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RESUMO

A transferéncia embrionéria (TE) envolve a recolha de embrido de uma égua dadora e transferéncia
para uma égua recetora. A TE tem sido utilizada para producao de multiplos poldros/ano, de éguas
reprodutivamente saudaveis, de éguas idosas e ndo consigam terminar a gestacéo e de éguas em
competicdo sem que necessitem interromper a atividade desportiva. Em algumas ragas/espécies
equideas ameacadas, como € o caso da raca Sorraia, esta técnica poderia ser bastante vantajosa,
potenciando a sua conservacdo. A transferéncia embrionaria foi realizada em 2016 com a
colaboracdo da Embriovet. A égua dadora Sorraia € uma fémea com 6 anos, 3 partos, criada pela
Escola Superior Agraria de Santarém. A égua recetora € uma fémea Lusitana, com 3 anos, cedida
por um criador particular. A dadora foi beneficiada num ciclo éstrico normal, por cobrigdo natural,
por um garanhdo da mesma raga com 13 anos. Ao 7° dia apés ovulagéo, foi efetuada lavagem
uterina para recolha do embrido. A égua recetora foi induzido o cio com prostaglandina F2a e
induzida a ovulacdo com hCG. Ao 10° e ao 14° dia ap6s a ovulacao da dadora, foram realizadas
ecografias para diagndstico de gestacdo a fémea recetora, cujos resultados foram positivos,
confirmando-se de novo cerca do 50° dia. Em Junho de 2017 a égua Lusitana pariu uma poldra
Sorraia.

Palavras-chave: dadora, égua, Lusitana, recetora.

ABSTRACT

Embryo transfer (ET) involves the collection of an embryo from a donor mare and transfer to a
recipient mare, which will lead the gestation to full term. ET has is for the production of multiple
foals/year of healthy reproductive mares, old mares unable to complete a gestation and mares in
competition. In some endangered breeds, such as the Sorraia horse, this technique could be very
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advantageous, enhancing its conservation. Embryo transfer was carried out in 2016 with the
collaboration of Embriovet. The Sorraia donor mare is a female 6 years old, 3 births, bred by Escola
Superior Agréria de Santarém. The recipient mare is a 3-year-old Lusitano female, provided by a
private breeder. The donor was covered in a normal oestrous cycle, by natural mating, by a 13-year-
old Sorraia stallion. On the 7th day after ovulation, uterine lavage was performed to collect the
embryo. Recipient mare was induced in oestrous with prostaglandin F2a and induced ovulation with
hCG. On the 10th and 14th day after ovulation, ultrasounds were performed to diagnose gestation
in the recipient mare, whose results were positive, confirming again around the 50th day of
pregnancy. In June of 2017 the Lusitano mare gave birth to a Sorraia foal.

Keywords: donor, mare, Lusitano, recipient.

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas temos assistido a um enorme incremento de novas tecnologias reprodutivas
na producao equina, sendo a transferéncia de embrides (TE) um procedimento que se tem tornado
cada vez mais comum nesta espécie.

Esta técnica envolve a recolha de um embrido de uma égua dadora e transferéncia para uma égua
recetora, com ovulacao sincronizada e de preferéncia com uma boa aptidao materna, que levara a
gestacdo a termo (Allen, 2005). A TE tem sido utilizada para a produgcédo de multiplos poldros por
ano, de éguas reprodutivamente saudaveis, de éguas que sejam idosas e ndo consigam levar uma
gestacdo a termo e de éguas em competicdo sem que necessitem interromper, por longos periodos
de tempo, a sua atividade desportiva (Carvalho, 2012). Pode ainda ser utilizada para aumentar a
descendéncia de éguas com alto valor genético e para obter poldros de reprodutoras subférteis. Em
algumas ragas/espécies equideas em vias de extingdo, como € o caso da raga Sorraia ou do burro
de Miranda, esta técnica pode ser bastante vantajosa, conseguindo protegé-los da sua extin¢ao,
potenciando a sua conservacao. Por Ultimo, esta técnica € ainda Util na avaliagcéo da fertilidade de
garanhdes e de varios procedimentos seminais, tais como refrigeracdo e congelagdo, dando
resultados ao fim de 7 dias pos-ovulacéo, dia da recolha do embrido na fémea dadora (McKinnon &
Squires, 2007)

Uns dos principais fatores restritivos para o uso da TE em Portugal sdo a baixa produtividade, os
custos inerentes ao processo e, em especial, 0 custo de manutencdo das éguas recetoras. A TE
tem sido combinada com a inseminacao artificial com sémen congelado ou a inseminagdo com
doses seminais de baixa concentragdo. A utilizagdo destas tecnologias faz com que sejam
necessarios mais estudos para aperfeicoar a técnica, investindo na pesquisa, no sentido de
desenvolver outros meétodos como a criopreservagdo de embribes e o desenvolvimento de
protocolos eficazes de superovulacdo em éguas (Pinto et al., 2017). Podera, assim, ser possivel
aumentar a eficiéncia reprodutiva de um programa de TE, uma vez que estes dois fatores séo,
atualmente, os grandes entraves na expansao desta tecnologia.

A dificuldade de um programa de TE esta na organizagcdo e coordenacdo dos componentes que
afetam o sucesso da taxa de gestacdo, como 0 maneio da égua dadora, a qualidade da égua
recetora e sua sincronizacdo e ainda a equipa técnica responsavel pela transferéncia (Panzani,
et.al., 2017).

2 IMPORTANCIA DA PRESERVACAO DA RACA SORRAIA

O cavalo Sorraia, animal de pequeno porte, com caracteristicas primitivas, muito particulares e
Gnicas no mundo, apresenta-se como uma importante raga equina autoctone portuguesa. O nome
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de Sorraia deve-se ao facto destes animais terem sido avistados pela primeira vez, pelo Dr. Ruy
Andrade, no vale dos rios Sor e Raia, que constituem um dos principais afluentes do rio Tejo - o
Sorraia.

Julga-se que este equideo é um reminiscente ancestral selvagem do cavalo ibérico da regido quente
e meridional, existindo na Peninsula Ibérica desde o Paleolitico Médio. Este animal, de tipo primitivo
devido a sua grande capacidade de resisténcia e grande adaptagéo ao local onde se desenvolveu,
nem sempre nas melhores condicbes meteoroldgicas e alimentares, foi o Unico que conseguiu
subsistir, dai podendo-se concluir que serd o mais antigo, autéctone e melhor adaptado ao local
onde foi encontrado (http://www.aicsorraia.fc.ul.pt/).

O Sorraia €, sem duvida, uma das racas europeias que apresenta mais caracteres primitivos (Figura
1).

Figura 1 — Exemplar da raga Sorraia.

A sua rara pelagem apresenta-se maioritariamente com as coloragfes pardo cinzento (rato) ou
ainda pardo amarelo (baio-pardo), com crinas bicolores. Apresenta as extremidades dos membros
(cabos) mais escuras, lista de mulo e lista crucial e ainda zebruras nos membros, como
frequentemente assinaladas nas pinturas paleoliticas. A todas estas caracteristicas ainda acresce
o facto de as orelhas, orladas de pélos mais escuros, apresentarem uma zona apical mais clara,
tipica de animais selvagens com caracteristicas gregarias, para facilitar a localizagdo mutua (Oom
et al., 2004).

Importa referir a importancia da sua preservagado, sendo uma das ragas menos numerosas e em
maior perigo de extingdo em todo o mundo, n&do ultrapassando os 300 individuos, sendo o nimero
de éguas reprodutoras cerca de 150 animais. Um problema relevante e que se tem vindo a acentuar
neste cavalo primitivo € 0 aumento da consanguinidade média da populacdo e a perda da
variabilidade genética, fruto de uma populagédo de reduzidissimo niumero e ainda, de possiveis
incorregBes no maneio dos acasalamentos dos animais (Oom & Luis, 2001). Nos ultimos anos
temos, no entanto, assistido a uma boa gestdo da sua reduzida variabilidade genética, com
manutenc¢do dos niveis de consanguinidade.

3 A TECNICA DE TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

Esta biotecnologia reprodutiva envolve algumas etapas fundamentais: i) Selecdo e maneio das
éguas dadora e recetora; ii) Sincronizacao do estro e inducdo da ovulacao; iii) Beneficiacdo da
dadora e recolha do embrido; iv) Avaliagdo e manipulagcdo do embrido; v) Transferéncia do embriéo;
vi) Controlo da recetora ap0s transferéncia.
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3.1 Selecdo e maneio da égua dadora

A candidata ideal para égua dadora num programa de transferéncia de embrides, € uma fémea com
idade compreendida entre os 3e 10 anos, em estado higido de salde e que ndo apresente qualquer
problema a nivel reprodutivo. Para realizar uma transferéncia é necessario considerar, em primeiro
lugar, o valor genético da descendéncia das éguas dadoras, assim como a sua morfologia e a sua
insercéo no padréo da raga. A histéria reprodutiva e a fertilidade séo fatores de extrema importancia
gue vao influenciar bastante o maneio destas éguas (McKinnon & Squires, 2007).

A elevada percentagem de éguas idosas presentes em programas de TE constitui um problema,
pois estas tém uma eficiéncia reprodutiva mais baixa do que éguas jovens. As falhas reprodutivas,
normalmente observadas, estdo associadas a alteragdes no processo de ovulagédo e maturagao dos
od6citos e/ou endometrite cronica (Panzani, et al., 2017).

O maneio consiste em acompanhar o comportamento reprodutivo da égua, utilizando a palpacgéo e
a ecografia transrectal para monitorizar a atividade folicular e ovulacdo, e caso seja necessario,
utilizacdo de hormonas exdgenas para sincronizagéo do estro e indugéo da ovulagéo.

3.2 Sele¢do e maneio da égua recetora

De todos os fatores que afetam o sucesso de um programa de TE, o mais importante é
provavelmente a selecdo apropriada e o maneio da égua recetora. Os critérios de selecdo que
deverao ser considerados sdo a sua idade, ser de facil maneio, ter um bom desenvolvimento
mamario e boa conformacao da genitalia externa. A sua idade devera situar-se entre os 3 e 10 anos,
sendo preferivel que ja tenha parido uma ou duas vezes. Além disso, deve exibir ciclos reprodutivos
normais e nao ter quaisquer anomalias ovaricas ou uterinas. No momento da transferéncia, é
importante que pelo menos duas recetoras estejam disponiveis para cada dadora, permitindo assim,
escolher a que apresenta melhores condi¢des reprodutivas para receber o embrido. Estas éguas
devem ser alimentadas de modo a manter uma boa condi¢cdo corporal e ndo serem sujeitas a
situacdes de stress (McKinnon & Squires, 2007).

3.3 Sincronizacdo do estro e inducéo da ovulacéao

A sincronizagéo dadora-recetora tem uma enorme influéncia nos resultados de um programa de
transferéncia de embrides. A recetora deve ovular um dia antes da dadora (+1) ou até trés dias
depois (-3). Quando existe um grande numero de recetoras, uma dadora pode ser combinada com
uma recetora que tenha ovulado espontaneamente, sem recorrer a utilizacdo de hormonas para
sincronizar os seus ciclos. No entanto, quando tal ndo é possivel, a sincronizagdo tem que ser feita
recorrendo a hormonoterapia. As hormonas mais utilizadas sdo a prostaglandina F2a, gonadotrofina
coriénica humana (hCG), analogo de GnRH e ocitocina (McKinnon & Squires, 2007; Jacob et al.,
2012).

3.4 Beneficiacdo da dadora e recolha do embriéo

A dadora é beneficiada de acordo com o protocolo eleito e o odcito é fertilizado no oviduto. O
embrido é transportado para o Utero entre os dias 5 e 6 pos-ovulagdo, encontrando-se na fase de
morula compactada, pronto para o desenvolvimento inicial de blastocisto. Apds entrar no lumen
uterino, o seu tamanho aumenta atingido o estadio de blastocisto expandido. Desta forma, os
embriBes séo recolhidos no dia 6, 7 ou 8, sendo o dia 0 o que corresponde a ovulagéo (Panzani, et.

Rev UIIPS. 2019; 7(1): 5-14. 8



al., 2009). A recolha de embrides é realizada por via transcervical ndo cirtrgica em sistema fechado
(Figura 2).

Figura 2 — Recolha de embrido por via transcervical ndo cirdrgica em sistema fechado.

3.5 Avaliacdo e manipulacédo do embrido

Apés a lavagem uterina, o liquido retido no filtro (Figura 3) é vertido para uma placa de Petri (Figura
4) para ser observado a lupa (ampliacdo de 10x), identificar e avaliar a qualidade do embrido (Figura
5), de acordo com uma escala, sendo classificado de excelente a mau (Figura 5). Posteriormente é
removido para outra placa, com varios po¢os, contendo um meio de lavagem préprio para embrides
com antibiéticos, onde se procede a sua lavagem (Figura 6) (Hinrichs, & Choi, 2005).

Figura 4- Placa de Petri para
observagdo a lupa.

Figura 3- Filtro para recolha de
embrido.

Figura 6- Placa destinada a lavagem do
embrido.

Figura 5- Observacéo do embrido colhido
a fémea Sorraia Fiona.
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3.6 Transferéncia do embrido

A transferéncia pode ser realizada pelo método cirurgico e ndo cirtrgico transcervical, sendo esta a
metodologia mais utilizada pois € menos invasiva e mais rapida, uma vez que consiste em depositar
o0 embrido no limen uterino, apds a sua introdu¢cdo numa palheta esterilizada de 0,25 ou 0,5 ml,
consoante o tamanho do mesmo (Figura 7). A palheta é preenchida com 3 colunas de liquido,
separadas por espagos com ar, encontrando-se o embrido na segunda coluna de liquido (Carvalho,
2012).

Figura 7 — Palhetas destinadas a colocagdo do embrido.

Posteriormente a palheta € colocada no interior de uma sonda (Figura 8), que por sua vez €
acoplada a um pistollet, permitindo depositar o embrido no Gtero da égua recetora.

Figura 8 — Sonda descartavel e pistollet.

3.7 Controlo darecetora apés transferéncia

O diagnéstico de gestagéo nas recetoras podera ser realizado ao 5° dia apds a transferéncia, que
correspondera ao 12° - 13° dia apds ovulacdo da dadora. Caso seja positivo, devera ser confirmado
ao 17°-18° dia, de novo ao 25° dia para verificacao do batimento cardiaco e finalmente por volta dos
45 dias, quando o concepto ja é considerado um feto, para verificar a auséncia de morte embrionéria
(Claudia, 2016).
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4 A TRANSFERENCIA DE EMBRIAO NA RACA SORRAIA

A transferéncia embriondria nesta racga, realizada em 2016, com a fundamental colaboracdo da
Embriovet, Prestacdo de Servigos Veterinarios Lda foi a primeira a ser executada a nivel mundial.
Uma das aplicagbes importantes desta biotecnologia, como referimos anteriormente, é o seu
contributo para a preservacéo de racas ameacadas de extingdo onde se inclui o cavalo Sorraia.

4.1 Caracterizacdo das éguas, dadora e recetora

A égua dadora da raca Sorraia € uma fémea com 6 anos, de nome Fiona (Figura 9), cujo criador é
a Escola Superior Agraria de Santarém e que até 2016 ja tinha produzido 3 descendentes. Os partos
foram sempre normais bem como a sua atividade ciclica pos-parto.

Figura 9 — Egua dadora Sorraia, Fiona, com poldro nascido em 2016.

A recetora € uma fémea Lusitana, de nome india, com 3 anos de idade em 2016 (Figura 10), cedida
por um criador particular e que a data nunca tinha parido. Egua com um temperamento calmo, boa
condicao corporal e que apresentava ciclos éstricos normais. A avaliacdo realizada ao seu trato
reprodutivo por palpacao transretal e ecografia, ndo evidenciou qualquer anomalia.
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4.2 Beneficiacdo da égua dadora e recolha de embrido

A égua dadora foi beneficiada num ciclo éstrico normal, sem recurso a hormonoterapia, em julho de
2016, por cobricdo natural, @ mdo. O garanhdo da mesma raga com 13 anos de idade, de nhome
Xearas, apresentava boa qualidade seminal avaliada através de um espermograma. Os saltos
foram realizados com intervalos de 36 horas, tendo a égua sido coberta 3 vezes. Apos o ultimo salto
foi realizada ecografia, tendo-se observado a presenca de um corpo liteo com cerca de 2 dias. Ao
7° dia ap6s a ovulacao, foi efetuada lavagem uterina para recolha do embrido. Este foi sujeito aos
procedimentos técnicos ja descritos anteriormente e transferido para a égua recetora.

4.3 Maneio da éguarecetora

Nesta fémea foi induzido o cio com recurso a administracdo de prostaglandina F2a. Posteriormente
foi monitorizada através de palpacao transretal e ecografia tendo sido induzida a ovulacdo com
administracéo de hCG (1500Ul), para se conseguir a sincronizacdo entre dadora e recetora, um dos
fatores determinantes no sucesso da transferéncia embrionaria. A recetora no dia em que foi
efetuada a transferéncia, encontrava-se no 4° dia pés-ovulagéo (D4). Ao 10° e ao 14° dia apos a
ovulacdo da dadora, foram realizadas ecografias para diagnostico de gestacdo a fémea recetora,
cujos resultados foram positivos (Figura 11 e Figura 12).

.

Figura 11- Diagnostico de gestagdo positivo de 10 Figura 12- Diagnostico de gestagdo positivo de 14
dias. dias.

Por volta do dia 50 foi realizada nova ecografia que confirmou a ndo ocorréncia de morte
embrionéria (Figura 13).

Figura 13- Diagnéstico de gestacéo positivo com cerca de 53 dias.
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A gestacdo decorreu normalmente e no dia 8 de junho de 2017 a égua Lusitana india pariu uma
poldra de raga Sorraia (Figura 14).

Foi um acontecimento relevante para a raga Sorraia, com um contributo importante para a sua
divulgacao e preservacao.

Figura 14 — Egua Lusitana india com a poldra Sorraia e a sua progenitora.
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