacitado.
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