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RESUMO

A reproducdo assistida através da transferéncia de embrido (TE)
proporciona a producdo de potros com a finalidade de se aprimorar os animais
descendentes a perpetuarem caracteristicas. A transferéncia de embrido ¢ uma
técnica que permite o aumento do nimero de nascimentos por ano de uma égua,
sendo o conhecimento do efeito de varidveis envolvidas no processo vital para o
aprimoramento dos resultados. O objetivo deste trabalho € analisar informagdes
sobre os aspectos ligados a fertilidade em programas de TE em equinos
conduzidos ao longo de 10 anos de trabalho. Dados gerais e reprodutivos de 150
éguas doadoras de embrido, 362 receptoras ¢ de 73 garanhdes de diversas racas
foram submetidos as andlises estatisticas utilizando o pacote SAS® (Cary, NC-
EUA). A proporcdo de receptoras gestantes foi a varidvel dependente, sendo os
efeitos de idade, raca, diametro do foliculo dominante (DFD) e inducgdo da
ovulacdo, no ambito das doadoras, dos garanhdes e das receptoras analisados por
qui-quadrado. A taxa de gesta¢do foi mais elevada (P<0,05) para embrides
transferidos de doadoras da raga Campolina em comparagdo com as demais
(74,0 vs 57,6%, respectivamente). As taxas de lavados positivos de 50,2%,
58,97% e 53,16%, foram semelhantes (P= 0,45) entre as classes de idade de < 7
anos, >7<12 anos e >12 anos, respectivamente. Em conclusdo, a raga da
doadora, 73%; a ndo indug¢do da ovulagdo, 73% e a utilizagdio de sémen
congelado/descongelado de 28,57% foram fatores que influenciaram as taxas de
gestagdo nas condigdes do presente experimento. Fica evidente que em
programas de TE equinos a presenga de um garanhdo no Haras tem o potencial
para melhorar as taxas de prenhez. Adicionalmente, os técnicos de campo
poderiam aprofundar suas coletas de dados, uma vez que ficou evidente que
muitas varidveis de facil obtencao que seriam uteis poderiam ter complementado
este trabalho.

Palavras-chave: Sémen. Garanhdo. Embrido. Doadora. Receptora. Idade.



ABSTRACT

Assisted reproduction by means of embryo transfer (ET) provides the
production of foals with the objective of honing the descendant animals to
perpetrate good traits. Embryo transfer is a technique that allows the increase in
the number of births per year of a mare, being that knowing the effect of
variables involved in the process is vital to improving the results. The objective
of this work is to analyze information on the aspects connected to the fertility in
ET programs for equine conducted over 10 years of work. General and
reproductive data of 150 embryo donor mares, 362 recipients and 73 stallions of
many breeds were submitted to statistical analysis using the SAS® packet (Cary,
NC — USA). The proportion of pregnant recipients was the dependent variable,
being the effects of age, breed, dominant follicle diameter (DFD) and ovulation
induction, in the scope of the donors, stallions and recipients, analyzed by chi-
square. The gestation rate was more elevated (P<0.05) for embryos transferred
from donors of the Campolina breed when compared with the others (74.0 vs
57.6%, respectively). The rates of positive washed of 50.2%, 58.97% and
53.16% were similar (P=0.45) between the age classes of < 7 years, > 7 < 12
years and > 12 years, respectively. Concluding, the donor breed, 73%; the non-
ovulation induction, 73% and the use of frozen/thawed semen of 28.57% were
factors that influenced the gestation rates on the conditions of the present
experiment. It becomes clear that, in ET programs for equine, the presence of a
stallion in the Horse Farm has the potential to improve gestation rates.
Additionally, the field technicians might deepen the data collection, since it
became evident that many easily obtained variables that would be useful might
have complemented this work.

Keywords: Semen. Stallion. Embryo. Donor. Recipient. Age.
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1 INTRODUCAO

Na equideocultura mundial € crescente o uso de reprodugéo assistida de
equinos, sendo a transferéncia de embrides (TE) uma tecnologia que vem
oferecendo muitas vantagens aos criadores e as associacdes de criadores de
equinos, permitindo o uso de garanhdes ¢ de éguas de alto desempenho
desportivo de criatérios especializados para escolha dos cruzamentos. A
expansdo na utilizagdo do material genético de animais superiores em relago as
caracteristicas de interesse zootécnico podera ser executada por meio da TE de
forma eficiente e rapida, com a finalidade de melhorar a morfologia e o
desempenho dos plantéis.

A disseminagdo da transferéncia de embrido tem aumentado a
possibilidade dos criadores de experimentar diversos acasalamentos entre a égua
doadora e garanhdes que estejam no haras, em criatorios distantes ou até mesmo
em outros paises. A TE assegura a possibilidade de varios nascimentos por ano
com a utilizagdo de éguas receptoras de embrido a partir de uma unica doadora.

Eguas impossibilitadas de ficarem gestantes devido a uma série de
razdes, tais como, idade avangada, infec¢@o uterina cronica, lesdes perineais e
cervicais podem vir a gerar potros saudaveis através da utilizacdo da TE em
receptoras saudaveis e reprodutivamente aptas. Outras razdes para o emprego da
TE na preservagdo de éguas doadoras podem incluir: patologias graves, como
artrite severa, laminite cronica, abdomen agudo equino ou problemas
comportamentais perigosos da fémea para os tratadores, para outros cavalos ou
até mesmo para sua cria (HURTGEN, 2008). Além disso, esta biotécnica
favorece o maior controle de doengas quando da transferéncia de material
genético entre estados ou paises, bem como a obtengdo de divisas através de

exportacdes de embrides congelados (ARRUDA et al., 2001).
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A logistica de deslocamento do sémen refrigerado e ou congelado tem
proporcionado sua utilizacdo em égua doadora, as vezes, com potro ao pé
evitando sua saida do haras para entrar no programa de TE, viabilizando o uso
dessa tecnologia no proprio local em que se encontra.

O sucesso da técnica de TE acarreta uma série de cuidados a serem
tomados como: a escolha da doadora, do garanhdo, as receptoras, a logistica de
envio e recebimento de sémen, ou seja, o embrido ¢ o resultado de um conjunto
de agdes que, em sincronia, contribui para uma gestagdo equina.

No Brasil néo € feito selecdo de garanhdes com o objetivo da melhoria
da qualidade da congelabilidade do sémen para aumentar sua fertilidade. Gera-se
garanhdes que apresentam sémen congelado com baixa qualidade para o uso na
inseminagdo artificial, ndo obtendo indice de prenhez igual ao de sémen
resfriado e/ou fresco.

As pesquisas de novos agentes crioprotetores como componentes para
utilizagdo no processo de congelamento/descongelamento se tornam cada vez
mais necessarias afim de melhorar a qualidade do sémen congelado de equinos
para melhorar os indices de éguas gestantes.

O objetivo deste estudo € analisar informacdes sobre as possiveis
influéncias de varidveis ligadas as técnicas reprodutivas e as caracteristicas dos
animais sobre a fertilidade em programas de TE em equinos, conduzidos ao

longo de 10 anos de trabalho por um mesmo médico veterinario.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fisiologia da reproducio de égua

O ciclo estral ¢ definido como uma sequéncia de eventos que prepara a
égua para a concepcdo. No cavalo, a atividade reprodutiva sazonal é estimulada
por longos dias e noites curtas (PALMER; GUILLAUME, 1992), denominado
fotoperiodismo, além do fotoperiodo, fatores exdgenos tais como idade, estado
reprodutivo, nutri¢do, condicdo corporal e temperatura ambiental afetam a
atividade reprodutiva sazonal da égua. A égua possui atividade reprodutiva
regulada pelo fotoperiodismo sendo classificada como poliestral sazonal, ou
seja, o cio ocorre em estagdes climaticas definidas havendo incremento na
atividade sexual nos periodos de primavera e verdo cujas incidéncias de luz sdo
maiores. Porém, uma parte da populacdo de éguas pode continuar a apresentar
ciclicidade estral durante todo o ano.

A primavera ¢ a estagdo que marca o periodo de transi¢do, passando da
inatividade (anestro) para a fase reprodutiva cujo desenvolvimento folicular se
apresenta de forma irregular com foliculos desenvolvendo e regredindo sem que
haja ovulagdo, passando essa fase, normalmente as éguas regularizam seu ciclo
estral.

Fases de transicdo do anestro de inverno para a temporada de ciclo
ovulatorio coincidem com periodos irregulares de estro que duram de varios dias
a semanas, podendo variar consideravelmente o comprimento em dias. Em
potros, a puberdade ocorre aproximadamente em uma idade de 12-18 meses.
Essa idade ¢ novamente influenciada por temporada. Em potras nascidas no
inicio do ano, a puberdade ndo ocorrerd antes do inicio da época de reprodugido

dos anos seguintes (hemisfério norte).
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A senescéncia em éguas velhas ¢ fisiologicamente um fato, apesar de
que algumas €guas continuam ciclando independentemente da idade avancada.
Em éguas velhas, o intervalo interovulatdrio pode ser mais longo do que em
éguas jovens ¢ de meia-idade devido a taxa de crescimento mais lenta do
foliculo dominante (GINTHER et al., 2008).

A reprodugdo durante a temporada da primavera e verdo tem o
comprimento médio do ciclo estral por volta de 21 dias com 5-7 dias de estro. A
duracéo do ciclo estral também ¢ afetada pela fase reprodutiva, por exemplo,
21,2 + 1,8 dias as éguas em lactacdo e 22,8 = 1,4 dias em éguas ndo lactantese
em monta; p <0,01 (HEIDLER et al., 2004).

O comportamento estral da égua ¢é caracterizado por aumento do
interesse em garanhdes e comportamento receptivo em resposta a atratividade
sexual de garanhdes (CROWELL-DAVIS, 2007).

O ciclo estral ¢ dividido em estro (fase folicular) e diestro (fase luteal).
Durante o estro, a fémea é sexualmente receptiva ao garanhao e o trato genital se
encontra preparado para aceitar e transportar os espermatozoides e ocorrer a
ovulacdo. Os foliculos dominantes se desenvolvem durante o estro ¢ secretam
estrogeno que induz a receptividade. A ovulagdo (liberacdo do odcito) ocorre
aproximadamente 24 a 48 horas antes do final da receptividade sexual da égua
passando a ndo ser receptiva ao garanhdo, tornando-se agressiva e seu trato
genital se prepara para aceitar e nutrir o embrido.

A égua em estro assume uma postura caracteristica, abaixando a pélvis e
afastando os membros posteriores, sendo acompanhado pelo desvio da cauda e
exposicdo da regido perineal juntamente com "Pisc clitoris" (eversdo ritmica do
clitoris). Ocorre ainda a mic¢do em pequenas quantidades. A miccdo frequente
garante o contato com o garanhdo, que vai mostrar uma resposta olfativa
incluindo reflexo de Flehmen. Esse comportamento da égua ¢ parte de um

mecanismo que envolve quimiorreceptores que estimulam e preparam o
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garanhdo para a cépula e a ejaculagdo. Eguas no estro tém sua expressdo facial
caracterizada por musculos faciais relaxados, orelhas voltadas para o lado e a
cabeca abaixada, em contraste, as éguas da fase litea sera menos interessada em
um garanhdo. Com a aproximacgdo do garanhdo, as éguas vdo comecar a
relinchar e a escoiced-lo. A agressividade é caracterizada pela tensio dos
musculos faciais, orelhas viradas pra trds, muitas vezes ameacam morder o
garanhdo (CROWELL-DAVIS, 2007).

O comportamento estral das éguas ¢ inibido pela progesterona e
estimulado pelo estradiol. Eguas no estigio anovulatério com ovérios pequenos
e inativos e em éguas ovariectomizadas, o comportamento estral é visto em
intervalos irregulares. O comportamento varia de leve interesse em um garanhao
ao repertorio completo do comportamento estral, incluindo a aceitagdo de monta
e copula (HERDBERG et al., 2007). O comportamento estral em éguas
anovulatdrias ¢ provavelmente causado por pequenas quantidades de estradiol
sintetizado pelo cortex adrenal em conjunto com a ‘sensibilidade elevada da
égua a hormonios esteroides (CROWELL-DAVIS, 2007). Em contraste com
outras espécies, as €guas, no primeiro estro apds a temporada de inverno
(anovulatoérios) ou apos o parto, sdo acompanhadas por comportamento estral.
Na égua pods-parto, facilita a concepgao inicial no “cio do potro” e permite que
haja produg@o de um potro por ano.

A glandula pineal tem sua atividadde modulada pelo fotoperiodismo,
que estimula o hipotalamo sinalizando para a secre¢do do hormoénio pineal
melatonina. O GnRH atinge a pituitdria anterior via sistema portal hipotalamo-
pituitaria estimulando a sintese e secre¢do de gonadotropinas que chegam aos
ovarios via circulac@o sistémica. As gonadotrofinas LH e FSH sdo controladas
pelo GnRH e até o presente momento ndo ha nenhuma evidéncia de que exista
um fator especifico de liberagdo de FSH nas éguas, sendo que a maioria dos

pulsos de GnRH hipotalamicos sio seguidos por pulsos de LH a partir da
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pituitaria e mais de 80% de pulsos de LH s@o acompanhado por um impulso de
FSH. As mudancgas de frequéncia de pulsos de GnRH com o estagio do ciclo
estral sdo baixas durante a fase litea com um intervalo de impulsos de GnRH de
aproximadamente 120 minutos. No dia da ovulagfo, o intervalo de pulsos de
GnRH duram cerca de 30 minutos. Isto é, semelhante ao intervalo de pulso de
GnRH observado durante o surto de LH em ovelhas ovariectomizadas induzidas
por tratamento com estradiol (ALEXANDER; IRVINE, 1991).

A liberagdo hipotalamica de GnRH ¢ modulada por mecanismos de
feedback de esteroides, portanto, os mecanismos de reagdo t€m que ser mediados
por areas cerebrais superiores. No cavalo, sistema opioide enddgeno é ativado
pela progesterona em conjunto como estradiol. Durante a fase lutea, sistemas
opioidérgicos de inibi¢do de GnRH hipotalamico ¢ a posterior liberacdo de LH
hipofisario, enquanto durar a fase folicular, estdo inativos e permitem o aumento
da secregdo de LH (AURICH et al., 1996).

O ovario tem sua atividade regulada por hormdnios liberados na
circulagdo sistémica (agdo enddcrina), difusdo intercelular de substancias (a¢do
paracrina) e autorregulacio por liberacdo de substincias que aderem as préprias
células receptoras (ag¢@o autocrina). As principais gonadotropinas sdo o FSH e
LH, que possuem controle enddcrino no crescimento folicular. Horménios como
a inibina, activina, prolactina e insulina também desempenham um papel
importante.

Hormoénios esteroides também estdo aparentemente envolvidos na
foliculogénese em todos os niveis de regulagem: enddcrino, paricrino e
autdcrino. Os mecanismos de acdo de FSH ¢ LH no desenvolvimento de
foliculos antrais sdo os seguintes: Foliculos pré-antrais adquirem receptores para
LH nas células da teca e, para FSH nas células da granulosa, as células da teca
produzem androgenos sob a influéncia de LH, os andrégenos passam ento

através da lamina basal para dentro do proprio foliculo e aromatizacdo de
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androgenos para estrogeno ocorre sob a influéncia de FSH quando nas células da
granulosa.

O padrio divergente de liberagdo de LH e FSH sdo mais pronunciados
na égua do que em muitas outras espécies animais domesticadas. Um aumento
pré-ovulatorio precoce em concentragdes periféricas de LH é acompanhada por
um modesto aumento de FSH, posteriormente, recusando-se a sua concentracdo
mais baixa, enquanto LH estd chegando ao seu maximo (BERGFELT;
KASTELIC; GINTHER, 1991). No meio da fase lutea, uma segunda e robusta
subida de FSH ocorre sem aumento concomitante de LH. Esta segunda onda de
FSH ocorre em diferentes dias do ciclo entre éguas individualmente (GINTHER
et al., 2005). No entanto, durante o estro, o periodo de elevadas concentragdes de
LH duram varios dias. O aumento gradual da LH ¢ transitoriamente
interrompido apds a ovulagdo, devido a absor¢do de estradiol folicular do fluido
que ¢ sugerido para ser descarregado no ventre da ovulacdo (GINTHER et al.,
2010).

As inibinas desempenham um importante papel na regulagdo hormonal
da foliculogénese durante o ciclo estral, atuando como sinalizadores quimicos
para a hipofise sobre o numero de foliculos em crescimento no ovario (HAFEZ;
HAFEZ, 2004), a inibina atua na diminui¢do da sintese e da liberagdo do FSH.
De acordo com Webb et al. (2000), o IGF-1 interage com o FSH no estimulo da
producdo de estradiol pelas células da granulosa. O IGF-1 ¢ importante para a
maturagdo sexual, secrecdo de gonadotrofinas e age sinergicamente com estas
para estimular o crescimento ¢ a diferenciagdo dos foliculos (ZULU; NAKAO;
SAWAMUKALI 2002).

Apds a ovulagdo, o foliculo rompido forma um corpo luteo que secreta
progesterona. O periodo na qual o corpo luteo secreta progesterona ¢
denominado fase luteal ou diestro. As concentracdes de progesterona aumentam

rapidamente para valores maximos dentro de seis dias, permanecendo alta
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durante a fase luteal. A progesterona inibe o comportamento do estro,
provocando a contracdo e fechamento cervical, preparando o tutero para a
gestagdo, seus efeitos no comportamento e no trato genital sio dominantes sobre
o estrdgeno. A progesterona inibe a onda pré-ovulatéria de LH. Entretanto,
diferentemente de muitas espécies, ndo inibe completamente a foliculogénese e
ovulagdo. A regressdo do corpo luteo (lutedlise) determina a fase final do ciclo
estral.

Luteolise funcional na égua ¢ caracterizada por uma diminui¢io
acentuada nas concentracdes sanguineas de progesterona em 15-17 dias do ciclo
regredindo morfologicamente o corpo liteo lentamente (GINTHER et al., 2005).

Assim, a lutedlise funcional ¢ facilitada pelo efeito inibidor protetor do
IGF em apoptose e seu efeito estimulante sobre a esteroidogénese (WATSON et

al., 2004).

2.2 Fisiologia da reproducio de garanhio

A espermatogénese ¢ um processo de diferenciagdo continua das células
germinativas para a producdo de espermatozoides. Inicia-se na fase de
puberdade, que estd associada a transi¢do de um estado hipogonadotrdpico na
fase pré-puberal do desenvolvimento para o estado eugonadotrdpico do adulto,
sendo compartimentalizada dentro da barreira hematotesticular.

O principal fator que regula a espermatogénese ¢ o horménio foliculo
estimulante ou FSH, que, além da regulagdo paracrina de fatores localmente
produzidos ¢ responsavel pela interacdo entre as células de Sertoli e as células
germinativas em todos os estagios da maturagdo espermatogénica.

As espermatogdnias originam-se na puberdade pela proliferacdo dos
gonocitos e derivam das células germinativas primordiais, revestindo o tubulo

seminifero proximo a membrana basal. As espermatogonias sofrem uma ou duas
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divisdes para manter sua populagdo no reservatério de células tronco. Das
células produzidas pelas divisdes mitdticas, algumas permanecem no
reservatdrio em “repouso” e outras espermatogonias proliferam e sofrem de 1 a
5 estagios de divisdo e diferenciagdo, sendo que da ultima divisdo originam-se
espermatocitos primarios. As espermatogdnias primordiais (repouso por um
determinado tempo) sofrem um novo ciclo de proliferacdo, ocorrendo antes da
conclusdo da espermatogénese pela geracdo anterior de células germinativas,
gerando varios estdgios do processo de divisdo celular simultaneamente nos
tabulos seminiferos. Essa dindmica (repouso e proliferacdo) ¢ fundamental para
manter a capacidade dos testiculos de produzirem continuamente
espermatozoides.

Os espermatdcitos primarios sofrem duas divisdes, sendo a primeira
divis@o meiotica que produz dois espermatdcitos secunddrios, que sdo divididos
completando a meiose e produzindo as espermatides. A espermiogénese ou
maturagdo e desenvolvimento das espermatides em espermatozoides ¢ a fase que
se caracteriza pelas alteragdes nuclear e citoplasmaticas que produzem
espermatozoides. Os principais eventos nesta fase envolvem a condensacdo do
material nuclear da espermatide, a formagao do acrossoma, o reposicionamento
da espermatide para permitir a formagao e alongamento das estruturas da cauda,
a formagdo da espiral mitocondrial e a remoc¢do do citoplasma estranho,
resultando em espermatozoide.

A espermiacdo é o processo final de liberagdo dos espermatozoides
maduros das células de Sertoli na luz tubular. As células germinativas migram
da regido basal dos tubulos seminiferos para o limen protegido pela barreira
hematotesticular. No compartimento basal ocorre a fase mitdtica e no
compartimento luminal a fase meidtica e pos-meidtica.

A proliferacdo e a atividade secretora pelas células de Sertoli sdo

estimuladas pelo FHS e a sintese de testosterona pelo LH, estimulando a
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espermatogénese mediada por receptores nas células de Sertoli. A maturagdo
completa dos espermatozoides e o desenvolvimento de sua capacidade de
fertilizacdo do 6vulo constituem fungdes de processos adicionais que ocorrem
apos a liberacdo dos espermatozoides das células de Sertoli realizadas pelas
glandulas acessorias e do sistema excretor, 6rgdo que desempenha papel
importante na producdo do ejaculado que contém espermatozoides, no
transporte, armazenamento e ejaculacio.

Os espermatozoides ao sairem do testiculo ainda nao sdo capazes de
fertilizar o odcito. A medida que passam pelo epididimo, os espermatozoides
sofrem importantes alteragdes morfofuncionais, onde passam a ter capacidade
fecundante (BARTH; OKO, 1989). O epididimo é anatomicamente conectado ao
testiculo e pode ser dividido em cabega, corpo e cauda. Cada regido secreta
substincias especificas que promovem mudancas na composicdo quimica e
proteica do fluido epididimario, essenciais para a manutenc¢do da viabilidade da
célula espermatica (DACHEUX; GATTL; DACHEUX, 2003).

As mudancas funcionais envolvem altera¢cdes do padrdo de atividade
flagelar e habilidade de se ligar a zona pelucida. Mudancas na composi¢do da
membrana plasmatica contribuem para estas mudangas funcionais. Elas sdo
refletidas por mudangas na carga elétrica da superficie celular, ligacdo de
lecitinas, distribuicdo de particulas intramembranosas, fluidez da membrana,
composic¢do de lipideos e proteinas e ligacdo de anticorpos. Portanto, tanto os
eventos da espermatogénese quanto a maturacdo pods-testicular sdo necessarios
para a competéncia das células espermaticas frente a fertilizacdo (GATTI et al.,
2004).

Os espermatozoides sdo células alongadas, consistindo de cabeca,
contendo um nucleo, e uma cauda (EDDY; O’BRIEN, 1994; HAFEZ, 1995). A
cabeca apresenta forma oval e achatada, contendo cromatina altamente compacta

ou condensada que compreende um complexo DNA, com uma classe especial de
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proteinas denominadas protaminas espermdticas (BARTH; OKO, 1989;
HAFEZ, 1995).

Na cabega do espermatozoide, a membrana plasmatica possui dois
dominios maiores: regido acrossomal e regido pods-acrossomal. A membrana
plasmatica do flagelo é separada em dominio da pega intermediaria, que cobre a
bainha mitocondrial e dominio da cauda posterior que cobre a pega principal e
terminal da cauda.

A regido de acrossomal da membrana plasmatica pode ser subdividida
em segmento marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e segmento
equatorial. Nos segmentos marginal e principal a jun¢do ¢ denominada capa
acrossomal. O acrossoma ¢ uma estrutura composta de dupla parede situada
entre a membrana plasmatica e a porg¢do anterior do nucleo, derivada do
Complexo de Golgi, gerado durante a espermiogénese.

O acrossoma possui enzimas hidroliticas envolvidas no processo de
fecundag@o e oferece protecio ao DNA contra choques mecénicos. O colo
conecta a cabega do espermatozoide a cauda (flagelo), que é subdividida em
peca principal, intermediaria, e terminal (HAFEZ, 1995). O colo ou peca de
conexdo forma uma placa que se ajusta dentro de uma depressdo na superficie
do ntcleo (EDDY; O’BRIEN, 1994) e ¢ continua com nove feixes de fibras que
posteriormente se projetam através da maior parte da cauda. A peca
intermediaria, localizada entre o colo e o annulus, juntamente com o
comprimento total da cauda, formam o axonema (HAFEZ, 1995). Na peca
intermedidria, existe um grande numero de mitocondrias que se encontram
dispostas em forma de hélice, produzindo energia para a motilidade espermatica
(EDDY; O’BRIEN, 1994).

O axonema, uma estrutura complexa composta por duas proteinas
principais, a dineina e a tubulina (ALBERTS, 2004), esta envolvido no

mecanismo de motilidade espermatica. Este apresenta nove pares de
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microtubulos periféricos além da presenga de uma parte central. Para acfo direta
deste movimento a dineina e a tubulina utilizam adenosina trifosfato (ATP), o
qual ¢ produzido através das mitocondrias presentes na peca intermedidria
(HAFEZ, 1995).

Sobre o garanhdo, em comparacdo com a égua, ha uma escassez de
dados disponiveis da influéncia do envelhecimento sobre a fung¢do reprodutiva
no mesmo. Embora sindromes de infertilidade e subfertilidade documentadas
existam em garanhdes, com mudancas na producdo de esperma, libido e
alteracdes associadas as concentragdes hormonais gonadais e hipotaldmico-
hipofisarias (ROSER, 2000), estas ndo tém sido geralmente associada a
senescéncia reprodutiva. Os garanhdes que sdo mantidos até idades avancadas
ndo sd, tém a gendtica desejavel, mas representam subpopulagio que tem a
menor taxa de senescéncia reprodutiva. Dowsett e Pattie (1982) revelaram que,
embora a idade ndo afete as taxas de prenhez por estacdo de monta, o declinio da
fecundidade ¢ evidenciado com a diminui¢do da eficiéncia reprodutiva de
garanhdes mais velhos.

O declinio na produgdo de espermatozoides por dia (DSP) associado
com a entrada para a temporada fora da estagdo de monta € mais dramatico nos
garanhdes acima de 13 anos de idade (50%) em comparacéio com garanhdes de 4
- 5 anos de idade (20%). Em cavalos mais velhos, este declinio é relativamente
maior do que a queda sazonal no peso testicular, o que requer a reducdo de 34%
na eficiéncia da produgdo de espermatozoides (esperma por grama de
parénquima) em garanhdes mais velhos em comparagdo com 19% para
garanhdes de 6 - 12 anos de idade e 12% para garanhdes 4 - 5 anos (AMANN;
GRAHAM, 1993).

Garanhdes mais velhos sdo mais propensos ao declinio na fertilidade,
aos efeitos da degeneracdo testicular na producdo de espermatozoides antes de

diminuicdo da libido tornar-se aparente (BOYLE et al., 1991). Alguns
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pesquisadores relatam que hé regras definidas para a redug@o da libido com o
envelhecimento, além de pequenos aumentos no tempo de reacdo a provocagdes
(KLUG et al., 2003). Como outros garanhdes, no entanto, os animais podem,
ocasionalmente, apresentar problemas da libido e isso ndo ¢ associado com a

diminuicdo da producdo de testosterona com a idade.
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3 COLETA DE SEMEN

A utilizagdo da inseminacdo artificial na espécie equina data de 1930.
Um trabalho pioneiro na inseminagao artificial em equinos com sémen fresco foi
realizado por Ivanow na Unido Soviética e por Gotze na Alemanha (GOTZE,
1949).

Quanto as técnicas de colheita de sémen, a mais largamente utilizada ¢ a
da vagina artificial (VA) fechada, podendo ser modificada, utilizando-se a
técnica de VA aberta, cuja principal finalidade € a colheita de sémen fracionada,
sendo apenas indicada em situagdes especiais (TRISCHNER, 1979). As mais
utilizadas em todo territério nacional sdo o modelo alemdo (Hannover), seguido
pelo modelo brasileiro Botucatu, havendo outros modelos como: Colorado,
Japonesa ou Nishikawa.

Em garanhdes que apresentam incapacidade de monta ou disfungdo
comportamental pode ser utilizada a combinag@o de dois farmacos: iminaprina e
xilazina para a obten¢do do ejaculado, obtendo-se sucesso de 30 a 50%
(SAMPER, 2007).

A coleta de sémen ¢é feita utilizando-se uma égua em estro devidamente
contida, para evitar possiveis lesdes traumaticas no garanhdo bem como no
individuo coletor. O processo de coleta exige extrema habilidade do coletor, pois
envolve alto grau de periculosidade, porque alguns garanhdes se tornam
extremamente agressivos durante a coleta de sémen. H4 também a utilizacdo de
manequim que faz o papel de uma égua, porém, o garanhdo devera ser treinado
para realizar a coleta, ndo necessitando a presenca de uma égua no cio e ainda
podendo ser realizada fora da estacdo de monta. A vagina artificial é preparada
com agua aquecida por volta de 42°C, lubrificada e possui um recipiente de
filtragem da fracdo gelatinosa, sujeiras e possiveis contaminantes da fracdo rica

em espermatozoides e acondicionamento do ejaculado.
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O volume do ejaculado ¢ muito varidvel coma idade, época do ano, raca,
regime de coleta de sémen, estimulagcdo sexual prévia, entre outros fatores
(LOVE, 2007). A maioria dos garanhdes ejacula entre 25 e 80 mL de fragdo rica
em espermatozoides (SAMPER, 2007; SILVA FILHO, 1994).

Com a utilizagdo de microscdpio Optico e placa aquecedora, é feita a
avaliagdo de uma gota de sémen colocada entre uma ldmina e laminula,
previamente aquecidas a 35 — 37°C em placa ou mesa aquecedora, sendo entdo
levada ao microscopio para serem avaliadas as caracteristicas de motilidade total
e progressiva em escala percentual (0 a 100%) e vigor (1 a 5), segundo
parametros do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal — CBRA (1998). A
motilidade total para a maioria dos garanhdes varia de 40 a 80%, de 35 a 75%
para a motilidade progressiva e vigor médiode trés. Durante a avaliacdo de
motilidade e vigor, amostras devem ser retiradas para avaliagdo da concentragio
e morfologia espermatica. A concentragdo espermatica varia de 50 a 400
milhdes de espermatozoides por mL de ejaculado para a maioria dos garanhdes
(LOVE, 2005).

A inseminagdo artificial é uma técnica utilizada para depositar
espermatozoides normais ¢ vivos no utero, no momento adequado (SAMPER,
2000). Embora este procedimento parega simples, a perfeita coordenagdo das
varias etapas resulta em taxas de gestag@o 6timas.

Nos equinos existem trés métodos de inseminagdo artificial (IA):

a) Sémen fresco — quando o sémen ¢ colhido e usado imediatamente no
seu estado puro ou diluido com um diluidor apropriado, ou até
algumas horas apds a colheita (geralmente menos de trés horas).

b) Sémen refrigerado — apds a colheita, o sémen ¢ diluido com um
diluente apropriado e resfriado lentamente para 5 a 8°C, sendo

transportado para ser utilizado num prazo de 12-36h apds a colheita.
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c¢) Sémen congelado — o sémen € colhido e processado de forma
apropriada e depois ¢ armazenado num contentor de azoto liquido
para ser utilizado durante varios dias, meses ou anos apds a colheita

(SAMPER, 2000).
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4 TRANSFERENCIA DE EMBRIAO

A primeira transferéncia de embrides (TE) descrita em mamiferos foi
realizada em 1890, por método cirurgico, pelo cientista Walter Heape, na
Inglaterra. Este retirou embrides de uma coelha Angord, utilizando apenas uma
lente de aumento para identifica-los no oviduto, e os implantou em uma lebre
Belgian recém-coberta, que deu a luz a dois coelhos Angords e quatro lebres
Belgians. Walter Heape provou com isso, que era possivel retirar embrides nio
implantados e transferi-los a um ambiente gestacional, sem afetar seu
desenvolvimento (BIGGERS; HEAPE, 1991).

O primeiro relato com sucesso da TE na espécie equina ocorreu na
década de 70, descrita no Japao por Oguri e Tsutsumi (1972). No Brasil, esta
técnica em equinos foi primeiramente descrita por Fleury et al. (1987),
adaptando a metodologia relatada por Douglas (1979) as condi¢des brasileiras.
Um grande avanco desta biotécnica aplicada a referida espécie, melhorou
consideravelmente as taxas de prenhez de 12,5% para 74.55% (FLEURY;
ALVARENGA, 1999; OGURI; TSUTSUMI, 1980; PERES et al., 2002;
ROCHA et al., 2004; VOGELSANG et al., 1979).

A TE ¢ utilizada com a aplica¢do de uma série de procedimentos para a
produgdo de multiplos potros por €gua durante o ano, visando o melhor
aproveitamento de éguas que possuam alto valor zootécnico, subférteis, idosas
ou que estejam em atividade esportiva (ARRUDA et al., 2001; DAELS, 2007,
HURTGEN, 2008).

Inicialmente, a técnica de TE era feita por meio de laparoscopia
abdominal, envolvendo procedimento cirirgico que envolvia riscos normais de
uma cirurgia e dificuldades em ser realizado em haras e fazendas que ndo
dispunham de um local apropriado e custos mais elevados, por isso ndo é mais

utilizada. A técnica ndo cirdrgica desenvolvida é a transferéncia do embrido de
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forma semelhante ao procedimento de IA que consiste em depositar o embrido
no corpo uterino através da passagem pela cervix com uma pipeta apropriada.

O embrido € coletado a partir de uma ovulagdo natural ou induzida por
farmacos, sendo colhidos com sete a oito dias pos-ovulagdo, em média. Sendo o
dia da ovulagdo considerado D0. Alguns fatores podem influenciar na taxa de
recuperacdo do embrido tais como: o dia da coleta, o nimero de ovulacdes
(simples ou multiplas) idade da doadora e qualidade do sémen (SQUIRES;
SEIDEL, 1995). O principal fator que afeta a recuperacdo de embrido é o
histdrico reprodutivo da égua doadora, sendo que as éguas mais velhas tém
produgdo de 6vulos reduzida, incluindo patologias uterinas, de oviduto e um
aumento de perda embrionaria precoce. A qualidade do sémen também
influencia, sendo que as éguas inseminadas com sémen fresco produzem mais
embrides do que as inseminadas com sémen refrigerado e
congelado/descongelado.

O médico veterinario utilizando uma luva estéril introduzira através da
vagina uma sonda siliconada com um manguito inflavel em sua extremidade,
fixando a sonda transcervicalmente, inflando o baldo com aproximadamente 40
mL de ar e infundindo por volta de 1 litro de soro ringer com lactato e drenando
em seguida para um copo filtro de 75 pc, repetindo esse procedimento por volta
de trés vezes, perfazendo um total de trés litros, normalmente nao ha
necessidade de repetir uma vez que o embrio possa ser visivel a olho nu no
copo filtro apds a drenagem e filtragem do 1° ou 2° litros de soro.

O liquido coletado € transferido para uma placa de Petri e ¢ feita uma
varredura nesse liquido por meio de uma lupa estereoscopica para localizagdo e
classifica¢do das estruturas encontradas. O embrido identificado ¢ avaliado em
estagio de desenvolvimento e grau. O tamanho varia de 0.4 a 1.0 mm de
diametro. O estdgio de desenvolvimento e o grau da qualidade do embrido estio

descrito nas Tabelas 1 e 2 a seguir.
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A qualidade do embrido tem grande efeito nas taxas de prenhez, pois
embrides classificados como grau 3 ou maior resultam taxas prenhez reduzidas,
bem como embrides pequenos em relagdo ao tamanho normal do dia coletado e
com anormalidades morfoldgicas. A partir do 14° dia de vida do embrido
transferido ¢ feito o acompanhamento por exame ultrassonografico transretal

para identificar e acompanhar a possivel gestacao.

Tabela 1 Escala para classificac@o e descricdo dos embrides

Grau Categoria Aparéncia Caracteristicas

Tamanho, cor e

1 Excelente Esférico .
textura uniformes.

Alguns blastémeros

) Bom Poucas . deslocados, forma
Imperfeicdes.  irregular, separacéo do
trofoblasto
Blastémeros
3 Regular Probl§mas deslocados, células
obvios degeneradas,
blastocele colapsada.
Problemas Blas.tocele colapsada,
4 Ruim severos, forma muitos blastorperos
irregillar deslocados, células
’ degeneradas.
O dcitos ndo
5 Degenerado Embrido morto feﬁilizados ou
ou degenerado embrides totalmente

degenerado

Fonte: Evangelista (2012), adaptacdo de Hartman et al. (2011).
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Tabela 2 Caracteristicas dos embrides recuperados baseadas nos dias apos

ovulagdo
Dia Tamanho (um)  Média (um) Estagio esperado
6 200 130-750 Moérula a blastocisto
inicial

7 400 135-1460 Morula a blqstomsto
expandido

8 1000 120-4000 Blastocisto a ‘t?lastomsto
expandido

9 2000 750-4500 Blastocisto expandido

Fonte: Evangelista 2012 adaptag¢do de Vanderwall (2000).
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5 FERTILIDADE DE EQUINOS

5.1 Escolha do garanhio

A elaboragdo de metas a serem atingidas em uma criagdo equina passa
pelo correto acasalamento entre garanhdo e a égua adequada para expressar
fenotipicamente sua descendéncia a fim desempenhar com maxima eficiéncia
seu trabalho, esporte ou lazer.

Os garanhdes utilizados na reproducdo assistida sdo incapazes de
fornecer uma taxa de motilidade do espermatozoide aceitavel apos terem sido
submetidos ao resfriamento, armazenamento e criopreservacdo (BRINSKO et
al., 2005), devido a falta de selecdo com o objetivo do resfriamento e
congelabilidade do sémen. A conquista de um titulo importante na carreira de
um cavalo pode fazer com que ele se torne um reprodutor devido ao seu
desempenho. Porém, a sua fertilidade ndo é fator principal na decisdo de se
tornar um reprodutor, pois para alguns criadores um animal tido como subfértil
pode acarretar prejuizos a imagem do criatorio.

Quando o cavalo se transforma em garanhdo e entra no processo de
reprodugdo do haras, faz-se necessaria a coleta e o envio de sémen para a
utilizagdo em outros centros de reproducdo equina. A qualidade no recebimento
de sémen ¢ de fundamental importancia no momento da inseminagdo porque se
faz um processo de sincronizagdo na ¢égua doadora, para que a inseminagao
ocorra 0 mais proximo de sua ovulagdo, pois o sémen tem um tempo
determinado de viabilidade no utero da égua.

A qualidade na elaboracdo de meios extensores vem evoluindo com o
objetivo de aprimorar a integridade dos espermatozoides no processo de
resfriamento e no congelamento-descongelamento, visando o aumento na

qualidade dos espermatozoides viaveis para fertilizagdo. No plasma seminal dos
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equinos, ocorre a a¢do de enzimas como catalase e superdxido dismutase, sendo
suas concentragdes varidveis entre garanhdes. O espermatozoide possui
quantidade limitada de antioxidantes, tendo como fonte o plasma seminal, que
possui a fungdo de proteger o espermatozoide ejaculado dos efeitos adversos das
espécies reativas ao oxigénio ou ROS (COTGRAVE; MOLDEUS; ORRENIUS,
1988). Durante o processo de congelamento ¢ retirado o plasma seminal,
aumentando a susceptibilidade dos espermatozoides ao estresse oxidativo devido
a retirada desses antioxidantes.

A refrigeragdo e o congelamento do espermatozoide podem induzir
lesdes da membrana celular, que estdo associadas a ruptura dos lipideos da
membrana, resultando em danos para a mitocondria e perda da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal (PARKS; GRAHAN, 1992). Esses danos
causam perdas de motilidade, de viabilidade e da capacidade fecundante do
espermatozoide; fendmeno comumente denominado de "choque térmico"
(WATSON, 2000). A capacidade do espermatozoide para resistir a choque
térmico parece estar relacionada com a composi¢do lipidica da membrana
espermatica (PARKS; GRAHAN, 1992).

O desafio da célula espermatica durante o processo de congelamento nao
¢ a sua habilidade em resistir a temperatura de armazenamento de -196°C, mas
sim, a sua capacidade de suportar mudangas que ocorrem durante as zonas
intermediarias de temperatura (+ 19°C a + 8°C e -15°C a — 60°C), pela qual elas
devem passar duas vezes, durante o congelamento e o descongelamento. Estudos
realizados por Pickett et al. (1975) demonstraram que uma alta concentracdo de
plasma seminal em sémen diluido foi deletério para s€émen equino e bovino
resfriado. Braun et al. (1994) demonstraram que a motilidade espermatica do
sémen de garanhdes durante o armazenamento por resfriamento foi melhor em
espermatozoides mantidos com 25% de plasma seminal, quando comparado com

a auséncia de plasma. Watson (1995) relata que a criopreservacdo induz
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mudan¢as na membrana plasmatica e fazem com que os espermatozoides se
comportem como se estivessem parcialmente capacitados, essa capacitagdo
prematura pode ser resultado da perda de lipideos durante o congelamento e/ou
da perda de fatores descapacitantes que sd3o removidos, juntamente com o
plasma apos a centrifugagao.

A fertilidade do sémen congelado € relativamente menor quando
comparada ao sémen fresco e resfriado, observando-se diminuicdo de até 30%
nos indices de prenhez das éguas (MCKINNON; VOSS, 1993). Provavelmente,
a menor taxa de prenhez se deve aos danos a estrutura e ao funcionamento da
membrana plasmatica decorrentes das drasticas varia¢cdes de temperatura a que
sdo submetidos os espermatozoides durante o processo de congelamento
(GRAHAM; LOOMIS, 2008; PAPA et al., 2005).

Ha uma faixa critica de temperatura no processo de refrigerago, entre
+19°C e +8°C, em que o espermatozoide pode ser severamente lesado. O
resfriamento nesta faixa de temperatura (+19 e +8°C) faz com que os lipidios da
membrana plasmatica passem por uma fase de transicdo do estado liquido-
cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996).

Quando o sémen ¢ resfriado abaixo de 5°C, inicialmente o meio que
circunda o espermatozoide e eles proprios permanecem descongelados, porque
seu ponto de congelamento ¢ abaixo de 0°C, apenas ocorrendo um super-
resfriamento (AMANN; PICKETT, 1987). Se esse resfriamento for realizado de
maneira inadequada, ocorre o choque térmico (WATSON, 1995, 2000),
acarretando prejuizos irreversiveis como a rapida perda de motilidade,
movimento circular, redu¢do do metabolismo espermatico, danos a membrana
plasmatica decorrente de aumento da permeabilidade, como consequéncia ocorre
perda de ions e moléculas intracelulares e danos acrossémicos como

edemaciamento e irregularidades do acrossoma.
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As lesdes celulares causadas durante os processos de congelamento e
descongelamento (bases fisico-quimicas) s2o devidas a formacdo de cristais de
gelo intracelular, que afetam a estrutura da célula, a concentragdo de solutos
resultante do congelamento da agua pura e a interacdo destes dois fatores. O
espermatozoide pode sofrer danos mecanicos devido a formacdo de grandes
cristais de gelo intracelular, sendo uma das principais causas de morte celular
durante o congelamento, enquanto o0s pequenos cristais podem ndo ser
deletérios. Durante o reaquecimento, porém, o crescimento desses pequenos
cristais em decorréncia da recristalizagdo pode causar danos severos. Ha
dificuldade em se compreender o efeito da solugdo, sendo que, pelo menos
quatro fatores distintos estdo envolvidos no processo de congelacdo: 1) remogao
da agua em forma de gelo; 2) concentragdo de solutos de alto e baixo peso
molecular; 3) redu¢do do volume celular e 4) precipitagdo de solutos
(ZUCACARI, 1998).

Dentre os fatores que afetam o descongelamento estdo o tipo de envase,
espessura da parede da palheta e condutividade de calor, ¢ a temperatura
(AMANN; PICKETT, 1987). Temperatura alta, como 75°C por sete segundos
imergindo imediatamente em banho-maria a 37°C por mais cinco segundos para
promover maior viabilidade e motilidade espermaticas pods-descongelamento
comparada a temperatura e tempo sdo utilizados rotineiramente (37°C, 30
segundos) (HOLT, 2000).

A remogdo do plasma seminal antes do congelamento melhora a
motilidade dos espermatozoides pos-descongelamento, pois a alta concentracio
de cloreto de sodio presente no liquido seminal pode causar danos aos
espermatozoides preservados “in vitro”, bem como pode ser uma pratica na
inseminagio diminuindo a quantidade de sémen depositado no utero, diminuindo

a reagdo inflamatdria pos-inseminagao.
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Entretanto o plasma seminal pode conter varios componentes que
protegem as membranas durante a criopreservagdo, cuja composi¢do pode variar
entre garanhdes e isso pode explicar a habilidade diferente dos espermatozoides
de garanhdes, em sobreviver ao processo da criopreservacdo (MOORE;
SQUIRES; GRAHAM, 2005).

O processo de centrifugag¢ao nio € indcuo aos espermatozoides, podendo
ocasionar uma reducdo na sua motilidade. Para a sobrevivéncia dos
espermatozoides durante a criopreservagdo, estes necessitam da presenga de
agentes crioprotetores nas etapas de resfriamento, congelamento e
descongelamento.

A logistica envolvida entre a comunica¢do do pedido feito pelo haras
onde se encontra a doadora e o haras do garanhdo é muito importante para o
sucesso da IA. Deve haver o sincronismo, para que o recebimento possa ocorrer
no horario programado de forma que sejam minimizadas possiveis falhas. A
auséncia de falhas de logistica permite que os espermatozoides possam chegar
nas melhores condigdes possiveis, proporcionando uma inseminagfo artificial
eficiente no programa de TE e aumentando a chance da obten¢do de embrides

viaveis.

5.2 Escolha da égua doadora

A égua a ser submetida ao programa de TE devera passar pela avaliacdo
do seu estado clinico e nutricional, idade, histérico reprodutivo, fertilidade,
genealogia, as diretrizes de registro da raca, nimeros de embrides a serem
implantados e valor do produto a ser gerado pela TE.

Apos a aprovagdo e entrada no programa de TE, a égua doadora passa a
ser controlada diariamente, durante toda a estacio de monta. Esse controle

consiste em monitorar todo o seu comportamento reprodutivo, realizando
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rufiagdo para deteccdo de sinais aparente de estro, avaliacdes de exames de
palpagdo e avaliacdo do desenvolvimento folicular ¢ do momento da sua
ovulacdo por meio de ultrassonografia.

O uso de farmacos analogos da prostagladina PGF2a € necessario para a
inducdo do estro apds a coleta de embrido. Isto antecipa o retorno ao estro e
ajuda a evitar possiveis infec¢des uterinas por contaminagio oriunda da coleta
de embrido e pode antecipar em até cinco dias o intervalo entre uma ovulagéo e
outra.

Os hormdnios exogenos também sdo utilizados para sincronizar a
ovulagdo da égua doadora com o recebimento da dose inseminante do garanhao
escolhido e entre a ovulagdo da doadora e a da égua receptora. Essa
sincronizagdo deve ser feita com muita precis@o, pois no momento da coleta
deve-se ter por volta de trés receptoras ovuladas em sincronia com a ovulagdo da
doadora. Este sincronismo deve variar deum dia antes (D-1) até cinco dias (D+5)
depois da ovulacdo da doadora. Exames ultrassonograficos transretais feitos nas
éguas receptoras sdo determinantes para se encontrar a ¢gua mais apta a receber
o embrido.

Eguas mais velhas podem constituir grande parte do ntimero de doadoras
em um programa de TE, principalmente por estes animais ja apresentarem
progénie comprovada ou terem obtido bons resultados na carreira esportiva
(ALONSO et al.,, 2005). Entretanto, este elevado percentual pode ser um
problema, pois é sabido que ¢guas idosas possuem eficiéncia reprodutiva mais
baixa que éguas jovens, fato normalmente associado a disturbios da ovulagdo e
maturagdo ovocitaria e/ou endometrite cronica (LOSINNO; ALVARENGA,
2006). E sempre importante terem mente que éguas idosas necessitam maiores
cuidados em relacdo ao seu bem estar, como nutri¢do diferenciada, evitando
estresse ambiental e social, além de que deveriam permanecer em piquetes

préximos as centrais, evitando maiores deslocamentos (ALVARENGA et al.,



37

2010). Portanto, a idade da égua doadora influencia a taxa de recuperacio de
embrides, havendo queda natural de fertilidade em éguas com mais de 16 anos

de idade, que se acentua gradativamente a partir desse ponto.

5.3 Escolha da receptora

A aquisic@o e escolha de receptoras podemvir a ser um dos fatores mais
importantes para o programa de TE de uma central. A selecdo e o manejo de
éguas receptoras contribuiem para o sucesso da TE (MCKINNON; SQUIRES,
2007; VANDERWALL; WOODS, 2007) que ao receberem o embrido, deverdo
estar aptas para o reconhecimento e fornecer ascondigdes necessarias ao seu
desenvolvimento.

As éguas receptoras necessitam passar por um exame reprodutivo
completo por médicos veterindrios aptos, antes da aquisicdo, incluindo a
palpagio retal e exame de ultrassonografia, exame citologico, exame de biopsia
endometrial, integridade dos genitais externos e exame de competéncia cervical.
Entretanto, geralmente o exame nfo ¢ feito de forma completa, havendo grande
propor¢do de éguas aceitas que ndo estdo aptas reprodutivamente (LOSINNO;
ALVARENGA, 2006). Uma caracteristica importante na escolha de receptoras ¢
a habilidade materna, ou seja, a capacidade da égua em gestar, parir e criar os
potros. Para isso, é preciso definir critérios de sele¢do que incluam a idade entre
3 ¢ 10 anos, boa indole, bom desenvolvimento mamario (SQUIRES; MCCUE;
VANDERWALL, 1999), ciclos estrais normais e auséncia de anormalidades
uterinas e ovarianas (VANDERWALL;WOODS, 2007), ja que a idade é um
fator predisponente para a degenracdo do endométrio uterino, que pode
comprometer a manuten¢do de uma gestacdo (RICKETTS; ALONSO,1991).
Carnevale et al. (2000) relatam que receptoras com mais de 10 anos parecem

apresentar maior risco de perda de prenhez.
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O manejo das éguas receptoras € um fator critico que afeta diretamente a
taxa de prenhez. As receptoras que ovulam com trés dias apos as doadoras
possuem maiores taxas de prenhez, segundo McKinnon et al. (1988).

Carnevale et al. (2000), afirmam que o fator de escolha mais importante
da receptora é o tonus do tutero e da cérvix avaliados por palpagdo retal. As
receptoras sdo examinadas durante o cio e no dia da TE, através de
ultrassonografia retal para identificar se ha presenga de corpo Iuteo, fluido
uterino ¢ dobras endometriais. A preferéncia ¢ por €guas primiparas ou jovens
de fertilidade comprovada, entretanto éguas ovariectomizadas tratadas com
progesterona podem ser utilizadas como receptoras (MCKINNON et al., 1988),
bem como as €guas que nao estdo ciclando (anestro) tratadas com progesterona
(LAGNEUAX et al., 1997).

O manejo nutricional das receptoras afeta diretamente as taxas de
prenhez apds a transferéncia, sendo necessario que as éguas estejam em bom
estado corporal, ganhando peso durante a estagio de monta (ALONSO, 2008). E
importante lembrar que uma receptora ndo alimentada adequadamente vai
apresentar uma maior dificuldade em ciclar regularmente, gerando um produto
de menor qualidade, com o agravante de comprometer sua lactacdo futura
segundo Losinno e Alvarenga (2006).

O fornecimento de fontes de alimentagdo mais baratas, porém de baixa
qualidade para as receptoras em uma central de TE pode afetar a taxa de
prenhez. O custo com alimentag@o pode chegar a 25% do custo total (PESSOA,
2012), adequando-se a qualidade da dieta, disponibilizando-se agua, sal mineral
a vontade e capim de boa qualidade.

As receptoras comegam a ser examinadas diariamente apos
apresentarem cio natural ou induzido por farmacos e terdo monitoramento do
seu crescimento folicular e sua ovulagio (VANDERWALL; WOODS, 2007).

McKinnon e Squires (2007) recomendam pelo menos duas receptoras
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disponiveis para cada doadora no dia da coleta de embrido. Isso permite,
nomomento da inovulag@o, a escolha da receptora que apresenta as melhores
condigdes reprodutivas para receber o embrido. Além disso, podem ocorrer
coletas que resultem em dois embrides, naturalmente ou por superovulagdo. Ha
casos em que até trés receptoras sdo sincronizadas, porém o importante ¢ que
essas éguas sejam acompanhadas e avaliadas durante todo o seu estro, para
queas informagdes sejam cruzadas e possa-se optar pela melhor receptora no dia

da TE.

5.4 Sincronizacio do estro

A doadora e receptora(s) necessitam estar em perfeita sincronia no
periodo do cio, na data de ovulagdo e na TE. A técnica utilizada em éguas que
estdo ciclando ¢é baseada nas injecdes intramusculares de PGF2a na doadora, e
no 1° ou 2° dias seguintes, nas receptoras. Quando héa controle o estro deve ser
detectado entre o 6° e 14° dias do diestro. Antes desse periodo, as fémeas nio
possuem receptores capazes de responder a prostaglandina e depois do 14° dia, o
animal j4 estara entrando no estro natural que é de 21 dias em média.

O exame ultrassonografico do sistema reprodutivo das éguas mostrara
em qual situagdo se encontra e qual o caminho a ser seguido. Os ovarios em fase
reprodutiva apresentam foliculos que se desenvolverdo e normalmente um dos
foliculos ira se tornar o foliculo dominante ¢ ovular. Em éguas que estejam fora
da ciclicidade normal ou ndo estejam sincronizadas ambas podem ser tratadas
durante o curso de nove ou 10 dias com progesterona injetdvel ou orais
sintéticos, seguindo sempre a orientagdo de que as doadoras deverdo receber
aplicacdo um ou dois dias a frente das receptoras e no ultimo dia da terapia, em
todas as éguas, aplica-se uma inje¢@o de prostaglandina ou analogo para induzir

a lutedlise de qualquer corpo luteo que pode estar presente neste momento
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(DRIANCOURT; PALMER, 1982), devendo exibir estros em torno de trés dias
(BERGFELT, 2000).

5.5 Inducio da ovulacio

A utilizagdo de sémen transportado refrigerado de garanhdes, que ndo se
encontram na central de TE, exige a indug@o da ovulagdo da doadora. Isto se
deve ao custo da coleta e ao transporte do s€émen e impedimentos tais como dias
de semanas nos quais o sistema de entrega de cargas em aeroportos ou
rodoviarias ndo funciona, dia de coleta de sémen e cota de doses de sémen a
serem enviadas as centrais de TE. E também a ovulagdo da receptora devera
estar em sincronia com a ovula¢do da doadora. Na utilizagdo do sémen
congelado, pode ser realizada a indugfo da ovulagdo a fim de garantir que esta
ocorra em tempo pré-determinado.

A utilizacdo nas éguas doadoras e receptoras de esteroides reprodutivos
(progestagenos e estrogenos), prostaglandina F2 (PGF e andlogos),
gonadotrofina coriénica humana (hCG) e horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH e analogos) tém proporcionado controle do desenvolvimento folicular e
tempo de ovulagdo, durante a transicdo da primavera, ciclo estral e periodo pds-
parto de éguas, esse recurso ¢ usado nas éguas que estdo ou entrardo no
programa da TE para as mesmas possam ter uma terapia de apoio para
apresentarem ciclicidade reprodutiva.

A ovulagdo da doadora e da receptora deverd ter uma janela de -1
(ovulagdo um dia antes da doadora) a + 3 (ovulagdo trés dias apds a doadora),
ndo sendo as taxas de gestagdo entre elas diferentes neste intervalo
(MCKINNON; SQUIRES, 2007). Entretanto, hoje sabemos que podemos
utilizar receptoras que ovularam em até cinco dias apds a doadora ou que

tenham apresentado ovulagdo em até quatro dias antes do dia da coleta do
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embrido, pois as receptoras ja sairam do cio e possuem a cervix fechada, fator
importantissimo no momento da transferéncia do embrifo para as dguas
receptoras.

Varios protocolos sdo recomendados e o mais utilizado consiste na
administracdo de progesterona de curta agdo (150 mg) e de 17B- Estradiol
(10 mg), por 10 dias consecutivos, com uma aplicagdo de PGF2a no 10° dia e
uma de hCG (2.500 UI) quando um foliculo de 35 mm for detectado. Com este
protocolo, 70% das éguas ovulam entre 10 a 12 dias apds a ultima injecdo do
esteroide (BRADECAMP, 2007). Porém o tamanho de foliculo dominante mais
utilizado ¢ a partir de 30 mm, respondendo muito bem e ovulando em até 36
horas pds-aplicacio.

Na sincroniza¢do empregada, monitora-se o crescimento folicular por
ultrassonografia transretal e utiliza-se hCG, GnRH ou EPE. Para induzir
ovulagdo nas éguas, sdo aplicados os hormdnios indutores para ovularem em até
36 horas. O hCG ¢ o horménio mais utilizado para a indugdo da ovulacio,
porém, destaca-se que sucessivas aplicagdes de hCG induzem a formagdo de
anticorpos, reduzindo a sua eficiéncia na reposta ovulatéria (DUCHAMP et al.,
1987). O acetato de deslorelina e o extrato de pituitaria equina (EPE) sao
farmacos alternativos para sincronizar a ovulacdo, podendo ser utilizados em

varios ciclos consecutivos, sem o inconveniente da formagio de anticorpos.
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6 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado através de dados coletados entre a estacdo de
monta de 2001/02 e a estagdo de 2010/2011, em centrais de transferéncia de
embrido nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia. As éguas doadoras
e receptoras que participavam do programa de TE possuiam fichas individuais,
nas quais os dados referentes a sua situagdo eram anotados como nome, raga,
idade, situagdo reprodutiva, garanhio utilizado na inseminagdo, tipo de sémen
utilizado na inseminacdo (monta natural, sémen afresco, resfriado ou
congelado/descongelado), data da coleta, avaliagdo e transferéncia do embrido e
0 acompanhamento do desenvolvimento gestacional.

Foram utilizadas no programa de TE 150 éguas doadoras de 13 racas
diferentes variando de 2 a 20 anos de idade e 362 éguas receptoras de 3 a 12
anos de 13 ragas diferentes. As ragas das éguas utilizadas no estudo foram
Campolina, Mangalarga Marchador, Quarto de Milha, Arabe, Puro Sangue
Inglés (PSI), Zangersheid, Sela Francesa, Holsteiner, Warmblood, Westphalian,
Pampa, Bretdo e sem raga definida (SRD). As éguas doadoras e receptoras do
programa de TE apresentavam-se sauddveis, com estros regulares durante a
estagdo de monta. Foram avaliadas por exames de ultrassonografia e palpacio
transretal durante o estro e no dia da coleta e transferéncia do embrido. Foram
observadas as seguintes variaveis relacionadas aos garanhdes: raca, idade e tipo
de s€men: monta natural, a fresco, refrigerado e congelado/descongelado. Foram
utilizados 73 garanhdes de idade de 2 a 23 anos, de ragas diferentes (Campolina,
Mangalarga Marchador, Pampa, Quarto de Milha, Puro Sangue Inglés,
Zangersheid, Sela Francesa, Holsteiner, Warmblood, Westphalian, Arabe). Os
animais eram manejados de acordo com cada situa¢do da central de TE que
hospedavam as éguas, sendo todas éguas saudaveis. Alimentadas a pasto ou

estabuladas com feno de Tifton (Cynodon spp.), tinham acesso a agua, sal
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mineral e racdo. As éguas doadoras e receptoras eram examinadas diariamente
por exames de palpacdo retal e ultrassonografico que utilizavam sémen fresco,
refrigerado ou monta natural antes da ovulagdo. A égua doadora que era
inseminada com sémen congelado/descongelado era examinada a cada 6 horas,
ocorrendo a inseminacgdo apos a ovulagdo, utilizando sémen descongelado a
37°C por 1 minuto.

A inseminagdo das éguas era realizada por monta natural ou utilizando
sémen a fresco coletado em centrais que possuiam garanhdes, ou com s€émen
refrigerado transportado e sémen congelado/descongelado.

O garanhdo e as éguas eram higienizados antes do procedimento com
dgua e sab@o neutro e era inseminada artificialmente através da utilizagdo de
pipeta (Provar) adaptada em uma seringa plastica para deposi¢do do s€men no
corpo uterino (sémen fresco e refrigerado) e com o sémen
congelado/descongelado usava uma pipeta flexivel de 65 cm (Minitub®,
Alemanha) que deposita o sémen no corno ipsilateral do ovario que ovulou.

A coleta de embrido era realizada entre o 7° ¢ 10° dias apds a ovulagdo
da doadora utilizando sonda coletora de silicone com até trés litros de solucao
ringer com lactato, o embrido identificado e avaliado era transferido no mesmo
dia.

Os embrides eram avaliados na placa de Petri em lupa estereoscopica
pelo grau (1= 6timo, 2=bom, 3=regular, 4=ruim e 5=degenerado) e o estagio de
desenvolvimento em: moérula, moérula compacta, blastocisto e blastocisto
expandido.

A ovulagdo das receptoras era sincronizada de acordo com a ovulagdo da
doadora (D0), sendo D-1 (1 dia antes da doadora) até D+ 5 (5 dias apos a
ovulagdo da doadora). A presenga de fluido uterino, a morfologia do corpo Iuteo,
tonus uterino e da cérvix eram os critérios utilizados na sele¢do das receptoras.

A prenhez era acompanhada a partir do 14° dia e era confirmada com 60 dias de
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vida do embrido através de exame de ultrassonografia transretal. Apods a coleta
de embrido as éguas doadoras e receptoras recebiam uma dose de prostaglandina
PGF2a intramuscular. A ovulagdo da doadora e receptora era induzida pela
utilizagdo de gonadotrofina coriénica humana (HCG) na dose de 2.000 Ul

endovenosa apresentando foliculos acima de 35 mm de didmetro.



45

7 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises utilizaram o programa estatistico SAS™ (Cary, NC-
EUA). Para a dicotomizagéo das covariaveis ¢ criagdo de mais de duas classes,
foi utilizado o procedimento UNIVARIATE, pelo qual foram analisadas as
distribuigdes de frequéncia e realizados os testes de normalidade Smirnov-
Kolmorov.

Os efeitos da classe de idade da doadora (< 7 anos, >7 < 12 anos ¢ >12
anos), da idade do garanhdo (< 6 anos VS. > 6 anos), da indugdo da ovulagdo
(hCG VS. Ovulagio natural) e do didmetro do foliculo dominante pré-ovulatorio
(<35 mm VS. > 35 mm) sobre o resultado do lavado (positivo- com embrido VS
negativo- sem embrido) e a propor¢do de receptoras gestantes foram analisados
pelo teste do qui-quadrado no procedimento GENMOD, com distribuicdo

binomial.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Efeito do grupamento racial da doadora sobre a taxa de gestacio das

receptoras

A taxa de gestagdo foi maior (P= 0,05) para as receptoras que receberam
embrides das doadoras da raga Campolina comparada as demais (Tabela 3 e
Figura 1). Na literatura, ha registros de variagdes na taxa de gestagdo de
diferentes ragas de receptoras variando de 40,5% e 62,2 % (CAMARGO et al.,
2013). Na raga Campolina, ndo ha relatos sobre as taxas de gestacdo de éguas
receptoras como observadas neste trabalho. Relato sobre as demais ragas
apontam para indices semelhantes aqueles deste estudo. E possivel que praticas
de manejo mais adequadas a raga Campolina, devido ao maior nimero de
animais em relacdo as demais, podem ter contribuido como fator diferencial
entre ragas. Um aspecto que deve ser observado com relacdo a raga é o
melhoramento praticado com o objetivo de melhorar a fertilidade. Na raga
Campolina, o tipo de sémen utilizado, monta natural ou insemina¢o artificial
com sémen fresco ou refrigerado, mostrou uma maior taxa de coleta positiva de
embrido e as demais ragas (classe 1) o uso do sémen refrigerado e/ou congelado,
obteve taxa de coletas negativas por serem os mais utilizados (Tabela 5 e Figura
6). Como o estudo trata da avaliacdo de dados de campo, as éguas Campolina,
receberam maior porcentagem (32,96% VS 6,92%) de sémen fresco em relacdo
as demais, podendo os embrides advindos dessa origem, terem maior capacidade
de sobrevivéncia, favorecendo a raca em questdo. A presenga de um garanho na
central de TE da raga campolina facilitava a coleta e o uso do sémen a fresco, de
acordo com Squires, McCue e Vanderwall (1999) que relatam que o uso de
sémen fresco tem maior taxa de coleta positiva de embrido em relacdo ao

refrigerado e¢/ou congelado/descongelado e as centrais de TE das demais ragas
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necessitavam do uso de sémen refrigerado e/ou congelado por nZo haver a
presenca do garanhdo. A perda embrionaria em éguas receptoras pode ocorrer
por ndo apresentar um ambiente uterino adequado no momento da transferéncia
do embrido, ndo sendo detectavel pelo exame de palpagdo manual retal e/ou
ultrassonografico, como inflamagfo uterina aguda, causando dificuldade para a
motilidade embriondria entre o 10° e 16° dia e, consequentemente, ndo havendo
reconhecimento da presenga do embridio pelo utero da receptora (GAIVAO;

STOUT, 2007; GINTHER et al., 1984, 1985).

Tabela 3 Efeito do grupamento racial da doadora sobre as taxas de gestacdo de
receptoras de embrido

Gestacao
Classe Positiva (%)  Negativa (%) Total
1 19 57,58 14 42,42 33
2 91 73,98 32 26,02 123
Total 110 46 156

P=0,05
Classe 1- Demais ragas.
Classe 2- Campolina.
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Campolina x Demais racas

73,98

M Positiva M Negativo

Demais ragas Campolina

Figural Efeito do grupamento racial da doadora sobre as taxas de gestacdo de
receptoras de embrido

8.2 Efeito da idade da doadora sobre a porcentagem de coletas positivas

Foram estudadas 349 coletas de embrido de 150 doadoras de ragas
diferentes que foram divididas em trés classes de acordo com a idade (Figura 2):
Classe 1: < 7 anos, classe 2:> 7 anos,< 12 anos ¢ classe 3: > 12 anos. A taxa de
gestagdo foi semelhante (P=0, 4511) entre as classes de idade das doadoras
(Tabela 4).

As éguas idosas podem ser mais valiosas devido as provas ja prestadas e
comprovadas, sendo comum encontrar éguas com mais de 20anos em programas
de TE (BALL, 2000). Eguas jovens (< 7 anos) sdo exploradas na reprodugio de
TE porque estdo no inicio da carreira competitiva em pistas e ha necessidade de
se ter progénie para comprovar que a ¢gua doadora possa acrescentar valores
zootécnicos aos seus descendentes melhorando os potros através da escolha do

melhor cruzamento com garanhdes consagrados. Quando estio na fase de 7 anos
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a 12 sdo consideradas éguas adultas e estdo no momento de maior capacidade
reprodutiva gerando dvulos para serem fecundados com maior taxa de
viabilidade.

O autor McCue (2010) relata que taxas de recuperagdo de embrido sio
afetadas pela idade e fertilidade da doadora, a qualidade do sémen do macho, o
dia da coleta, o numero de ovulagdes e experiéncia clinica. Segundo o mesmo
autor a maior porcentagem de embrides é recuperada de éguas com idade <10
anos do que de éguas com idade >15 anos. A idade da égua doadora afeta a taxa
de recuperagdo de embrido, com um ou mais embrides recuperados, 144 de 252
lavados (57,1%) de éguas <15 anos de idade e 93 de 236 lavados (39,4%) de
éguas >15 anos de idade.

Eguas idosas quando entram no programa de TE tém sua descendéncia
ja comprovada, ou seja, sua progénie possui bons resultados no trabalho, esporte
ou lazer. Porém com o passar dos anos estes animais comecam a apresentar
disturbios de ovulacdo, maturacdo oocitaria e algumas éguas podem apresentar
endometrite crénica. Diminuindo a taxa de recuperagdo de embrido,
consequentemente, reduzindo a taxa de prenhez no programa de TE.

Embora os estudos anteriores nao demonstrassem um efeito de
transporte em taxas de prenhez (BAUCUS et al., 1990; BERGHOLD; MOSTL;
AURICH, 2007), é bem reconhecido que o transporte causa aumento nas
concentragdes de cortisol plasmatico em cavalos, mesmo quando as distancias
de viagem sdo de curta duragdo (FAZIO et al., 2013).

A fertilidade da égua doadora, como um dos fatores limitantes das taxas
de recuperacdo de embrides, é afetada pela forma como sdo manejadas as éguas
em programas de TE (MCCUE, 2010). A rotina de treinamentos e
deslocamentos em grandes distdncias pode contribuir para uma queda na
producdo de embrido pelas éguas doadoras por varios fatores como aumento da

temperatura corporal, a ndo adaptacdo a ambientes estranhos ao de sua rotina e
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estresse da viagem. Segundo Trischner, Niezgoda e Tischner (2006), as

respostas ao estresse em éguas para transporte medidos em diferentes fases do

ciclo estral e de prenhez pela variagdo maxima de noradrenalina, adrenalina e

cortisol, eram mostradas em éguas em diestro e anestro durante o inverno. Essas

éguas doadoras senis devem possuir manejo mais adequado evitando o estresse

do ambiente, permanecendo mais tempo soltas em piquetes ou, de preferéncia, a

pasto, com nutricdo especifica para animais senis. Evitar aglomera¢ao de muitas

éguas, pois pode haver disputa pela hierarquia na manada, onde normalmente ha

uma égua alfa que ¢ a lider.

Tabela 4 Efeito da classe de idade da doadora sobre a taxa de gestagdo apds TE

Coleta de Embriao

Classe Positiva (%)  Negativa (%) Total
<7 anos 97 50,52 95 49,48 192
7 a 12 anos 46 58,97 32 41,03 78
<12 anos 42 53,16 37 46,84 79
Total 185 164 349

P=0,4511
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Idade da doadora x coleta de embrido
M Positiva M Negativa

58,97

50,52 49,48

<7 anos 7 a 12 anos >12 anos

Figura 2 Efeito da classe de idade da doadora sobre a taxa de gestacdo apos TE
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Idaded

Figura3 Idade das éguas doadoras utilizadas no estudo
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8.3 Idade garanhio x prenhez

Foram estudados 73 garanhdes de idades entre 2 e 22 anos (Figura 5) de
10 ragas diferentes, utilizados em monta natural, inseminagdo artificial com
sémen a fresco, refrigerado e congelado/descongelado. Os garanhdes foram
divididos em classe de idade na TE x prenhez, a classe 1 (< 6 anos, n=111) e
classe 2 (= 6 anos, n= 63), ndo havendo efeito (P= 0,4355) sobre a prenhez na
TE (Tabela 5 e Figura 4).

A presenca do garanhdo na central de TE favorece a disponibilidade de
se ter sémen de boa qualidade devido a facilidade para utilizacdo da monta
natural ou sémen a fresco, ja a utilizacdo do sémen refrigerado necessita da
entrega da dose inseminante no dia programado para ovulacao da égua doadora,
mas ocorre queda na qualidade do sémen.

Em geral, garanhdes com menos de trés ou mais de 14 anos apresentam
baixa qualidade seminal, como consequéncia da variacdo fisioldgica no
funcionamento dos tubulos seminiferos (CHENIER; ESTRADA; KOENIG,
2007). Os testiculos do garanh@o desenvolvem-se até, aproximadamente, seis
anos de idade, fase que coincide com a estabiliza¢do da producdo espermatica.

Ja garanhdes velhos s3o mais propensos a produzirem maiores
porcentagens de espermatozoides com anomalias morfoldgicas em relagdo a
garanhdes adultos, refletindo na taxa de gestacdo por ciclo que &,
aproximadamente, 8% menor do que a de animais com idades entre 3 ¢ 14 anos
(BUITEN; WESTERS; COLENBRANDER, 2003).

O envelhecimento do garanhdo ¢ semelhante ao que ocorre com o
avancar da idade na égua (odcito de baixa qualidade), pode acarretar maior
nimero de aberragdes cromossdmicas e desordens gendticas nas células
espermaticas (HERMANN et al., 2000). Estudos sugerem que a causa da falha

reprodutiva nos garanhdes tem inicio precocemente, em nivel testicular e se
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propaga para as duas dreas do cérebro envolvidas na regulacdo da reproducio,
hipotdlamo, na regido produtora de GnRH e na adenohipdfise, regido produtora
de gonadotrofinas (ROSER, 2000), demonstrando o acometimento geral da
fun¢do endodcrina ligada ao eixo reprodutivo em animais senis (SOUZA;
BORGES; SILVA FILHO, 2008). Os garanhdes tém uma vida bem controlada
em centrais ¢ haras quanto a qualidade da nutricdo, sanidade ¢ frequéncia de
coleta de sémen durante a estacdo de monta.

Por nd3o haver selecdo de garanhdo pela aptidio qualidade sémen
congelado/descongelado, ndo se tem disponivel no mercado doses do sémen de
garanhdes de alto desempenho nas pistas com a qualidade equivalente no

congelamento do seu s€men.

Tabela 5 Efeito da classe de idade do garanhdo sobre a taxa de prenhez da

receptora
Gestagao
Classe Positiva (%) Negativa (%) Total
< 6 anos 78 70,27 33 29,73 111
>6 anos 47 75,81 15 24,19 62
Total 125 48 173

P=10,4355
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IDADE DO GARANHAO X GESTACAO

M Positiva M Negativa

75,81

< 6anos >6 anos

Figura4 Efeito da classe de idade do garanhdo sobre a taxa de prenhez da
receptora

2003070

IdadTE

Figura 5 Distribui¢do de frequéncia da idade dos garanhdes utilizados no
estudo
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8.4 Tipo de sémen utilizado na inseminacio das doadoras

Foram analisados quatro tipos diferentes de s€émen no programa de
transferéncia de embrido divididos em classe 1= monta natural, classe 2= sémen
a fresco, classe 3= refrigerado e classe 4= congelado/descongelado. A proporgéo
de lavados positivos foi maior (P=0,01) para a classe de sémen 2 (sémen a
fresco) em relagdo as demais (Tabela 5 e Figura 6).

O sémen congelado/descongelado causa queda na taxa de recuperago
de embrido, mostrando que a qualidade desse tipo de sémen ¢ desfavoravel no
programa de TE. No controle reprodutivo feito com precisdo a cada seis horas,
as éguas apresentam uma taxa de prenhez média, por ciclo com sémen
congelado, de cerca de 30-40% e com 1,8-2 ciclos por gestagdo (SAMPER et al.,
2001). As lesdoes causadas nas membranas dos espermatozoides durante o
processo de resfriamento é menos extensa do que na criopreservagdo, porque as
membranas dos espermatozoides resfriados ndo estdo expostas ao estresse
osmdtico, toxicidade do crioprotetor e a formacdo de cristais de gelo
intracelular, que ocorrem durante o congelamento e descongelamento
(WATSON, 2000).

A fertilidade de sémen refrigerado inseminado intrauterino é semelhante
ou ligeiramente inferior ao sémen fresco (JASKO, 1992). Isso pode ser devido a
auséncia de selecdo de garanhdes aptos a produzir um s€émen de boa qualidade
para o processo de congelamento/descongelamento.

Todas as éguas experimentam uma resposta inflamatéria fisioldgica
dentro do ttero apos a inseminacdo e algumas éguas apresentam reacio
inflamatéria ao sémen congelado/descongelado em resposta para os
espermatozoides e esta ndo ¢ dependente do tipo de extensor, ou qualquer um
dos seus componentes, tais como gema de ovo, proteinas do leite, ou glicerol

(KOTILANNEM; HUHTINEN; KATILA, 1994; MCKINNON et al., 1993). A
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resposta inflamatéria uterina ¢ modulada pelo plasma seminal. A
criopreservagdo de sémen envolve a remogdo da maior parte do plasma seminal
e este talvez agrave a resposta inflamatoria transitoria na égua.

O uso de sémen refrigerado tem se mostrado eficiente em relacdo ao
fresco porque devido a logistica entre a coleta e o recebimento na central de TE
passam-se poucas horas, ocorrendo, as vezes, a coleta na parte da manhi, o
recebimento e inseminacao da égua doadora no mesmo dia a tarde. Os indices na
utilizagdo do sémen de garanhio estdo em torno de 60-77% para o fresco, 44%
para refrigerados e 46% para sémen congelado (SQUIRES, 2006), porém, os
dados encontrados nesse estudo mostram valores muito proximos entre os sémen

a fresco, resfriado e a monta natural.

Tabela 6 Efeito do tipo de sémen sobre a porcentagem de lavados positivos
(coleta resultante em embrido)

Coleta de Embriio
Classes Positiva (%)  Negativa (%) Total
1 23 54,76 19 45,24 42
2 82 59,85 55 40,15 137
3 69 51,49 65 48,51 134
4 10 28,57 25 71,43 35
Total 184 164 348

P=0,0110.
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Tipo de sémen x Coleta de embriio

M Positiva M Negativa
71,43

5149 4851

Monta natural A fresco refrigerado Congelado

Figura 6 Efeito do tipo de sémen sobre a porcentagem de lavados positivos
(coleta resultante em embrido)

8.5 Inducio da ovulacio x prenhez

As éguas receptoras foram separadas em classe 0 = sem indug@o e classe
1 = com indu¢o. A indugdo da ovulacdo nio influenciou (P= 0.6937) as taxas
de gestacdo das éguas receptoras (Tabela 6 e Figura 7).

As éguas receptoras utilizadas em programas de TE foram examinadas
durante o estro e no dia da coleta e da transferéncia do embrido para avaliar a
deteccdo do corpo lateo visivel, presenga de liquido uterino, cistos ¢ dobras
endometriais e avaliagdo da parede uterina. Estas andlises combinadas com o
tonus uterino e cervical determinados pela palpagdo retal sdo os principais
critérios utilizados para a selecdo da receptora (SQUIRES; MCKINNON;
SHILDER, 1988).

Este trabalho comparou os dados na utilizagdo de hormdnio para a
indugdo da ovulagdo das éguas receptoras com a prenhez na TE. A indugio da

ovulacdo ¢ importante devido as incronizagdo da égua receptora com a doadora
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para que estejam pelo menos duas éguas receptoras ovuladas no dia da coleta de
embrido. Perla et al. (2007) observaram que a aplicagdo de hCG em ¢éguas
receptoras, para a inducdo de ovulag@o, no dia seguinte a ovulagdo (d1) e no dia
da transferéncia (d5 a d8), promoveram o aumento na concentragdo de
progesterona, com uma tendéncia de éguas induzidas com melhores taxas de
prenhez 81,3% e sem indugao 55,6% (P>0,05) aos 16 dias.

Com base nos dados, este estudo mostrou que a sincronia da ovulagio
claramente definida no intervalo de 0-4 dias foi suficiente para maximizar a taxa
de prenhez quando acompanhados por um excelente ténus uterino e cervical e
textura homogénea ¢ compacta do corpo liteo e o trabalho de Resende (2009),
resultou em que éguas receptoras que receberam hCG apresentaram melhores
taxas de gestacdo (88,24%) quando comparadas as receptoras que ndo receberam
este horménio (71,76%).

A indug¢@o da ovulagdo na égua doadora também ¢é indispensavel porque
na utilizacdo do sémen refrigerado transportado, em que o garanhdo nio se
encontra na Central, ha uma forte dependéncia de fatores de logistica como
transporte aéreo e rodovidario que ndo entregam carga no fim de semana, dias
especificos da semana de coleta de sémen do garanhio, cota do nimero de doses
disponiveis no dia da coleta para envio do sémen, necessitando da indugio da
ovulac@o para assegurar o menor intervalo entre a inseminacéo e a ovulagéo.

A aplicac¢do de horménio de indugio da ovulagdo na utilizagdo do sémen
congelado/descongelado é necessaria, porque o procedimento de avaliar a égua
doadora por exame ultrassonografico a cada seis horas demanda mio de obra
continua diuturnamente durante o estro. A indu¢do aumenta o numero de
ovulagdes em até 48 horas apds a aplicacdo. Sendo assim, a ovulacdo da égua
receptora ocorre logo apds a da égua doadora, evitando o risco de ndo haver

receptoras sincronizadas no dia da coleta do embrido.
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Tabela 7 Efeito da indug¢do da ovulacdo éguas receptoras sobre a taxa de

gestagdo
Gestacao
Classe Positiva (%) Negativa (%) Total
Sem indugdo 77 73,33 28 26,67 105
Com indugio 48 70,59 20 29,41 68
Total 125 48 173
P=0.6937.

73,33

Inducio da ovulagiao x Gestacao

M Positivo M Negativo

70,59

Sem ind. Com Ind.

Figura 7 Efeito da indugdo da ovulacdo éguas receptoras sobre a taxa de
gestagdo
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8.6 Diametro do foliculo dominante das éguas doadoras e proporcio de

lavados positivos

O efeito da classe do didmetro do foliculo dominante nas éguas doadoras
foi avaliado com respeito a propor¢do de lavados positivos. A classe 1 foi
constituida de FD< 35 mm de didmetro e a classe 2 para os foliculos > 35 mm.
As taxas de coletas positivas ndo diferiram (P=0,07) entre as classes de diametro
do FD das doadoras (Tabela 9 e Figura 8).

A definicdo do foliculo dominante ¢ um processo continuo de
crescimento e regressdo folicular que ocorre nos ovarios das éguas e sofre
influéncia diretamente pelo fotoperiodismo, nutri¢do, temperatura e estresse. O
foliculo pré-ovulatério dominante em éguas é conhecido por atingir cerca de 40
mm de didmetro antes da ovulagdo com o foliculo subordinado mais proximo
normalmente ser pelo menos > 15 mm segundo Palmer e Driancourt (1980) e
Piersone Ginther (1985). Divergindo do presente estudo em que coletas de
embrido positivas (185/349) nao diferiram (P=0,07) entre as classes de didmetro
do FD das éguas doadoras, ou seja, foliculos dominantes com didmetro < 35 mm
(100/204) e =35 mm (85/145) converteram-se em foliculos dominantes e
ovularam resultando em lavados positivos.

As categorias de tamanhos dos foliculos dominantes avaliados a partir
de 20 mm até 50 mm tiveram a porcentagem de coletas positivas mais altas (P=
0,03) que os foliculos dominantes de 30 mm e¢ 40 mm em relagdo aos demais
tamanhos. Goudet et al. (1997) pesquisaram odcitos equinos recuperados “in
vivo”, Briick et al. (1996) e Del Campo et al. (1995) e com odcitos equinos de
ovarios extirpados demonstraram uma taxa de maturagdo menor em ovdcitos de
foliculos pequenos (< de 10 mm de didmetro) com a sugestio que este foi

associado a uma maior prevaléncia de atresia.
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O trabalho de Hinrichs e Schmidt (2000), indicou que foliculos equinos
precisam ser > 20 mm de didmetro para que seus oocitos possam ter atingido a
competéncia meiotica e foliculos < 20 mm, durante o periodo pré-ovulatorio, sdo
improvaveis de conter oocitos vidveis, a menos que emana de uma onda
folicular posterior. No entanto, os foliculos < 10 milimetros sdo muito pequenos
para ser pré-ovulatdrio na égua e por isso este trabalho realmente nfo langa luz

sobre o efeito do tamanho do foliculo pré-ovulatério na viabilidade dos odcitos.

Tabela 8 Efeito da classe de diametro do foliculo dominante da doadora sobre
a propor¢do de lavados positivos

Lavado
Classe Positiva (%)  Negativa (%) Total
<35mm 100 49,02 104 50,98 204
> 35 mm 85 58,62 60 41,38 145
Total 185 164 349

P=0,0766.

Diametro do foliculo da Doadora x Coleta
de embriio

M Positiva M Negativa

58,62

49,02 50,98

<35 mm >35 mm

Figura 8 Efeito da classe de didmetro do foliculo dominante da doadora sobre
a propor¢ao de lavados positivos
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A porcentagem de coletas positivas foi mais alta (P=0,03) nos didmetros

30 e 40 mm em relagdo as demais (Tabela 8 ¢ Figura 9).

Tabela 9 Diametro de foliculo dominante de éguas doadoras e¢ propor¢do de
lavados positivos

Coleta
Classe (mm) Positiva (%) Negativa (%) Total
20 1 100 0 0 1
25 0 0 1 100 1
30 24 64,86 13 35,14 37
35 75 45,73 89 54,27 164
40 73 62,39 44 37,61 117
45 11 40,74 16 59,26 27
50 1 100 0 0 1
total 185 163 348

P=0,0270
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Diametro do foliculo dominante égua doadora
x Coleta de embrido

M Positiva M Negativa

100 100 100
64,86 54,27 62,39 59,26
45,73
35,14 37,61 40,7
0 0 0

20 mm 25 mm 30 mm 35 mm 40 mm 45 mm 50 mm

Figura9 Diametro de foliculo dominante de éguas doadoras e propor¢do de
lavados positivos

8.7 Diametro do foliculo dominante de éguas receptoras e proporcio de

receptoras gestantes

A propor¢do de receptoras gestante foi semelhante (P=0,8) entre as
classes de didmetro do FD das receptoras (Tabela 9 e Figura 10).

Ao analisar a propor¢do de éguas receptoras gestante entre as classes 1 e
2 de didmetro do FD apresentou valores semelhante (P=0,8) para os didmetros
< 35 mm (73,33%) e > 35 mm (71,68%) ndo indicando que haja diferenca no
tamanho do foliculo dominante ovulado com a taxa de gestagdo das receptoras
em TE. Em contraste, o trabalho de Resende (2009), resultou em que foliculo
pré-ovulatorio com didmetro superior ou igual a 40 mm tiveram melhores taxas

de gestagdo, sendo estatisticamente significativas, (P<0,0116).



64

O estrogeno produzido em foliculos > 25 mm de didmetro, durante a
fase folicular, mantém a concentracdo elevada até a ovulagdo da égua
(NEWCOMBE, 2007; PIERSON, 1993), estimulando a formag¢o de receptores
para progesterona no aparelho genital feminino em diversas espécies (VALLE et
al., 2007), porém o foliculo ovariano equino mostra-se dependente do grau de
vascularizagdo para a producdo de esteroides e ndo do seu didmetro de acordo
com Young Lai (1971). Segundo os autores Borges et al. (2013), o estudo
realizado apresentou uma taxa de concepgdo geral aos 15 dias de 85,4%, maior
que o presente estudo, porém, foi préxima aos valores descritos de 65 a 75%
(SQUIRES et al., 1999), e com a raga Mangalarga Marchador de 73,4% (LOPES
etal., 2011) e 74,9% (FLEURY et al., 2001).

Segundo Arruda et al. (2001) varios s3o os fatores que podem interferir
nos indices de prenhez das receptoras apds a TE, como a sincronia da ovulagdo
entre doadora e receptora, a qualidade dos embrides transferidos, o método de
transferéncia de embrides, o grau de alteracdes patologicas do endométrio
uterino de receptoras, o tonus uterino e cervical e a funcionalidade da glandula
luteinica da receptora. Essas andlises em termos praticos sdo utilizadas no
momento da avaliagio e escolha da receptora no programa de TE. E necesséria
uma ampliacdo nos estudos das caracteristicas citadas para que se possa
desvendar qual ou quais s@o os fatores que realmente podem influenciar na taxa

de gestac@o das receptoras.
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Tabela 10 Efeito da classe de didmetro do foliculo dominante da receptora em
relagdo a gestagdo

Gestacao
Classe Positiva (%)  Negativa (%) Total
< 35mm 44 73,33 16 26,67 60
>35mm 81 71,68 32 28,32 113
Total 125 48 173

P=0.8173

Diametro do foliculo da receptora x Gestaciao

M Positiva M Negativa

73,33 71,68

<35 mm >35 mm

Figura 10 Efeito da classe do foliculo dominante da receptora em relacdo a
gestagdo

Os foliculos dominantes das éguas receptoras foram separados em
classes medindo a partir de 30 mm até 45 mm. Nao houve diferenca (P=0,58)
para os tamanhos do FD das receptoras mostrando que esse ndo ¢ o fator

responsavel pela confirmacéo da gestagdo aos 60 dias.
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Nao houve diferenga (P=0,58) na proporcao de éguas gestantes entre os

didmetros do FD das receptoras (Tabela 10 e Figura 11). As éguas receptoras

eram controladas diariamente e seus foliculos mensurados por exames

ultrassonograficos retal, acompanhando-o do crescimento até a ovulagdo. O

corpo luteo resultante da ovulagdo era avaliado no dia da transferéncia do

embrido quanto ao tamanho e ecogenicidade e concluindo com a confirmagdo da

gestacdo com 60 dias de vida do embrido.

Tabela 11 Diametros dos foliculos dominantes das receptoras sobre a taxa de

gestacdo
Coletas

Classe Positiva (%) Negativa (%) Total
30mm 5 62,50 3 37,50 8
35mm 39 75 13 25 52
40 mm 60 68,97 27 31,03 87
45 mm 21 80,77 5 19,23 26
Total 125 48 173

P=0,5755
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Foliculos dominantes das receptoras x
Gestacao

M Positivo M Negativo

80,77

3 3,5 4 4,5

Figura 11 Diametros dos foliculos dominantes das receptoras sobre a taxa de
gestagdo
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9 CONCLUSAO

A raca Campolina, devido a selecdo de éguas doadoras de fertilidade
comprovada, mostrou uma taxa de prenhez maior que as demais ragas
agrupadas, pela logistica de poder utilizar o garanhdo em centrais de
transferéncia de embrido, facilitando a monta natural e/ou a utilizacdo do sémen
a fresco e a entrega do sémen resfriado no dia da inseminagdo artificial
programada quando comparado com o s€émen congelado/descongelado.

Eguas doadoras jovens com a idade abaixo de sete anos possuem
fertilidade igual quando comparadas com éguas entre 7 e 12 anos e acima de 12
anos nao havendo queda na taxa de coleta de embrido.

Garanhdes acima de seis anos ndo apresentam queda de fertilidade
quando comparados com garanhdes abaixo de seis anos na utilizacdo em
programas de TE de inseminagdo artificial com sémen fresco, resfriado,
congelado e/ou descongelado e a monta natural.

A utilizagdo do sémen congelado/descongelado apresentou redugdo na
taxa de coleta de embrido quando comparado ao fresco, refrigerado e a monta
natural.

A inducdo da ovulagdo se faz necessdria somente quando ha utilizagio
de sémen refrigerado devido a logistica de entrega da dose do sémen no dia
programado ou pela garantia da ovulacdo da égua doadora na utilizagdo da
inseminagdo artificial com s€émen congelado/descongelado.

O tamanho do foliculo dominante influi diretamente na taxa de coleta,

transferéncia de embrido e gestagdo de éguas receptoras.
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