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RESUMO

A transferéncia de embrides (TE), de modo similar a outras biotecnologias da
reproducado, apresenta significativas vantagens na sua aplicagdo, contando porém
com certas limitagdes. Essa biotecnologia aplicada aos equinos, desenvolveu-se
rapidamente nas Ultimas duas décadas. Contudo, algumas caracteristicas
fisioloégicas peculiares assim como problemas técnicos tém limitado seu amplo uso
na espécie equina quando comparado com a espécie bovina. O sucesso de um
programa de transferéncia de embrides esta intimamente relacionado a taxa de
recuperacao dos embrides a partir das éguas doadoras, sendo que as maiores
candidatas para estes programas incluem éguas idosas com histérico reprodutivo
ruim, que nao conseguem produzir um potro por monta natural ou inseminagao
artificial e éguas que participam de esportes equestres e ndo podem gestar. Neste
trabalho foram compilados dados referentes a quatro estacdes reprodutivas de um
centro especializado em transferéncia de embrides equinos. As variaveis utilizadas
para o capitulo 1 foram: estagao do ano, dia da coleta do embrido, conservacao do
sémen e numero de ovulagdes das doadoras e para o capitulo 2: tamanho do
embrido, grau do embrido, estagio embrionario e sincronia entre doadoras e
receptoras. O objetivo foi identificar dentro de um programa comercial de
transferéncia de embrides em éguas de hipismo, aspectos relacionados com as

colheitas e as taxas finais de prenhez de receptoras.

Palavras chave: égua, biotecnologia, transferéncia de embrides.



ABSTRACT

The embryo transfer (ET), so similar to other biotechnology of reproduction, has
significant advantages in its application, but with certain limitations. This
biotechnology applied to horses, has grown rapidly over the last two decades.
However, some unique physiological characteristics as well as technical problems
have limited its use in equine species when compared with the bovine. The success
of a program of embryo transfer is closely related to the recovery rate of embryos
from donor mares, and the highest candidates for these programs include older
mares with poor reproductive history, which can not produce a foal by natural or
mounts artificial insemination and mares involved in equestrian sports and can not
stay pregnant. In this study were compiled data from four seasons of a reproductive
center specializing in equine embryo transfer. The variables used for chapter 1 were:
the season, day of the embryo collection, preservation of sperm and number of
ovulation of the donor and to Chapter 2: Size of the embryo, the embryo level,
embryonic stage and synchrony between donors and recipients.

These figures are related to harvesting and transfer of embryos held in the center.
The objetive was check which factors have greater interference in the rates of

recovery and embryonic receiving end of pregnancy.

Key words: mare, biotechnology, embryo transfer
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1. INTRODUGAO

A utilizagdo da Transferéncia de Embrides (TE) em equinos tem aumentado
rapidamente nas ultimas duas décadas. Contudo, algumas caracteristicas biolégicas
peculiares assim como problemas técnicos tém limitado seu amplo uso na espécie
equina quando comparado com a espécie bovina (Squires et al., 1999).

As maiores candidatas para o programa de TE incluem éguas idosas com
histérico reprodutivo insatisfatorio, ao ndo conseguirem produzir um potro seja por
monta natural ou por inseminacao artificial (IA), embora as taxas de perdas
embrionarias em fémeas idosas sejam mais elevadas e a fertilidade decresga com a
idade da égua (Merkt et al.,, 2000; Lopes, 2002; Squires et al., 2003;). Segundo
Squires et al.(2003) éguas que estdo em competicdo, sdo também fortes candidatas
a esta biotecnologia.

A biotecnologia da TE consiste na colheita de um odécito fecundado
(embrido) de uma égua denominada de doadora, dotada de carga genética superior,
sendo o referido embrido, transferido (inovulado) para o utero de outra égua,
denominada de receptora, a qual tera a fungéo de levar a gestagado adiante até seu
final (Andrade, 1986).

Em relagdo a TE, o Brasil ocupa lugar de destaque na utilizagdo desta
técnica ao lado dos Estados Unidos e da Argentina, sendo um dos lideres,
realizando em torno de 3.500 transferencias por ano, de acordo com levantamento
da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides - IETS (Carneiro, 2005).

No inicio da década de 70, apenas a associagao americana da raga Quarto
de Milha abriu seu livro de registros para os potros nascidos frutos da biotecnologia

da transferéncia de embrides (Squires et al., 1999).
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Atualmente diversas associacbes de equinos e de criadores de cavalos

passaram a se beneficiar da TE, como é o caso das associagdes brasileiras dos
criadores de cavalos da raca Brasileiro de Hipismo (ABCCBH), da raca Mangalarga
Marchador (ABCCMM), da raga Mangalarga (ABCCM), da raca Quarto de Milha
(ABQM), da raga Arabe (ABCCA), da raga Paint Horse (ABCPaint) e da raga
Campolina (ABCCC) (Carmo, 2003).

As taxas de recuperagdo embrionaria apos lavagem uterina e de prenhez
relatadas no Brasil, tém variado entre 45,5% a 83,3% segundo relatos de Farinasso

et al. (1989); Meira e Henry (1991); Pastorello et al. (1996).

1.1) Justificativa

A transferéncia de embrides na espécie equina € uma biotecnologia da
reproducdo em franca expansao. Porém os resultados obtidos muitas vezes deixam

a desejar.

1.2) Objetivos

a) ldentificar dentro de um programa comercial de transferéncia de
embrides, aspectos relacionados com as colheitas de embrido;

b) Identificar dentro de um programa comercial de transferéncia de
embrides, aspectos relacionados as taxas de prenhez pds transferéncia
de embrides;

c) ldentificar os fatores de maior influéncia nos indices de recuperagéo

embrionaria;
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d) ldentificar os fatores de maior influéncia nos indices de prenhez pés-

transferéncia de embrides.

1.3) Estrutura da dissertagao

A primeira parte da dissertacéo é referente a introducado do assunto que foi
pesquisado, em seguida a revisdo de literatura geral do trabalho. O capitulo 1
discorre sobre fatores reprodutivos que interferem nos indices de recuperagao
embrionaria em um programa comercial de transferéncia de embrides em éguas de
hipismo. Ja o capitulo 2 trata dos fatores reprodutivos que interferem nos indices
prenhez em um programa comercial de transferéncia de embrides em éguas de

hipismo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1) Histérico da transferéncia de embrides

A primeira transferéncia de embrides em animais ocorreu em 1890, na
Universidade de Cambridge — Inglaterra, onde Walter Heaper realizou a primeira
transferéncia de embrides em animais de laboratério (coelha), com insucesso
(Gonsalves et al., 2002). Em 1929, Gregory Pincus e colaboradores obtiveram o
primeiro produto de transferéncia de embrides em coelha (Andrade, 1986).

Na espécie bovina, o primeiro relato foi descrito por Willet et al. em 1951 na
universidade de Wiscosin (EUA), resultando no nascimento do primeiro bezerro fruto
da biotecnologia. Em 1960, o mesmo grupo de pesquisadores relatou a importancia
da sincronizagao do estro entre doadoras e receptoras (Gonsalves et al., 2002).

Na década de 60, ocorreu significativo avango na transferéncia de embrides
na espécie bovina e a partir da década de 70 na mesma espécie, houve um grande
impulso para o programa comercial de embrides nos EUA, devido a modificagao da
técnica cirurgica através da laparotomia medial sob anestesia geral inalatéria e
posteriormente em nivel de flanco, para a técnica n&o cirurgica transcervical,
viabilizando e facilitando o uso desta técnica a nivel de fazenda (Gonsalves et al.
2002).

O primeiro relato de transferéncia de embrides na espécie bovina no Brasil
foi realizado pelo Professor Doutor J. HAHN em 1977, na Universidade Federal de
Santa Maria — RS, viabilizando a técnica aos meados dos anos 80 para todo o pais
(Gonsalves et al. 2002).

Por sua vez na espécie equina, os estudos envolvendo a transferéncia de
embrides foram realizados em 1969 por um grupo de pesquisadores japoneses. O

mesmo grupo de pesquisadores relatou mais tarde (1972) uma taxa de 45% de
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sucesso nas colheitas dos embrides, porem nenhuma concepgao foi confirmada

(Oguri e Tsutsumi, 1972).

Dois anos depois, os mesmos pesquisadores seguindo a mesma linha de
estudo, coletaram 18 embrides em 20 éguas, transferindo 15 destes pelo método
nao cirurgico transcervical, para éguas receptoras em sincronismo de —5 a +7 dias,
em relagcado as éguas doadoras, obtendo um percentual de concepcao de 40% dos
embrides transferidos (Oguri e Tsutsumi,1974).

Em 1972, na Inglaterra, foi relatado o nascimento do primeiro potro nascido
de um programa de transferéncia de embrides através da técnica cirurgica (Andrade,
1986).

No Brasil, a transferéncia de embrides na espécie equina teve seu marco
inicial em 1987, tendo sido introduzido no pais pelo Médico Veterinario Joao
Junqueira Fleury mediante o método cirurgico (Fleury et al., 1987), e por Marc Henry

e Cezinande Meira pelo método nao cirurgico (Henry e Meira, 1987).

2.2) Fisiologia reprodutiva da fémea equina

As éguas sdo animais classificados como poliéstricos estacionais, pois
possuem sua estacdo reprodutiva na primavera e no verdo. Trés sao os fatores
basicos, que explicam o carater estacional dos ciclos estrais nas éguas: nutri¢ao,
temperatura e fotoperiodo (Arruda, 1990).

O ciclo estral na espécie equina € uma combinagao de eventos fisioldgicos
que ocorrem entre duas fases, estro e diestro (Andrade, 1986), podendo-se também
denomina-las de fase folicular e fase luteal (Dieleman et al., 1986), que séao
intervaladas entre dois periodos sucessivos de cio (Andrade, 1986). A definicao de

ciclo estral de éguas mais proxima da ideal é a do periodo entre duas ovulagdes, no
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qual existe uma fase onde a égua apresenta evidentes sinais de estro, ou quando

esses sinais nao forem aparentes, onde ha uma baixa concentragcdo de
progesterona (concentragao inferior a 1 ng/mL) (Hughes et al.,1986).

Eguas mantidas sob dias longos (16h de luz/dia) apresentam atividade
ovariana ciclica, enquanto que éguas mantidas em dias curtos (8.5h) apresentam
ovario sem ciclicidade (animal em anestro). Esta variavel ocorre, em fung¢ao de dias
curtos, quando associa-se o decréscimo na secregao de gonadotrofinas hipofisarias
acarretando uma reducgao da atividade ovariana (Nagy et al., 2000).

O ciclo estral em éguas apresenta uma duragcao média de 21,7 £ 3,5 dias. A
fase folicular ou de estro apresenta uma duragdo média de 6,5 + 2,6 dias e a fase
luteal ou de diestro 14,9 £ 2,8 dias durante a estagao fisioldgica de monta (Ginther,
1992). A duracao da fase folicular é primariamente influenciada pela estagao do ano,
podendo também sofrer variagdes individuais ou raciais. A duragdo do estro
decresce com o correr da estagéo, coincidindo com o auge do verao, época na quais
os dias sdo mais longos, o fotoperiodo € maior e a foliculogénese € acelerada. A
duracado média do estro para observacgoes individuais varia de 2 a 12 dias e parece
imparcialmente ter repetibilidade dentro de cada individuo (Daels et al., 2002).

No estro, a fémea equina apresenta receptividade sexual ao garanhéao,
estando o trato genital preparado para aceitar e transportar os espermatozoides e a
ovulagdo devera ocorrer. Ja no diestro, a fémea n&o se mostra receptiva
sexualmente ao macho e o trato genital devera preparado para receber e nutrir o
concepto (Daels; Hughes, 1993). Durante o estro, o endométrio equino apresenta-se
edemaciado e o utero apresenta aumento da sua contratilidade, fazendo com que a
pressao intra-uterina se eleve e auxilie o transporte dos espermatozdides até a

juncao utero-tubarica (Allen et al., 2002). A secre¢do de progesterona, por sua vez,
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pode alterar o edema uterino, tanto em quantidade (menor edema) como em

qualidade (menor duragao), demonstrando o efeito da progesterona na dissipacgéo
do edema uterino (Pelehach et al., 2002).

Alteracgdes fisioldgicas podem ser observadas a palpagao uterina, via toque
retal, sendo usadas clinicamente e experimentalmente como uma forma para
determinar o estagio do ciclo estral nas éguas. Durante o estro o tébnus uterino é
relativamente flacido, tornando-se mais tenso durante o diestro (por volta do 16° ao
25° de gestacdo, quando o utero apresenta sua tensdo maxima. No inicio da
gestacdo o tbnus uterino é de suma importancia para a fixacdo e orientagcdo da
vesicula embrionaria (Hayes; Ginther, 1986). Bonafos et al. (1994) afirmaram que a
progesterona € o unico fator capaz de promover um aumento do ténus uterino. A
partir do 30° dia de gestacdo o ténus uterino ndo apresenta diferenga entre éguas
nao-prenhes tratadas desde o dia da ovulagdo com 100 mg de progesterona e
éguas gestantes. No entanto, entre os dias 11 e 29 de gestacao as éguas prenhes
apresentam um maior ténus devido a uma estimulacao local realizada pelo concepto
durante o periodo de mobilidade. Porém, Hayes e Ginther (1986), utilizando éguas
ovariectomizadas, constataram que a progesterona € capaz de causar ténus
equivalente ao observado no diestro, mas o tbnus maximo, semelhante ao tonus
encontrado por volta do 16°. ao 25° dia pods-ovulagdo, s6 € detectado quando a
progesterona esta associada ao estrogeno. Samper (1997) afirma que o edema
uterino € um indicador confiavel da competéncia estrogénica do foliculo dominante,
mas Watson et al. (2003) demonstraram que o edema uterino pode ocorrer na
presenca de foliculos anovulatorios, até mesmo quando estes foliculos produziram

baixas concentracdes de estradiol.
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2.3) Dinamica folicular em éguas

Com o uso da ultra-sonografia na reproducdo equina na década de 80, uma
maior precisdo da atividade ovariana, no que diz respeito ao recrutamento,
crescimento, divergéncia e atresia folicular, pdde ser estudada (Palmer e Driancourt,
1980), correlacinando-se a dinamica folicular aos mecanismos reguladores
hormonais (Mapletoft et al., 1994; Fortune, 1994).

Em equinos, semelhante aos bovinos e ovinos, durante a fase luteal ocorre o
desenvolvimento de ondas de crescimento folicular, diferente do que ocorre em
ratos, suinos e primatas, onde o crescimento folicular fica restrito a fase folicular
(Fortune, 1994).

Com a formagao do antro folicular, os foliculos tornam-se dependentes de
gonadotrofinas para novo desenvolvimento, o qual & evidente pela expressao de
receptores de FSH nas células da granulosa e de receptores de LH nas células da
teca interna, ocorrendo o crescimento de varios foliculos em sincronia,
estabelecendo-se uma onda de crescimento folicular (Webb et al., 1999). Segundo
Ginther (1992) a definicdo de onda folicular maior se aplica a um conjunto de
foliculos que inicialmente exibem crescimento sincronizado, sucedidos pelo
crescimento preferencial de apenas um, ocasionalmente dois foliculos. A onda
folicular maior divide-se em onda primaria e onda secundaria. A onda folicular
primaria inicia-se na metade do diestro e da origem ao foliculo ovulatério (>35mm). A
onda secundaria emerge no inicio do estro e usualmente resulta na formacgao de
grandes foliculos anovulatérios (>20 mm) ou, mais raramente, em ovulagdo durante
o diestro. As ondas que n&o apresentam foliculos dominantes sao classificadas

como ondas menores (Ginther,1992).
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A ocorréncia de ovulagdes durante o diestro, observadas em éguas

(ovulagbes secundarias com incidéncia de 25%) durante uma fase em que as
concentragdes de LH encontram-se baixas, com a presenca de alta progesterona,
sugere que o aumento pré-ovulatorio de LH ndo € um pré- requisito absoluto para o
processo de ovulacdo nesta espécie. Como consequéncia, essas ovulagdes
secundarias podem levar a uma condi¢cao de persisténcia luteal, ja que no momento
em que o endométrio esta secretando PGF2a, este CL secundario estaria refratario
a acgao luteolitica do mesmo (Daels, 1993).

Estudos comparativos da dinamica folicular entre racas, tem indicado maior
predisposi¢cao a duas ondas foliculares para as ragas PSI (Stabenfeldt et al.,1972),
Apallosa e Quarto de Milha (Ginther e Bergfeld, 1993), quando comparadas com as
racas Arabe e Pénei (Ginther, 1992; Dimmick et al., 1993) na primeira metade da
estacao reprodutiva.

Meira e Buratini (1998) realizaram um estudo visando a caracterizagdo do
desenvolvimento folicular em éguas Mangalarga. Os foliculos maiores que 10 mm de
didmetro, no dia 17 do ciclo estral, foram diariamente monitorados individualmente
por ultra-sonografia. Uma ou duas ondas foliculares foram detectadas,
respectivamente, em 81,25% (13/16) e 18,75% (3/16) dos ciclos.

A ovulacg&o na espécie equina ocorre quando o foliculo atinge por volta de 35
a 60 mm, com média em torno de 45 mm (Ginther, 1990; Ginther, 1985; Shirazi;
Gharagozloo et al., 2004).

Ovulagdes multiplas (predominantemente duplas ovulagbées) podem ocorrer
normalmente em éguas, sendo esta caracteristica uma variagédo individual de cada
animal, havendo também um fator hereditario envolvido (Urwin, 1983). A incidéncia

de ovulagbes multiplas em um determinando ciclo estral em éguas esta entre 4 e
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43% . Varios fatores como, raga, predisposi¢cao genética, e estagio reprodutivo, tém

influenciado a incidéncia de dupla ovulagao (Squires et al,1987).

Carnevale, Mckinnon e Squires (1988), estudando foliculos pré-ovulatorios
observaram que a ovulagao ocorre num periodo de 5 a 90 segundos, quando pouco
ou nenhum liquido folicular fica interno ao foliculo apds a ovulagao.

Na égua, a secregao do horménio luteinizante (LH) ndo ocorre de maneira
abrupta como nos outros mamiferos, mas sim de maneira crescente e essa
producao se inicia 6 a 8 dias antes da ovulagédo (Ginther, 1979). A produg¢ao mais
alta de LH so ira ocorrer aproximadamente entre os dias 1 e 3 pds-ovulagao. O final
da maturacao do odcito, a ruptura do foliculo e a evacuacao do fluido folicular tém
que ser bastante coordenada para que ocorra um sucesso na ovulagao (Pierson,
1993).

Aspecto relevante relativo a endocrinologia reprodutiva de equinos é que o
pico de LH ocorre aproximadamente 2 dias apds a ovulacdo, e a concentragcao de
LH na circulagao permanece elevada por um longo periodo, podendo estender-se
por uma semana ou mais apos-ovulagao (Miller et al., 1980). Greaves et al. (2001)
sugeriram que a queda na liberagdo de LH pds-ovulagdo ocorre devido a um
“feedback™ negativo entre a progesterona e o GnRH. A progesterona age na
hipéfise, alterando a responsividade ao GnRH e com isso promove reducdo da
secrecdo de LH. O GnRH é o mais expressivo regulador da secrecdo tanto de LH

quanto de FSH em éguas em diestro (Alexander e Irvine, 1996).
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2.4) Inseminacgao artificial em éguas

A inseminacao artificial € a biotécnica da reprodu¢do mais importante e mais
utilizada visando o melhoramento genético das espécies, em fungdo de que poucos
machos selecionados produzem espermatozdides para a inseminacdo de centenas
de fémeas por ano. Em contraste, poucos produtos podem ser obtidos de todas as
fémeas por ano, mesmo com o advento de novas biotécnicas como a transferéncia
de embrides e a fertilizagdo in vitro (AX et al., 2000).

Para a detecgdo das éguas em cio € necessaria a chamada rufiagdo e
quando nao € possivel executar esta pratica, faz-se necessaria a realizagao de uma
avaliacdo ginecoldgica por palpagao retal para identificar a presenga ou nido de
foliculos e a consisténcia do utero, a fim de se determinar em que fase do ciclo estral
encontra-se o animal (BRISKO e VARNER, 1992).

O ideal é que se fagca o controle folicular com acompanhamento ultra-
sonografico em programas de inseminagdo de equinos, a fim de se prever a
ovulagdo e decidir o melhor momento para a IA, limitando assim o numero de
inseminacdes (BRISKO e VARNER, 1992).

Nos equinos, a IA com pipeta orientada manualmente é realizada apds a
limpeza da vulva e seus arredores com papel toalha e na sequiéncia é calgcada a luva
plastica lubrificada com soro fisiolégico para o toque retal. A extremidade anterior da
pipeta de plastico (modelo |IA para bovinos), é protegida com a méo do técnico, para
a introdugdo na vagina, sendo a mesma orientada pelo dedo indicador para
passagem pela cérvice. O sémen é aplicado no corpo do utero, com seringa de

plastico adaptada a pipeta (WEISS et al, 2003).
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As inseminagbes com sémen fresco e refrigerado séo suficientemente

difundidas e a maioria dos criatérios de equinos utiliza-se destas técnicas, obtendo
resultados satisfatorios. Entretanto, a utilizagdo do sémen congelado ainda é restrita,
pois além de exigir um melhor controle do momento da ovulagéo, os resultados sao
inferiores aos obtidos com sémen fresco e refrigerado (SQUIRES et al., 1999,
WEISS et al, 2003).

Quando se utiliza sémen fresco de garanhdes sem problemas reprodutivos,
as inseminacbes podem ser realizadas a cada 48 horas, até a deteccdo da
ovulacdo, com 250 a 500 milhdes de espermatozodides viaveis, sendo os resultados
semelhantes aos obtidos com a monta natural (BRISKO e VARNER, 1992).

Sabe-se que o momento de se realizar as inseminagcdes com sémen
refrigerado € mais critico do que com sémen fresco. Os melhores resultados com
sémen refrigerado sdo obtidos quando as inseminagdes sao realizadas em um
intervalo de zero a 24 horas antes da ovulagdo, com 500 milhdes a um bilhdo de
espermatozoides. As taxas de concepgdo para os garanhdes que possuem boa
qualidade de sémen apds 24 horas de refrigeragéo € aproximadamente 10% menor
do que as taxas obtidas com sémen fresco (SQUIRES et al., 1999).

A porcentagem de prenhez com a utilizagdo do sémen congelado € baixa e
bastante variavel, sendo que esta variagdo se deve a diferentes protocolos de
congelagao; ao efeito do garanhado; a diferenca na fertilidade das éguas e aos
diferentes protocolos de inseminagcédo (BRISKO e VARNER, 1992). Indica-se que a
IA com sémen congelado seja realizada de zero a 24 horas antes da ovulag&o, ou
até 6 horas ap6s (SQUIRES et al., 1999).

Com o objetivo de melhorar os indices de fertilidade de individuos subférteis,

e maximizar o aproveitamento de animais férteis de alto potencial e conseguir
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melhores resultados com a aplicagdo do sémen congelado, alguns autores tém

realizado a IA histeroscopica em equinos. Nesta técnica se faz a deposi¢ao do
sémen sobre a jungao utero-tubarica com auxilio de um endoscépio. Morris et al.
(2000) obtiveram um indice de prenhez de 60%, inseminando 15 éguas com 10
milhbes de espermatozodides provenientes de sémen fresco, os quais foram
depositados sobre a papila tubarica com auxilio de um endoscopio.

PAPA e DELL’AQUA JUNIOR (2001) avaliaram o efeito do local de
deposi¢cdo do sémen e a concentracdo da dose inseminante e obtiveram 20% de
prenhez com a deposicao de 50 milhdes de espermatozoéides antes da ovulagdo no
corpo do utero e nenhuma prenhez com a deposicdo do mesmo numero de gametas
na extremidade do corno. Com a deposig¢ao de 150 milhdes de espermatozoéides pré
e 150 milhdes de espermatozoides pds-ovulagado obtiveram 40% de prenhez quando
0 sémen foi depositado no corpo do utero e 50% quando o sémen foi depositado na
extremidade do corno, ndo sendo observada diferenga estatistica entre os grupos
com diferentes locais de deposicdo do sémen.

RIGBY et al. (2001) obtiveram taxas de prenhez similares ao se comparar a

inseminacao artificial profunda em corno uterino com endoscépio e pipeta flexivel.

2.5) Transferéncia de embridoes em eqlinos

A transferéncia de embrides, assim como qualquer outra biotecnologia
reprodutiva, apresenta aplicagbes vantajosas e limitagdes. A principal aplicagao
relatada por MEIRA e BURATINI, (1998), visa elevar o nivel genético da progénie,
porém, os elevados custos desta biotecnologia limitam-se principalmente aos gastos

em manter as éguas receptoras, pelo fato de aguardar varios ciclos para receberem
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o embrido, uma vez que a espécie equina € monovulatéria (SQUIRES e SEIDEL,

1995).

ALLEN (1982) relata que as principais limitagbes na transferéncia de
embrides estado relacionadas com a dificuldade da biotecnologia superovulatéria e ao
processo de congelagdo de embrides, uma vez que 0 sucesso da criopreservagao
de embrides é maximizada aos embrides em fase de mérula (SQUIRES et al., 1999).

Dentre os fatores que podem influenciar a taxa de prenhez em programa de
transferéncia de embrides, citam-se: a sincronizagdo da doadora e da receptora, a
qualidade dos embrides, o0 método de inovulacao, as condi¢cdes nutricionais e uterina
das doadoras e das receptoras e o0 manejo geral das receptoras (Squires et al.,

1999).

2.6) Sincronizagao do cio e da ovulagdo entre doadoras e receptoras

com vistas a transferéncia de embrioes.

Nas éguas a sincronizagdo do estro e da ovulagdo possui uma maior
complexidade, quando comparada com outras fémeas de animais domésticos.
Provavelmente isso ocorre devido a longa fase folicular que possuem as éguas e
pela dificuldade que se tem de se adequar o controle do crescimento folicular
(DOUGLAS, 1986). A sincronizagao do estro e da ovulagdo permite que éguas
sejam cobertas ou inseminadas artificialmente em um periodo pré-determinado, com
ou sem a deteccdo de cio. A principal aplicacdo da sincronizacdo do estro e da
ovulagdo em éguas é na transferéncia de embrides, quando a ovulagdo da égua
receptora deve ocorrer um dia antes a dois dias apds a ovulagdo da égua doadora

(SQUIRES, 1993).
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Em estudos mais antigos, havia grande preocupagao com a sincronia entre

doadora e receptora. Resultados de um programa com grande numero de
transferéncias cirurgicas utilizando éguas receptoras que haviam ovulado dois dias
antes (+2) a trés dias depois ( - 3) em relagdo a doadora, revelaram apenas uma
queda na taxa de prenhez quando do uso de receptoras +2, sem diferencgas entre os
demais dias (McKINNON e SQUIRES, 1988). OGURI e TSUTSUMI (1980)
reportaram 63% de prenhez apds transferéncia nao-cirurgica para receptoras que
ovularam 48 h depois da doadora contra 0% em receptoras que ovularam 48 h antes
da doadora. Dessa forma, preconizou-se por muitos anos a transferéncia dos
embrides para receptoras +1 a - 2, ou seja, que ovularam um dia antes até dois dias
depois da doadora.

Diversos estudos tém demonstrado que o sincronismo entre as éguas
doadoras e receptoras de embrides é fundamental para o sucesso da transferéncia
de embrides, constatando-se que os melhores indices de gestagdes para as éguas
receptoras sdo os sincronismos entre -3 e +1 em relagdo as éguas doadoras
(sincronismo “0” é o dia da ovulagdo). (MCKINNON et al., 1988; SQUIRES e
SEIDEL, 1995; PERES et al., 2002).

Trabalhos mais recentes tém mostrado que a sincronia entre doadoras e
receptoras pode ser bem mais flexivel do que se pensava, até porque se pode
realizar a colheita do embrido em dias diferentes. Segundo JACOB et al. (2002),
receptoras ovuladas um dia antes até cinco dias apds a doadora podem ser
utilizadas sem afetar as taxas de prenhez. Na verdade, mais relevante que a
sincronia entre doadora e receptora € o numero de dias pds-ovulacdo que a
receptora apresenta no momento da transferéncia, conforme salientado por

CARNEVALE et al. (2000).
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A esse respeito, dados de diversas estagcdes reprodutivas em dois

programas comerciais no Brasil com as ragas Mangalarga e Mangalarga Marchador
foram analisados e revelaram similaridade (P>0.05) nas taxas de prenhez em
receptoras que foram utilizadas do terceiro ao oitavo dia pés-ovulagcéo (FLEURY et
al., 1989; JACOB et al., 2002). Esses resultados sdo de grande importancia pratica,
uma vez que conferem maior flexibilidade a utilizacdo das receptoras reduzindo, por
conseguinte, o numero de receptoras alojadas e o tempo necessario para torna-las
gestantes.

Quando em um rebanho com expressivo numero de éguas receptoras for
avaliado, as éguas que ovularem no periodo apropriado devem ser selecionadas,
mas quando um pequeno numero de receptoras for utilizado, a ovulacdo da doadora
e da receptora deve ser sincronizada (BLANCHARD; VARNER; SCHUMACHER,
1998).

Prostaglandina e progesterona tém sido utilizadas na tentativa da
sincronizagdo da ovulagcdo em éguas. Porém, a combinacdo de progesterona e
estradiol-178 tém se mostrado mais eficiente, pois esse tratamento inibe o
desenvolvimento folicular mais uniformemente do que a progesterona utilizada
isoladamente. O resultado € uma menor variagdo no momento da ovulacio.
Progesterona (150 mg) e estradiol-17p (10 mg) em veiculo oleoso sdo administrados
via intramuscular diariamente durante 10 dias, com 10 mg de prostaglandina
(PgF2a), também intramuscular, aplicada no dia 10. O tratamento da primeira
receptora deve ser iniciado um dia apds o inicio do tratamento da doadora e a
segunda receptora dois dias apos, visando garantir que a receptora ndo ovule antes

que a doadora. (BLANCHARD; VARNER; SCHUMACHER, 1998).
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Apds o 10° dia de tratamento, todas as éguas devem ser monitoradas por

ultrassonografia diaria para detectar o dia da ovulagdo. Em geral as éguas ovulam 9
a 13 dias apods a aplicagdo da prostaglandina F 2 alfa (SQUIRES, 1993). Quando a
gonadotrofina coribnica humana (hCG) é administrada ap6s a detecgcdo de um
foliculo de 35 mm, aproximadamente 75% das éguas ovulam no dia 10 a 12 apés o
término do tratamento, ou seja esse foliculo ovula de 24 a 48 horas apds a aplicagao
do hCG, acelerando a maturagao final do foliculo e a ovulagdo (SQUIRES, 1993).

Duas receptoras devem ser sincronizadas para cada doadora, sendo que a
com a melhor sincronizagao deve ser escolhida para a transferéncia. Outro motivo
para a utilizacado de duas receptoras ocorre quando sao coletados dois embrides de
uma doadora (BLANCHARD; VARNER; SCHUMACHER, 1998).

Outras excelentes candidatas a inovulagdo sao as receptoras que ovulam
trés dias apdés a doadora, indicando-se a administracdo intramuscular de
progesterona (300 mg/dia), iniciando-se a aplicagdo no dia da ovulagdo. Esse
tratamento ira resultar em uma adequada receptora para a TE, mesmo se esta
ovular 5 a 6 dias ap6s a doadora. O tratamento com a progesterona deve ser
mantido por pelo menos 5 dias, ate que o corpo luteo (CL) da receptora torne-se
totalmente funcional (SQUIRES, 1993). Recentemente uma preparacéo injetavel de
progesterona de longa acédo (P4 LA) (1,500 mg) vem sendo utilizada a cada sete
dias em éguas ciclanco apos a administragdo da prostaglandina F2 alfa (PGF2 alfa)
e efetivamente mantém os niveis de P4 durante a fase luteal das éguas (PESSOA,
2004). O uso da P4 LA é extremamente vantajoso, pois as formas de progesterona
de curta acdo requerem bastante trabalho e estressa o animal devido as repetidas

injecdes diarias utilizadas nos animais (PESSOA, 2004).
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Em éguas que estdo ciclando, a proposta da indugcdo da ovulagado é

aprimorar os indices reprodutivos e sincronizar a ovulagdo no momento mais
préximo da cobertura do garanhdo ou da inseminagao artificial (PALMER, 1993).
Quando se utiliza sémen a fresco ou a cobertura natural, o intervalo de 0 a 48 horas
da inseminagédo até a ovulagcdo é aceitavel, mas ao se utilizar sémen congelado,
esse intervalo reduz-se a menos de 24 horas, ou seja, a precisdo é torna-se muito
maior (PALMER, 1993). O método mais apropriado para a indugao da ovulagao
consiste na deteccdo do desenvolvimento e tamanho do foliculo através da palpagao
retal, ou preferivelmente da ultra-sonografia, induzindo-se a ovulagdo quando o
foliculo atinge um determinado tamanho (PALMER, 1993). Muito embora uma
dimensdo minima (em mm) a resposta ovulatéria de um foliculo, provocada
mediante estimulo da administracdo de LH né&o ter sido especificamente estudada,
PALMER (1993) relata bons resultados ao utilizar agentes indutores da ovulagédo em
foliculo minimo de 35 mm para uma resposta satisfatoria.

O uso da hCG para induzir a ovulagao em éguas foi primeiramente descrito
por Day (1939). Desde o inicio, o uso do hCG como um agente ovulatério tem sido
muito estudado e frequentemente usado na pratica (VOSS, 1993). Em esquemas de
sincronizagao de estro (SC), o hCG é frequentemente usado em combinagdo com
agentes luteoliticos ou produtos que estimulem a atividade folicular, como o0 GnRH e
seus analogos, pois ele quando usado sozinho torna-se ineficiente (VOSS, 1993). A
dose para induzir a ovulagao varia de 1500 a 4000 Ul administrada intravenosa ou
intramuscular, sendo em geral mais utilizada € a de 2500 Ul via intravenosa (VOSS,
1993). Ja DAVIDSON (1947) havia demonstrado que a ovulagao foi induzida entre
24 e 48 horas ap6s a injecdo de hCG (PALMER, 1993). A principal desvantagem do

uso da hCG, além do elevado custo, € que devido a ele ser uma proteina, sua
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administracdo exogena acaba produzindo anticorpos contra ele mesmo (VOSS,

1993). Os primeiros pesquisadores a reportar os efeitos adversos da administragao
do hCG observaram uma redugdo na porcentagem de éguas que respondiam
favoravelmente durante sucessivos ciclos. Uma completa falha na resposta a
indugcdo da ovulagao foi encontrada no terceiro ciclo seguido do uso do hCG
(PALMER, 1993). Mais tarde outro grupo de pesquisadores confirmou que éguas
desenvolvem anticorpos apos duas a cinco injegdes quando utilizadas em
sucessivos ciclos (VOSS, 1993).

O acetato de deslorelina é um agonista sintético do GnRH, sendo 144 vezes
mais potente que o GnRH puro (CONN & CROWLEY, 1991). A administragcdo em
éguas no estro com um foliculo maior que 35 mm induz a ovulagdo em
aproximadamente 42 horas (MUMFORD et al., 1995). De acordo com BRADECAMP
(2007), a grande vantagem da utilizagdo do acetato de deslorelina é que este
farmaco possui um menor peso molecular comparado ao hCG, podendo ser
administrado varias vezes durante a estacdo de monta, reduzindo as chances de

criacdo de anticorpos mesmo apos varias aplicagoes.

2.7) Técnica de colheita e transferéncia de embriées em equinos

Para a colheita de embrides podem ser utilizados dois métodos: o método
cirargico e o nao cirurgico, sendo que esse ultimo, o mais utilizado como rotina. As
colheitas podem ser realizadas no 7° e 8° dias apds a ovulagdo, com cateteres
possuindo baldo com capacidade para 75 ml de ar, com comprimento variando entre
80 e 150 cm, podendo ser alongado com mangueira plastica siliconizada (FLEURY
et al., 2001). Uma técnica bastante difundida no Brasil é descrita por FLEURY et al.

(1999) para coletas de embrides variando de 7 a 9 dias apds a ovulagao da doadora.
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Os autores obtiveram taxa de recuperagao embrionaria, de visualizagdo do embriao

no filtro e taxa de prenhez de 58,0; 72,1 e 74,7 % para embrides de 8 dias e de 54,5;
94,7 e 76,5 % para embrides de 9 dias, respectivamente. O procedimento nao
cirurgico de coleta do embrido do lumen uterino é relativamente simples. Apds
introduzir o catéter pela cérvice (via transvaginal) e aloja-lo no corpo uterino, o balao
€ inflado com 50 ml de ar, tracionando-se para ser mantido em intimo contato com a
porcao uterina da cervix. (FLEURY et al.,, 2001). Através deste catéter, sao
infundidos de 1 a 3 litros de meio tamponado no utero da égua, dependendo do
tamanho do utero da doadora. Este fluido € entdo drenado diretamente para um
filtro. O procedimento é repetido de uma a trés vezes. O embrido € identificado e
qualificado morfologicamente. A transferéncia pelo método nao cirurgico é o mais
utilizado devido a facilidade, sendo semelhante a inseminacéo artificial. Coloca-se o
embrido em uma pipeta de inseminacgao, transferindo-o para o corpo do utero
(CARNEIRO, 2005).

Na transferéncia transcervical, a égua receptora devera ser preparada da
mesma maneira que a doadora. O operador deve utilizar luva de palpagcdo. Em
seguida uma seringa de 10 ml, deve ser acoplada a uma pipeta de inseminacéo, e
todo o material utilizado deve estar estéril. Em seguida, aproximadamente 4 ml de ar
€ sugado para o interior da seringa e a extremidade da pipeta € posicionada junto a
placa de Petry contendo o embrido (BLANCHARD; VARNER; SCHUMACHER,
1998b). A pipeta € preenchida, respeitando-se a seguinte sequéncia: coluna de meio
(PBS + 15% de SFB) + coluna de ar + coluna de meio contendo o embrido + coluna
de ar + coluna de meio (FLEURY et al., 2001). Isso previne a que o embrido se
movimente dentro da pipeta reduzindo as chances de perda do mesmo

(BLANCHARD; VARNER; SCHUMACHER, 1998b). Na sequéncia, o operador utiliza
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uma pequena quantidade de lubrificante estéril e atravessa a pipeta manualmente

pela vagina. Com o dedo indicador da mao, gentilmente dilata-se o lumen cervical,
introduzindo a pipeta pela cérvice ate chegar ao utero. Retira-se o dedo e segura-se
firmemente a cérvice, até que todo o conteludo da seringa seja depositado no utero
da receptora. Na sequUéncia, retira-se vagarosamente a pipeta (BLANCHARD;

VARNER; SCHUMACHER, 1998b).

2.8) Selegao de éguas receptoras

O sucesso em um programa comercial de TE depende da identificacdo dos
fatores que afetam a gestacdo e a morte embrionaria (CARNEVALE et al., 2000).
SQUIRES, MCCUE e VANDERWAL (1999) e CARNEVALE et al. (2000) relataram
que o fator mais importante para se obter sucesso em um programa de transferéncia
de embrides € a escolha e 0 manejo das receptoras.

Selecdo e manejo de receptoras podem ser fatores muito importantes
afetando o sucesso de um programa de transferéncia de embrides em equinos. Os
critérios de selecdo incluem tamanho ideal, idade, temperamento docil e bom
desenvolvimento mamario. As receptoras necessitam ter um ciclo estral normal e
serem livres de problemas reprodutivos (SQUIRES et al., 1999; CARNEVALE et al.,
2000; LOPES, 2002; SQUIRES et al., 2003).

Esta selecdo de éguas aptas a serem utilizadas como receptoras, continua
sendo o maior problema em um programa de transferéncia de embrides (DOWSETT;
WOODWARD; BODERO, 1989). Na avaliagao das receptoras inclui-se: detecc¢ao de
um CL visivel (via ultra-sonografia), presenca de liquido intra-uterino, cistos e dobras

endometriais e avaliagdo da parede uterina. Estas analises combinadas com o ténus



29
uterino e cervical determinados pela palpagdo retal, sdo os principais critérios

utilizados para a selecao da receptora (SQUIRES; McKINNON; SHIDELER, 1988).

CARNEVALE et al. (2000), realizando um estudo retrospectivo no qual foram
avaliadas 638 fémeas equinas receptoras de embrides, durante os anos de 1996 a
1998, classificaram as receptoras avaliadas no 5° dia pés-ovulagdo como aceitaveis
(CL grande e bastante ecogénico e tbnus uterino e cervical de intensidade boa a
excelente) ou pouco aceitaveis (CL pequeno e ou de fraca ecogenicidade e ou tdnus
uterino e cervical de intensidade regular a fraca). indices de prenhez aos 50 dias de
gestacado foram significativamente superiores em prol das receptoras consideradas
aceitaveis (60%) e (45%) para as receptoras pouco aceitaveis (P<0,05). Eguas com
um excelente tonus cervical e uterino apresentam taxas mais elevadas de gestagao
do que éguas com menores tonus (SQUIRES et al., 2003). Receptoras com baixa
classificagao no 5° dia pds-ovulagao e com ténus uterino reduzido estdo associadas
as baixas taxas de gestagdo. A diminuicdo do tbnus uterino, em receptoras de
embrides pode ser um indicativo de que o meio ambiente uterino ndo apresenta uma
maxima compatibilidade com o crescimento e o desenvolvimento do embrido
(CARNEVALE et al.,, 2001). MCCUE et al. (1999) sugeriram que uma baixa
concentragdo plasmatica de progesterona, aparentemente esta relacionada a uma
reducdo no ténus uterino e cervical.

A anatomia ultra-sonografica do utero é dramaticamente influenciada pelo
estagio do ciclo estral e depende da prevaléncia da concentragdo circulatoria de
esteréides de origem ovariana (GINTHER, 1979). A parede uterina deve
apresentar-se bastante espessada durante o estro; ja em diestro a parede uterina

atinge sua minima espessura (GINTHER; PIERSON, 1984).
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O uso do ultra-som permite a avaliagdo do utero em relagdo a

morfoecogenicidade, a presenga de contragdes, a mensuragao dos cornos e do
corpo uterino e ainda se existe a presencga de afecgdes, fluido, cistos endometriais,
ar, fetos, corpo estranho e/ou neoplasias (GINTHER; PIERSON, 1984). HAYES et al.
(1985) classificaram a morfoecogenicidade uterina em valores de um a trés, sendo o
um representando o utero bastante homogéneo, semelhante ao encontrado no
diestro e trés um dutero bastante heterogéneo com a presenga de dobras
endometriais. Neste estudo, a classificagdo uterina aumentou gradualmente do
sétimo dia anterior a ovulagdo e atingiu o seu valor mais elevado no segundo e
terceiro dias pré-ovulatério, ocorrendo entdo um declinio até se chegar ao valor
minimo caracteristico de diestro nos dias 2 ou 3 pdés-ovulagao. Os autores também
alegam que o mecanismo da progesterona na caracterizagao do escore uterino
ainda ndo é conhecido, corroborando dados obtidos por GINTHER e PIERSON
(1984). Em observacgdes preliminares, as caracterizagbes dos escores uterinos nao
sao diferentes nas éguas, tanto no periodo anovulatério, quanto no meio do periodo
de diestro. Isto sugere que baixas concentragcdes de estrogenos tém maior
importancia do que altos indices de progesterona no desenvolvimento de
endométrio, caracteristico de diestro (HAYES et al., 1985). Pesquisadores afirmam
que fémeas equinas que apresentam edema endometrial no quinto dia pés-ovulagao
nao devem ser utilizadas como receptoras de embrides neste ciclo (SQUIRES;

MCCUE; VANDERWALL, 1999; SQUIRES et al., 2003).



31
2.9) Potenciais fatores de influéncia sobre o resultado da colheita de embri6es

em éguas

O sucesso de um programa de transferéncia de embrides esta intimamente
relacionado a taxa de recuperagao dos embrides a partir das éguas doadoras.
Dados referentes a cinco anos em uma fazenda de criacdo da raga Mangalarga
Marchador totalizando 658 lavados revelaram uma taxa de recuperagao embrionaria
de 63,4% (JACOB et al., 2002).

SQUIRES et al. (1987) estudaram as caracteristicas reprodutivas de éguas
que apresentaram ovulagbes espontdneas simples ou duplas e de éguas
superovuladas com extrato de pituitaria equina. A recuperacdo embrionaria no
sétimo dia pés-ovulagao foi de 58,2% para éguas com ovulagao simples e de 106%
para éguas com ovulagao dupla esponténea. As éguas superovuladas com extrato
de pituitaria equina, produziram cerca de trés vezes mais embrides do que as éguas
controle (2,0 vs. 0,65 embrides/égua).

Recentemente, CARMO et al. (2003) estudaram a incidéncia de ovulagdes
duplas em éguas da raga Brasileiro de Hipismo e suas implicagbes em um programa
de transferéncia de embrides. De um total de 829 ciclos estrais analisados, 47%
apresentaram ovulagdes simples e 53% ovulagdes multiplas (duplas ou triplas). A
taxa de recuperacao embrionaria foi de 59% para os ciclos com ovulagdes simples e
de 88% para os ciclos com mais de uma ovulagéao.

Quanto ao dia ideal para a colheita dos embrides, é sabido que o embrido
equino chega ao utero materno entre o quinto e o sexto dia pds-ovulagédo
(GINTHER, 1992). Colheitas realizadas seis dias apés a ovulagdo, geralmente
fornecem resultados ligeiramente inferiores, mas sdo necessarias quando se deseja

congelar os embrides devido a maior viabilidade apdés a congelagcdo e
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descongelagao dos embrides de seis dias em comparagao aos de sete ou mais dias

(SQUIRES et al.,, 1999). IULIANO et al. (1985) obtiveram taxa de recuperacao
embrionaria menor no dia 6 pds-ovulagéo (66%) do que no dia oito (82%). A taxa no
dia sete (75%) néo diferiu significativamente dos dias seis e oito.

Dados relativos a um programa comercial de TE em equinos no Brasil com
grande numero de colheitas reforcam as informagdes previamente mencionadas,
nao tendo sido verificadas diferengas significativas na recuperagcao embrionaria nos
dias sete, oito e nove pos-ovulagao (49,3 58,0 e 54,5%, respectivamente segundo
dados de FLEURY e ALVARENGA (1999).

Recentemente, tem sido sugerido que o desenvolvimento embrionario e o
transporte pelo oviduto de éguas mais velhas, poderia estar retardado, preferindo-se
assim as coletas feitas no dia 8 ou 9 como as mais apropriadas para éguas mais
velhas (SQUIRES et al ., 1999).

Outro fator importante que afeta a recuperacdo embrionaria € sem duvida
alguma o estado reprodutivo da égua doadora. Segundo SQUIRES et al.(1999)
éguas idosas com historico reprodutivo ruim, geralmente produzem menos embrides.
CARNEVALE e GINTHER (1992) relataram que éguas idosas apresentaram maior
incidéncia de inflamacdo endometrial, taxa de prenhez reduzida e maior incidéncia
de morte embrionaria. Além disso, a idade avancgada foi relacionada ao menor tonus
e contratilidade uterina. Posteriormente, estes mesmos pesquisadores CARNEVALE
e GINTHER(1995) transferiram ovocitos de éguas idosas para o oviduto de éguas
jovens e vice-versa. Apos inseminagao artificial, 30,7% (8/26) dos ovdcitos de éguas
idosas transferidos para jovens resultaram em formacdo de vesicula embrionaria,

enquanto os ovocitos de éguas jovens geraram 91,6% (11/12) de gestagdo. Os
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autores concluiram entdo que a reduzida fertiidade das éguas idosas esta

associada a produgao de ovécitos defeituosos.

A qualidade do sémen a ser utilizado em um programa de TE é fator de
extrema importancia. Como a escolha dos garanhdes € baseada em suas
caracteristicas morfolégicas e de performance atlética e raramente leva em
consideragao a questao da fertilidade, ndo € incomum ocorrer queda da recuperagao
embrionaria em fungdo da utilizacdo de sémen de ma qualidade. A fertilidade do
sémen é extremamente variavel entre garanhdes. As taxas de prenhez por ciclo
estral em éguas apos inseminacao artificial com sémen fresco de onze garanhdes
variaram de 40 a 79% (AMANN e PICKETT, 1987). DOUGLAS (1979) reportou taxa
de recuperagdo embrionaria de 36% com a utilizagdo de um garanhao e de 72%
com outro. Segundo SQUIRES et al., (1999) o sémen fresco geralmente fornece
melhores resultados de recuperacao de embrides do que o sémen refrigerado ou

congelado.

2.10) Potenciais fatores que afetam as taxas de prenhez apdés a transferéncia

de embrides eqtinos

Ap6s duas décadas de pesquisa e desenvolvimento da técnica de
transferéncia de embrides na espécie equina, ndo é incomum encontrar nos dias de
hoje taxas de prenhez apds a TE, comparaveis as obtidas por ciclo estral com o uso
de monta natural ou inseminacao artificial.

Dentre os fatores que podem influenciar a taxa de prenhez em um programa
de transferéncia de embrides, podemos citar: o método de inovulacdo, a

sincronizacao da doadora e da receptora, a qualidade dos embrides, as condi¢des
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nutricionais e uterina das doadoras e das receptoras e o manejo geral das

receptoras (SQUIRES et al., 1999).

Dois trabalhos recentes desenvolvidos em programas de TE com a raca
Mangalarga Marchador revelaram taxas de prenhez de 70,3% (JACOB et al., 2002)
e 72,5% (GOMES et al., 2004). Geralmente as coletas sdo realizadas no dia 7 ou 8
apo6s a ovulagao, exceto os embrides para congelamento, os quais sao coletados no
dia 6 apdés a ovulacdo (SQUIRES et al.,1999). Embrides coletados 6 dias apos a
ovulagao tem menores taxas de recuperacao que aqueles coletados do dia 7 ao dia
9 (SQUIRES et al.,1999). Entretanto, IULANO et al. (1985) registraram taxas de
recuperacao de embrides de 65, 75 e 82 % para coletas no sexto, sétimo e oitavo
dia ap6s a ovulacao, respectivamente, e FLEURY (1998) verificaram-se taxas de
recuperacao embrionaria de 49,3; 58,0 e 54,5 % em coletas realizadas no sétimo,
oitavo e nono dias pés-ovulagao. Contudo, SQUIRES (1993) observou que embrides
de nove dias (blastocisto expandido), o aumento da relagdo volume/superficie torna
o embrido mais sensivel ao manuseio.

FLEURY (1998) e FLEURY et al. (1999) concluiram que, com adequado
manuseio e técnica ndo cirurgica, as taxas de prenhez obtidas com embrides
coletados no dia 8 ou 9 foram similares as obtidas com embrides coletados no dia 7
apds ovulacdo. Se as receptoras sdo selecionadas baseadas na sincronia da
ovulacdo das doadoras, especialmente quando se transferem embrides com 8 e 9
dias, deve-se modificar a selegdo para evitar a transferéncia em receptoras com
muitos dias poés-ovulagdo (CARNEVALE et al., 2000). Estudos conduzidos com
embrides mais jovens mostraram que as taxas de prenhez foram menores apds a
transferéncia de pequenos embrides ou morulas (100 a 299 micra). Esses resultados

nao necessariamente indicam que a viabilidade € menor quando os embrides
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pequenos ou morulas sao coletados inicialmente apds a ovulagao, por exemplo, no

dia 6. Provavelmente, muito desses embrides encontravam-se atrasados em seu
desenvolvimento na ocasiao das coletas (CARNEVALE et al., 2000; SQUIRES et al.,
2003). Tais observagdes foram anteriormente relatadas por VANDERWALL, 1999, o
qual verificou em éguas com idade avangada, atraso no desenvolvimento
embrionario e no transporte dos mesmos pelo oviduto. Recentemente, tem sido
preconizado coletas no dia 8 ou 9 pds ovulagdo em éguas mais velhas (SQUIRES et
al., 1999). Cinquenta por cento de embrides coletados entre 10,5 e 13,5 dias pods-
ovulagao, ndo desenvolveram-se em funcéo de colapso nas mangueiras condutoras
do liquido sifonado e foram descartados (SIROIS et al., 1987). Da mesma forma,
SQUIRES (1993) ressalta que os melhores indices de gestacdo ocorreram em
embrides com oito dias de idade do que com os de nove dias de vida. De acordo
com FLEURY et al. (2002) embrides grandes (blastocistos expandidos) podem ser
transportados e transferidos, resultando em boas taxas de prenhez. Os autores
obtiveram 77,2 % de prenhez com embrides acima de 1000 um, transportados a
temperatura ambiente. A deposicdo do embrido no corno uterino pode ser testada
como forma de se verificar possivel vantagem do mesmo na migragao uterina,
processo muito importante no reconhecimento materno da gestagdo (CARVALHO,
2000). O mesmo autor ndo encontrou diferengas nas taxas de prenhez de embrides
depositados no corno ou no corpo uterino, muito embora cite que as taxas de
prenhez em receptoras com deposigdo do embrido no corno uterino encorajem sua
utilizagao.

Embrides equinos tém sido transferidos pelo método cirurgico através de
incisdo no flanco e pelo método nao-cirurgico via transcervical. Segundo SQUIRES

et al. (1999), o método cirurgico apesar de ser mais oneroso fornece taxas de
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prenhez mais consistentes do que o transcervical (65 a 75% vs. 50 a 75%

respectivamente). No entanto, dados provenientes de pesquisas executadas por
SILVA (2003) e de programas comerciais de TE no Brasil conduzidos por
profissionais criteriosos e experientes nas ragas, Mangalarga (FLEURY e
ALVARENGA, 1999), Mangalarga Marchador (JACOB et al., 2002; GOMES et al.,
2004) e Quarto de Milha / Paint Horse (PESSOA et al.,2004), tém demostrado que o
método transcervical gera taxas de prenhez consistentes em torno de 70%, nao
justificando a realizagdo do procedimento cirurgico. Considerando o método
transcervical, diferentes dispositivos tém sido utilizados na transferéncia. PERES et
al. (2002) nado observaram diferengas significativas nas taxas de prenhez pos-
transferéncia com a utilizagdo do transferidor francés (59%), da pipeta de
inseminacao artificial (54%), do transferidor alemé&o (44%) ou do aparelho comum
constituido por um tubo de ago inox, dentro do qual perpassava-se um tubo de
polietileno contendo o embrido (62%).

Recentemente foi desenvolvido um método alternativo para se executar a
inovulacdo de embrides equinos, consistindo em depositar o embrido no utero da
receptora mediante uma inje¢do intra-uterina guiada por ultra-sonografia. SILVA
(2003) relata que essa nova técnica foi comparada ao método transcervical e nao
foram encontradas diferengas significativas nas taxas de prenhez, as quais foram de
76,9 e 78,9%, respectivamente. Entretanto, trata-se de uma técnica mais onerosa e

complexa cuja aplicagao se restringe a situagdes especiais.
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ALGUNS FATORES RELEVANTES EM PROGRAMA DE TRANSFERENCIA

DE EMBRIAO, RELACIONADOS COM A RECUPERAGAO EMBRIONARIA, EM
EGUAS DA RACA BRASILEIRO DE HIPISMO
Carlos Eduardo Camargo’,
Romildo Romualdo Weiss?,
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RESUMO
O objetivo da presente pesquisa foi avaliar alguns aspectos relevantes, com
potencial poder de interferéncia nos indices de fertilidade, de um Centro Comercial
de Transferéncia de Embrides em éguas da raca Brasileiro de Hipismo. A analise
dos dados compreendeu as temporadas reprodutivas de 2003/2004, 2004/2005,
2005/2006 e 2006/2007, perfazendo 699 dados de colheitas de embrido de 120
animais doadores. Dentre as 120 éguas doadoras de embrido, havia animais sem e
com problemas reprodutivos. Foram avaliadas as variaveis: tipo de conservacédo do
sémen gerador dos embrides, meses do ano em que as coletas eram executadas,
dias de ovulagdo da doadora (idade embrionaria) e tipo de ovulagdo (Unica ou
multipla). Em conclusdo: foram observadas diferengas significativas relativas ao tipo
de conservagcdo do sémen empregado nas inseminagdes artificiais (IAS), havendo
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sémen congelado nas transferéncias de embrido (TEs) equinas; ndo houve diferenca

entre o percentual de embrides colhidos dentro ou fora da estagcdo reprodutiva;
quanto as taxas de recuperagdo e idade embrionaria, constatou-se diferenca
(p<0,01), nas coletas feitas nos dias 7, 8 e 9 pds ovulagdo ao se comparar com as
taxas de recuperacéo dos dias 6 e 10; relativamente ao tipo de ovulagédo das éguas
(ovulagdo unica ou multipla), verificou-se que nas ovulagbes multiplas coletou-se
maior numero de embrides (p<0,01) do que na ocorréncia de ovulagao unica.

Palavras-chave: égua doadora; raga Brasileiro de Hipismo; transferéncia de

embrides; recuperagao embrionaria; idade embrionaria

SOME RELEVANT FACTORS REGARDING THE RATES OF EMBRYONIC
RECOVERY IN A PROGRAM OF EMBRYO TRANSFER IN MARES FROM THE
BRAZILIAN HORSE JUMPING

ABSTRACT
The aim of the present research work was to evaluate some relevant aspects,
potentially able to interfere in the fertility rates of Brazilian horse jumping mares from
a Trade Center of Embryo Transfer. Results from a total of 699 embryos samples
from 120 donors animals were considered and analysed, covering the reproductive
seasons of the years 2003/2004, 2004/2005; 2005/2006 and 2006/2007. Among the
120 embryo donors mares, there were healthy as well as problems ones, in regard
to their reproducing capability. The following variables were evaluated: methodology
for the embryo generator semen maintenance, months of the respective year when
the collect was carried out, days of the donors ovulation (embryonic age) and type of
ovulation (unique or multiple). As conclusion, it has been observed significative
differences in the artificial inseminations (IAS) in regard to the method used for
semen conservation, there have been an expressive use of frozen semen in the
equine embryo transfers (TES). On the other hand, no differences were found in the
collected embryo percentage within or out of the reproductive station, in regard to the
collect carried out in different months of the respective year. Concerning the rates of
recuperation and the embryonary age, a difference (p<0.01) has been observed in
the collects carried out at the days 7, 8 and 9 after the ovulation, when compared

with the recuperation rates from the days 6 and 10. Data relative to the embryonary
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recuperation regarding the mares type of ovulation (unique or multiple) it has been

found that in the multiple ovulation were collected a larger number of embryos
(p<0.01) when compared with the number collected in the event of unique ovulation.
Key words: Donor mare, jumping mare, embryo transfer, embryo recovery, embryo

age,

ALGUNOS FACTORES RELEVANTES EN PROGRAMA DE TRANFERENCIA DE
EMBRION, RELACIONADOS CON LA RECUPERACION EMBRIONARIA, EN
YEGUAS DE LA RAZA BRASILENO DE HIPISMO
RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue a evaluar algunos aspectos relevantes,
con potencial de interferencia en los indices de fertilidad, de un Centro Comercial de
Transferencia de Embriones en yeguas de la raza Brasilefio de Hipismo. El analisis
de los dados correspondid a las temporadas reproductivas de 2003/2004,
2004/2005, 2005/2006 y 2006/2007, realizado 699 dados de cosechas de embrién
de 120 animales donantes. De entre las 120 yeguas donantes de embridn, habia
animales saludables bajo el aspecto reproductivo asi como animales problemas. Fue
evaluadas las variables: tipo de conservacion de semen generador de los
embriones, meses del afio en que las colectas eran ejecutadas, dias de ovulacion de
la donante (edad embrionaria) y tipo de ovulacién (unica o multipla). En ultimo
analisis: habian sido observadas diferencias significativas relativas al tipo de
conservacion de semen empleado en las inseminaciones artificiales (IAS), habiendo
expresivo uso de semen congelado en las transferencias de embridnes (TEs)
equinas; relativamente a las colectas hechas en diferentes meses del afo, no hubo
diferencia entre el porcentual de embriones cosechados dentro o fuera de la
estacion reproductiva; cuanto a las tasas de recuperacion y la edad embrionaria, se
observo diferencia (p<0,01), en las colectas hechas los dias 7, 8 y 9 pos ovulacion al
compararse con las tasas de recuperacion de los dias 6 y 10; dados relativos a la
recuperacion embrionaria cuanto al tipo de ovulacion de las yeguas (ovulacion unica
o multipla), se verificd que en las ovulaciones multiplas se colecté mayor numero de
embriones  (p<0,01) que en la ocurrencia de ovulacién Unica.
Palabras-claves: yegua donante; raza Brasilefio de Hipismo; transferencia de

embriones; recuperacion embrionaria; edad embrionaria.
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INTRODUGAO

Nestes ultimos anos, profissionais da area vém demonstrando expressivo
desenvolvimento na qualidade e na aplicabilidade da transferéncia de embrido (TE)
na espécie equina, ao executarem em torno de 3.500 transferéncias por ano, de
acordo com levantamento da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
- IETS (CARNEIRO, 2005). Nesse contexto, inserem-se animais jovens, adultos bem
como os idosos com historico reprodutivo insatisfatério, em fungcéo de insucessos na
producao de potro, seja por cobertura natural, seja por inseminacéo artificial (1A). As
taxas de mortalidade embrionaria nas éguas idosas sdo mais elevadas e a fertilidade
decresce com a idade segundo Merkt et al. (2000); Lopes (2002) e Squires et al.(
2003). Squires et al. (2003) descrevem que éguas em competicdo, sdo também
fortes candidatas a serem submetidas a esta biotecnologia. A qualidade do sémen a
ser utilizado em programa de TE é um fator de extrema importancia. A selecéo de
garanhdes baseia-se bastante nas caracteristicas morfoldégicas e no desempenho
atlético, desconsiderando-se a questdo da fertilidade, fato que contribui para a
reducdo da recuperacdo embrionaria devido a utilizacdo de sémen de ma qualidade.
A fertilidade do sémen é extremamente variavel entre garanhdes. Segundo Squires
et al. (1999) o emprego de sémen fresco, geralmente gera melhores resultados de
recuperacao de embrides do que o sémen refrigerado ou o congelado. Backman et
al. (2004), relatam que a criopreservagao do sémen encontra dificuldades nas
questdes técnicas a serem solucionadas ressaltando-se por exemplo, a variagao
animal individual perante a criopreservagao, ao baixo rendimento de doses por

ejaculado, ao intenso manejo das éguas durante as |IAS, ao maior custo por
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prenhez, além das significativas variagbes das taxas de prenhez, em relagdo as

obtidas com a monta natural ou com a IA, ao se utilizar sémen fresco ou refrigerado.

Squires et al. (1987) estudaram as caracteristicas reprodutivas de éguas que
apresentaram ovulagdes espontaneas unicas ou multiplas e de éguas superovuladas
com o uso de extrato de pituitaria equina. A recuperagao embrionaria no sétimo dia
pos-ovulagao foi de 58,2% para éguas com ovulagao unica e de 106,0 % para éguas
com ovulagao dupla espontanea. Recentemente, Carmo et al. (2002), pesquisaram a
incidéncia de ovulagdes duplas em éguas da raga Brasileiro de Hipismo e suas
implicagcbes em um programa de transferéncia de embrides. De um total de 829
ciclos estrais analisados, 47,0 % apresentaram ovulagdes unicas e 53,0 %
ovulagdes duplas ou triplas, obtendo taxa de recuperagdo embrionaria de 59,0 %
para os ciclos reprodutivos com ovulagdes unicas e de 88,0% para os ciclos com
mais de uma ovulagdo. Por sua vez Losinno et al. (2000), descrevem algumas
particularidades em algumas ragas equinas, ao relatarem a incidéncia de multipla
ovulagdo em éguas Puro Sangue Inglés, Pdélo Argentino, Quarto de Milha e
Apaloosa.

Dados de um programa comercial de TE em equinos no Brasil, com
significativo numero de colheitas, ddo conta de que nao se verificaram diferengas
significativas na recuperagao embrionaria executada nos dias sete, oito e nove pos-
ovulagao, perfazendo percentuais de 49,3, 58,0 e 54,5 % respectivamente, segundo
relatos de Fleury e Alvarenga (1999). Pesquisadores tém-se preocupado com o dia
da coleta embrionaria a ser executada. Squires et al. (1999), preconizam os dias 8 e
9 apods a ovulagdo em éguas mais idosas. Sirois et al. (1987) relatam que cinquenta
por cento de embrides coletados entre 10,5 e 13,5 dias pds-ovulagdo, ndo se

desenvolveram em funcdo do colapso nas mangueiras condutoras do lavado
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sifonado, sendo por isso, descartados. Squires (1993), ja ressaltava que os

melhores indices de gestagéo, haviam sido obtidos com embrides de oito dias de
idade, ao invés de estruturas embrionarias com nove dias de vida.

Segundo Ginther et al. (2004), nas éguas ocorre um modelo padrdao de
reproducdo tipicamente sazonal, onde a incidéncia de ovulacdo € minima durante o
inverno, mas que aumenta gradativamente durante a primavera, atingindo a maxima
durante o verdo e reduzindo-se novamente no outono. Saltiel et al. (1982),
pesquisando éguas de abatedouro no sul do México, verificaram que 10,0% delas
demonstraram ovulag¢des em janeiro e fevereiro, portanto fora da estagdo de monta
(inverno no Hemisfério Norte).

Frente a isso, objetivou-se no presente trabalho avaliar algumas variaveis,
que possam influenciar nos indices de recuperagdo embrionaria, em um programa
comercial de transferéncia de embrides em éguas de hipismo.

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa foram analisados 699 dados de coletas de embrido equino,
procedentes de um Centro Comercial de Transferéncia de Embrides. A analise dos
dados correspondeu as temporadas reprodutivas de 2003/2004, 2004/2005,
2005/2006 e 2006/2007. As doadoras de embrides eram da raca Brasileiro de
Hipismo, com idade entre 5 e 23 anos, perfazendo um total de 120 éguas sem ou
com problemas de prenhez. Os animais eram mantidos em piquetes e em cocheiras
e tinham acesso a agua e ao sal mineralizado ad libitum, bem como a fonte de
volumoso e concentrado. Na pesquisa dos dados analisou-se variaveis
relacionando-se a recuperagao embrionaria com o tipo de conservagao do sémen (a
fresco, resfriado ou congelado) com o qual era feita a IA, os meses do ano em que

foram efetuadas as coletas, o dia da coleta apds a ovulagao (idade do embrido) e o
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tipo de ovulagado, isto é, se unica ou multipla. Os dados dos animais foram

analisados utilizando-se o teste do Qui-Quadrado e analise de variancia - ANOVA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as quatro estagdes reprodutivas pesquisadas nesse trabalho, foi
empregado o sémen de varios garanhdes de fertilidade comprovada. Verificou-se
que das 662 coletas de embrido empreendidas, em 164 havia sido utilizado o sémen
a fresco, em 167 o sémen resfriado e em 331 coletas o sémen congelado (Tabela 1).
Denota-se, portanto, substancial empregabilidade de sémen congelado nas IAs,
contrariamente as afirmagdes de Squires et al.(1999), ao relatarem na época, restrita
utilizacdo do sémen congelado empregado nesta biotecnologia. Ocorreu que, nestes
ultimos dez anos, houve pujante aplicabilidade pratica do sémen congelado, em
funcdo nao s6 da melhoria das técnicas de congelagado de sémen equino, bem como
no seu emprego, ao se ter a disposicao sémen de garanhdes de elevada
performance, mesmo os que se encontrem distantes, ou que tenham vindo a 6bito,
mas com o sémen criopreservado. Esses fatos colaboraram para uma sensivel
maior demanda por parte dos criadores de cavalos de hipismo, além da
preocupagao de melhoria da qualidade genética dos animais. Muito embora a
performance de congelagdo de sémen equino, tenha sofrido significativos avangos
nos ultimos anos, ainda verificou-se nessa pesquisa, que as IAS processadas com
sémen congelado, geraram menor numero de embrides (p<0,05) do que com o
sémen a fresco ou com o resfriado, alertando-se para a necessidade de
conhecimentos mais aprofundados, para congelar a célula espermatica, de modo a
aproximar-se dos indices de prenhez ao se empregar o sémen a fresco e o
resfriado, corroborando relatos de Brinsko e Varner ( 1992) e Backman et al. (2004).

Esses pesquisadores citam que a percentagem de prenhez ao se empregar o sémen
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congelado, é reduzida e bastante variavel, em fung¢do da variagao dos protocolos de

congelacdo, ao efeito do garanhao, a diferenca da fertilidade das éguas e aos

diferentes protocolos de inseminagao adotados.

TABELA 1 — Taxas de recuperagcdo embrionaria de éguas doadoras da Racga
Brasileiro de Hipismo, empregando-se a inseminagao artificial com sémen fresco,
resfriado ou congelado, bem como as coletas de embrido, realizadas de 2003 a

2007, em diferentes meses do ano (n=662).

Tipo de sémen empregado nas Periodos do ano

Inseminacoes artificiais

Fresco Resfriado Congelado Set-Fev Mar-Ago
Coletas com 102(62,1)* 104(62,2)" 171(51,6)" 306(58,5) 88(51,1)
embrido
Coletas sem 62(37,8) 63 (37,7) 160 (48,3) 217(41,4) 84(48,8)
embrido
Total coletas 164 167 331 523 172

Letras diferentes na mesma linha indica significancia.

Em funcdo da disponibilidade de um numero elevado de dados de coletas de
embrido, dentro e fora da estagcao reprodutiva, isto €, coletas levadas a efeito em
meses nao comuns a essa atividade, resolveu-se discutir esta variavel. Foi
estabelecida uma comparagao de dados obtidos na temporada de monta equina
(setembro, outubro, novembro, dezembro, janeiro e fevereiro), com os dos meses
fora da estagao reprodutiva que no Hemisfério Sul, compreende os meses de margo,
abril, maio, junho, julho e agosto. Foram utilizadas 695 colheitas de embridao para
esta andlise. Segundo a tabela 1, observa-se maior numero de coletas realizadas
entre os meses de setembro e fevereiro dos quatro periodos analisados, em fungao
do esperado maior numero de TEs dentro da estagdo de monta, confirmando dados

de Arruda (1990) e de Ginther et al. (2004), de que as éguas sao classificadas como
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poliéstricas estacionais, por ciclarem dentro da estagcdo reprodutiva, isto €, na

primavera e no verdao. Porém, ndo houve diferenga (p>0.05) entre os indices de
recuperacdo embrionaria, ou seja na taxa de prenhez entre os dois periodos. Eguas
que tiveram um ciclo estral fora da temporada de monta proporcionaram indice de
recuperacao embrionaria, muito préximo ao das coletas executadas dentro da
estacao reprodutiva. Saliente-se que esses dados sdo muito importantes, pois néo é
usual executar-se a TE fora da estagdo de monta no Brasil, dados esses sugestivos
de que é possivel trabalhar com a TE, nos meses de outono e inverno, gerando
substanciais lucros aos criadores de equinos de elevado desempenho. Isso vem
corroborar relatos de profissionais que trabalham em Central de Reproduc¢ao Equina,
a nivel comercial, de que é possivel, produzir embrides, mesmo fora da estagao
reprodutiva. Ao se tratar de reproducéo, sabe-se que o hipotalamo equino é sensivel
a luz. No caso da presente pesquisa, 0s animais estavam em criacoes
correspondentes a altura do paralelo 24, onde a quantidade de horas de luz
natural/dia, € maior, sinalizando que a latitude poderia exercer fungao importante,
sobre esse fato, uma vez que a medida em que a latitude € menor, havera mais
horas de luz por dia, favorecendo a ciclicidade sexual dos animais, principalmente
ao se associar adequada nutricdo a eles. Segundo Duarte (comunicagao verbal,
2009) além desses fatos, é possivel que, com luz artificial éguas venham a ciclar,

podendo ser aproveitadas num programa de TE, mesmo fora da estagao

reprodutiva.
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TABELA 2 - indice de recuperagdo de embrides eqiiinos em doadoras da

raca Brasileiro de Hipismo, comparando-se os dias de ovulagao (idade embrionaria),

bem como a incidéncia de ovulagao unica ou multipla. (2008)

Dias da ovulacido da doadora Tipo de ovulacio
D6 D7 D8 D9 D10 Unica Multipla
m (%) @ (%)
Coletast(n) 2° 14° 189° 181° 6° 193(47,7)"  142(67.9)°
(%) (18,1) (56,00 (64,5  (52,6) (353)
Coletas-(n) 9 11 104 163 11 211 (52,2) 67 (32,0)
(%) (81,9) 44,0 35,5 47,4 64,7
Total 11 25 293 344 17 404 209

coletas

Letras diferentes na mesma linha e variavel indica significancia(p< 0,05)

Dados relativos a idade embrionaria em que as coletas eram executadas,
indicaram o periodo de 6 a 10 dias apds a ovulacdo das doadoras, com
predominéancia das coletas efetuadas no 7°, 8° e 9° dias (Tabela 2). Em torno de
92,0 % dos embrides recuperados nas quatro temporadas de monta, encontravam-
se com 8 ou 9 dias de idade. Essa sistematica de distribuicdo adotada pelos
profissionais da Central de Reproducdo de onde foram colhidos os dados, justifica-
se pelo fato de que nessa idade o embrido é facilmente visualizado a olho nu, no
fundo do filtro coletor embrionario imerso no liquido de lavagem, agilizando o
procedimento da coleta, identificagdo e transferéncia, de acordo com Fleury e
Alvarenga (1999). Nao houve diferenga (p>0,05) entre as coletas feitas no 7°, 8° e 9°
dia pods-ovulacdo. Porém, entre as coletas feitas no 6° e no 10° dia pds ovulacao,
houve diferenga significativa em relagdo aos outros dias mencionados (Tabela 2),
resultando em menores indices de recuperacdo embrionaria, dados esses bastante

similares aos relatados por luliano(1983,) Iuliano et al.(1985) e por Mckinnon et
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al.(1987). Squires et al.(1999), relatam que coletas realizadas seis dias apds a

ovulagao, geralmente proporcionam resultados ligeiramente inferiores aos embrides
de sete ou mais dias, mas tornam-se necessarias, quando se deseja congelar os
embrides, em fungcdo da sua maior viabilidade apds a congelagédo e descongelagao.
luliano (1983) e luliano et al.(1985) igualmente obtiveram taxa de recuperagao
embrionaria em equinos menor no 6° dia pds-ovulagao (66,0%) do que no dia oito
(82,0%). Fleury e Alvarenga (1999), trabalhando em um programa comercial de TE
em equinos no Brasil, com grande numero de coletas, reforgam os dados do
presente trabalho, ao nao verificarem diferengas significativas na recuperagao
embrionaria nos dias sete, oito e nove pés-ovulacédo (49,3 58,0 e 54,5%),
respectivamente.

Dos dados ainda disponiveis verificou-se o tipo de ovulacdo das doadoras,
isto é, se a ovulagado era unica ou multipla. O grafico 1 revela o numero de ciclos
reprodutivos que apresentaram ovulagdes simples ou multiplas. De um total de 613
ciclos reprodutivos com ovulagédo, em 209 (34,0%) houve dupla ou mais ovulagdes.
Esse valor difere dos relatos de Sertich (1989) e dos de Carmo et al. (2002), os
quais descreveram a incidéncia de multiplas ovulagbes em éguas de racgas
européias de 55,9%, e 53,0 % respectivamente, percentuais esses bastante
superiores aos da presente pesquisa, ainda mais ao se levar em consideragao de
que a raga Brasileiro de Hipismo carrega em sua genética significativo percentual de
genética européia. Tal diferenga poderia ser sustentada em fungdo de que os dados
do presente trabalho foram colhidos de um Centro Comercial de Reprodugao
Equina, receptor de animais reprodutivamente sadios e problematicos e nao
simplesmente de um criatério de equinos onde sabidamente as éguas s&o

geralmente férteis.
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GRAFICO 1 — Porcentagem de ciclos reprodutivos em éguas da raca Brasileiro de
Hipismo, detentoras de ovulag&o unica ou multipla. (n= 613).
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A tabela 2 e o grafico 1, evidenciam a existéncia de diferenga (p<0,05) entre
animais que tiveram ovulag&o unica ou multipla, revelando que éguas com multipla
ovulacdo detém taxa de recuperacdo embrionaria superior as de ovulagao unica.
Carmo et al. (2002) afirmam que o aumento do numero de ovulagdes é altamente
desejavel e elevam o percentual de embrides recuperados por éguas doadoras de
embrides na TE. Contudo, € muito pertinente a preocupagao alusiva ao manejo
reprodutivo, pois, gestacdes gemelares sdo absolutamente indesejaveis na espécie
equina. Esses mesmos autores avaliaram 829 ciclos reprodutivos de éguas da raga
Brasileiro de Hipismo, detectando 390, 360 e 79 ciclos com ovulagao unica, dupla e
tripla, respectivamente, totalizando 617 embrides recuperados, sendo 230, 306 e 81
embrides provenientes de ovulacbes unicas, duplas e triplas respectivamente,

perfazendo portanto 53,0 % de ovulagdes multiplas.
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Com base nos resultados obtidos neste estudo concluiu-se que: o numero

de inseminagdes artificiais com sémen congelado visando a TE, demonstrou forte
crescimento de empregabilidade alusivo as éguas de hipismo; os indices de
recuperacdo embrionaria (producdo de embrides) em éguas inseminadas com
sémen congelado, ainda sdo menores ao se comparar com os do sémen a fresco e
refrigerado; é possivel obter-se éxito na produgao de embrido propriamente dita, fora
da estagdo reprodutiva em éguas, desde que tenham ciclos ativos nos meses
criticos do ano. Nao foi verificada diferencga significativa na recuperagédo embrionaria
entre os dias sete, oito e nove apds a ovulacdo da doadora, porém, constatou-se
diferenga entre esses dias e o 6°. e o 10° dia, havendo diferenga (p<0,05) na

recuperacao embrionaria, entre ovulagao unica e multipla, em prol das multiplas.
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RESUMO

Neste estudo foram analisados dados de um programa comercial de transferéncia
de embrides em éguas de hipismo. O objetivo foi avaliar alguns aspectos que
possam interferir nos indices de prenhez neste tipo de programa. Estes dados foram
compilados de quatro diferentes temporadas de monta em um mesmo centro de
reproducdo equina, onde um total de 396 embrides foram recuperados e analisados.
As variaveis utilizadas para esse trabalho foram: tamanho do embrido, grau do
embrido, estagio embrionario e sincronia entre doadoras e receptoras. Como
resultado observou-se que maioria dos embrides coletados, 67,21%, ficou entre 400
e 1199 micras e que nao houve diferenca significativa (p>0,05) para tamanho de
embrides em relagdo a prenhez final da receptora. Quanto ao estagio embrionario
constatou-se que houve diferenga significativa (p<0,05) entre os estagios Blastocisto
e Blastocisto expandido comparados aos estagios de Morula e Blastocisto inicial. A
principal aplicacdo da Transferéncia de Embrides (TE), objetiva elevar o nivel
genético da progénie; mas os elevados custos desta biotecnologia limitam-se
principalmente aos custos na manutencdo das éguas receptoras de embrides, pelo
fato da necessidade de espera de varios ciclos estrais para receberem o embrido.
Essa biotecnologia aplicada aos equinos, desenvolveu-se rapidamente nas ultimas
duas décadas. Dentre os fatores que podem influenciar a taxa de prenhez em um
programa de transferéncia de embrides, podemos citar: a sincronizagdo entre
doadora e receptoras, a qualidade dos embrides, as condi¢cdes nutricionais e uterina
das doadoras e das receptoras e o0 manejo geral das receptoras (Squires et al.,
1999).

Palavras chave: égua, biotecnologia, transferéncia de embrides
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ABSTRACT

This study analyzed data from a commercial program of embryo transfer in jumping
mares. The objective was to evaluate some aspects that may interfere with
pregnancy rates in this type of program. These data were compiled from four
different seasons of mounts at the same center of horse breeding, where a total of
396 embryos were recovered and analyzed. The variables used for this study were:
size of the embryo, the embryo level, embryonic stage and synchrony between
donors and recipients. As a result it was observed that most embryos collected,
67.21%, was between 400 and 1199 ym, and there was no significant difference (p>
0.05) for the size of embryos on the of pregnancy. As to the embryonic stage it
appeared that there was a significant difference (p <0.05) between the blastocyst
stage and expanded blastocyst stage compared to the initial morula and blastocysts.
The main application of embryo transfer (ET), aims to raise the level of genetic
progeny, but the high cost of biotechnology is limited mainly to costs in the
maintenance of mares receiving of embryos, because of the need to wait for several
estrous cycles for receive the embryo. This biotechnology applied to horses, has
grown rapidly over the last two decades. Among the factors that may influence the
rate of pregnancy in a program of embryo transfer, we can cite: the synchronization
between donor and recipient, the quality of embryos, uterine and nutritional
conditions of donors and recipients and the general management of the recipient

(Squires et al., 1999).

Key words: mare, biotechnology, embryo transfer
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INTRODUGAO

As maiores candidatas para o programa de TE incluem éguas idosas com
histérico reprodutivo insatisfatorio, ao n&o conseguirem produzir um potro seja por
monta natural ou por inseminacdo artificial (IA), embora as taxas de perdas
embrionarias em fémeas idosas sejam mais elevadas e a fertilidade decresga com a
idade da égua (MERKT et al., 2000; LOPES, 2002; SQUIRES et al., 2003;).
Segundo SQUIRES et al.(2003) éguas que estdo em competicdo, sdo também fortes
candidatas a esta biotecnologia.

Dentre os fatores que podem influenciar a taxa de prenhez em programa de
transferéncia de embrides, citam-se: a sincronizagdo da doadora e da receptora, a
qualidade dos embrides, o método de inovulagdo, as condi¢gbes nutricionais e
uterinas das doadoras e das receptoras e o manejo geral das receptoras (SQUIRES
et al., 1999).

Trabalhos recentes tém mostrado que a sincronia entre doadoras e
receptoras pode ser bem mais flexivel do que se pensava, até porque pode-se
realizar a colheita do embrido em dias diferentes. Segundo JACOB et al. (2002),
receptoras ovuladas um dia antes até cinco dias apds a doadora podem ser
utilizadas sem afetar as taxas de prenhez. Na verdade, mais relevante que a
sincronia entre doadora e receptora € o numero de dias pds-ovulacdo que a
receptora apresenta no momento da transferéncia, conforme salientado por
CARNEVALE et al. (2000).

ApOs a colheita, € comum avaliar a morfologia e estadio de desenvolvimento
do embrido. A qualidade do embrido equino antes da transferéncia afeta

dramaticamente as taxas de prenhez (SQUIRES, 1993). CLARK et al. (1987)
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reportaram 50% (13/26) de prenhez apds transferéncia de embrides com grau de

qualidade menor que 2 comparada a apenas uma prenhez de seis transferéncias de
embrides de grau maior ou igual a 2 (grau 1 = excelente, grau 4 = ruim). De forma
similar, as taxas de prenhez aos 50 dias apds transferéncia cirurgica foram maiores
(P<0,05) para embrides grau 1 ou 2 (69%, 214/310) do que para embrides
classificados como grau = 3 (18%, 4/22; McKINNON et al., 1988).

Estudos conduzidos com embrides mais jovens mostraram que as taxas de
prenhez foram menores apds a transferéncia de pequenos embrides ou moérulas
(100 a 299 micra). Esses resultados ndo necessariamente indicam que a viabilidade
€ menor quando os embrides pequenos ou moérulas sao coletados inicialmente apds
a ovulacao, por exemplo, no dia 6. Provavelmente, muito desses embrides
encontravam-se atrasados em seu desenvolvimento na ocasido das coletas
(CARNEVALE et al.,, 2000; SQUIRES et al.,, 2003). Tais observacbes foram
anteriormente relatadas por VANDERWALL et al., 1999, o qual verificou em éguas
com idade avancgada, atraso no desenvolvimento embrionario € no transporte dos
mesmos pelo oviduto.

MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados neste trabalho foram coletados de um programa
comercial de transferéncia de embrides localizado no interior do estado de S&o
Paulo que foram compilados e analisados para a elaboracdo do presente trabalho.
A analise dos dados foi correspondente as quatro temporadas de monta: 2003/2004,
2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007.

Foi analisado um total de 396 embrides. Porém por falta de alguns dados,
alguns fatores foram estudados com um menor numero de embrides. Cada uma
destes embrides possuia caracteristicas diferentes. Os fatores relacionados a

prenhez final da receptora foram: tamanho do embrido, estagio do embrido, grau do
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embrido e sincronia entre doadoras e receptoras. O resultado final neste estudo foi

sempre a prenhez final da receptora aos 60 dias de gestagao.

As doadoras de embrides, na maior parte dos casos, foram mantidas em
piquetes ou cocheiras com acesso a agua e sal mineralizado ad libidum e a fonte de
volumoso, bem como concentrado. Os animais utilizados eram em sua maioria da
raca Brasileiro de Hipismo, com idade variando entre 5 e 23 anos. Por se tratar de
um centro de reproducdo equina, muitas destas doadoras possuiam idade avangada
ou mesmo alguns problemas reprodutivos.

Cada égua possuia uma ficha individual onde os dados sobre ela eram
registrados. Além desses dados, outros foram importantes para compor nossas
analises, dentre eles: tipo de sémen, més do ano, dia pds-ovulagdo, presencga ou
auséncia de embrido, qualidade e tamanho do embrido, sincronia entre doadora e
receptora e prenhez final da receptora eram anotados separadamente. Estes dados
foram passados para uma planilha Excel para o levantamento e analise dos dados.

As receptoras eram mantidas em piquetes com livre acesso a agua e sal
mineralizado e levadas ao cocho uma vez ao dia para fornecimento de racao
concentrada nas instalacbes em que foi realizado o controle reprodutivo. Estas
éguas tinham idade variando entre 3 e 10 anos, com bom histérico sanitario e
reprodutivo, sendo controladas por ultra-som diariamente a partir do momento que
entravam em cio.

As informagbdes coletadas das fichas individuais desses animais foram
compiladas e o programa Excel utilizado para a elaboragdo das planilhas, as quais
foram submetidas as analises estatisticas para a avaliacdo dos indices reprodutivos

e influéncia dos diferentes procedimentos.



61
Para as analises de variaveis com até dois fatores foi utilizado o teste do

Qui-Quadrado e para as variaveis com mais de dois fatores foi realizado pela analise
de variancia ANOVA. Para estas analises foram utilizados os seguintes softwares:

SPSS 8.0 for Windows e Microsoft Excel 2003

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliacdo dos parametros de dimensdes do embrido em relacédo a
prenhez, foram utilizados 302 embrides. Onde a maioria deles foi coletado entre os
dias 8 ou 9 pds ovulagédo. Estes embrides variaram de 150 a 3000 uym (micras).
Observou-se que maioria dos embrides coletados, 67,21%, ficou entre 400 e 1199

micras.

TABELA 1 - INDICE DE PRENHEZ FINAL DA RECEPTORA, COMPARANDO
DIFERENTES TAMANHOS DE EMBRIOES

150-399 pm 400-699 pm 700-1199 pym 1200-3000 pym
PRENHEZ 16 (40%) 54 (62,06%) 69 (59,48%) 34 (57,62%)
NAO GESTANTES 24 (60%) 33 (37,94%) 47 (40,52%) 25 (42,38%)
TOTAL 40 (100%) 87 (100%) 116 (100%) 59 (100%)

FONTE: O autor (2008)

Segundo a tabela 1 acima, constatou-se que n&o houve diferenga
significativa (p>0,05) para tamanho de embrides em relacdo a prenhez final da
receptora. Este resultado também foi obtido por FLEURY et al. 2002. De acordo
com O0s esses pesquisadores embrides grandes (>1000 um) podem ser
transportados e transferidos, resultando em boas taxas de prenhez. Os autores
obtiveram 77,2 % de prenhez com embrides acima de 1000 um, transportados a

temperatura ambiente.
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Em relagcdo ao estagio de desenvolvimento embrionario e as taxas de

prenhez, foram estudados 381 embrides. Constatou-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os estagios Blastocisto e Blastocisto expandido
comparados aos estagios de Morula e Blastocisto inicial. Estes dados sé&o
semelhantes aos encontrados por CARNEVALE et al. 2000 e SQUIRES et al., 2003.
Estudos destes pesquisadores conduzidos com embrides mais jovens mostraram
que as taxas de prenhez foram menores ap6s a transferéncia de pequenos embrides
ou moérulas.

Esses resultados ndao necessariamente indicam que a viabilidade € menor
quando os embrides pequenos ou moérulas sdo coletados inicialmente apds a
ovulagdo, por exemplo, no dia 6. Provavelmente, muito desses embrides
encontravam-se atrasados em seu desenvolvimento na ocasido das coletas.

Em outro estudo SQUIRES et al. 1999 constatou que embrides coletados 6
dias apos a ovulacdo tem menores taxas de recuperacédo que aqueles coletados do
dia 7 ao dia 9. Entretanto, IULANO et al. 1985, registraram taxas de recuperacao de
embrides de 65, 75 e 82 % para coletas no sexto, sétimo e oitavo dia apds a
ovulagao, respectivamente, e FLEURY (1998) verificaram-se taxas de recuperagéao
embrionaria de 49,3; 58,0 e 54,5 % em coletas realizadas no sétimo, oitavo e nono
dias pds-ovulacéo.

TABELA 2 - INDICE DE PRENHEZ FINAL DA RECEPTORA, COMPARANDO
DIFERENTES ESTAGIOS EMBRIONARIOS.

Mo** Bi* Bl Bx**

PRENHEZ 1(11,11%) 6 (42,85%) 42 (60,86%) * 174 (60,20%) *
NAO GESTANTES 8 (88,88%) 8 (57,15%) 27 (39,14%) 115 (39,80%)
TOTAL 9 (100%) 14 (100%) 69 (100%) 289 (100%)

FONTE: O autor (2008)
* p < 0,05 (houve diferenca significativa em relagao a Mo e Bi).

** Mo = morula, Bi = Blastocisto inicial, Bl = blastocisto e Bx = blastocisto expandido
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Para avaliagdo da qualidade embrionaria em relagdo a prenhez foram
analisados 374 embrides. Todos foram classificados morfologicamente pés-colheita.
Embrides classificados como grau 1 sdo considerados excelentes ou bons, grau 2
como regulares e graus 3 e 4 como pobres e degenerados. (STRINGFELLOW e
SEIDEL, 1999).

A tabela 3 abaixo mostra o indice de prenhez da receptora em relagdo ao
grau avaliado quanto a sua qualidade morfolégica. Observou-se que 80,74 % dos

embrides recuperados nas colheitas sao classificados como grau 1.

TABELA 3 - INDICE DE PRENHEZ FINAL DA RECEPTORA, COMPARANDO
DIFERENTES GRAUS EMBRIONARIOS.

1 2 3/4
PRENHEZ 181 (39,93%) * 25 (42,37%) 7 (53,84%)
NAO GESTANTES 121 (40,07%) 34 (57,63%) 6 (46,16%)
TOTAL 302 (100%) 59 (100%) 13 (100%)

FONTE: O autor (2008)

*p<0,05 (houve diferenga significativa)

Constatou-se que houve diferenga significativa (p<0,01) para embrides grau
1 quando comparados aos demais graus. Estes dados sao similares aos obtidos por
CARNEVALLE et al, 2000, que encontraram 60,1% de prenhez positiva para
embrides grau 1 contra 48,4% para embrides grau 2.

Para a avaliagdo do fator sincronia, foram compilados dados de 348
embrides que foram transferidos para receptoras previamente selecionadas e
sincronizadas. A tabela abaixo compara o intervalo de dias entre as ovulacbes das
doadoras com as receptoras. 0 indica que tanto doadora quanto receptora ovularam

no mesmo dia. O numero 1 indica que a receptora ovulou um dia apés a doadora e
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assim consequentemente para os dia 2,3,4,5 e 6. O numero -1 indica que a

receptora ovulou um dia antes da doadora.

TABELA 4 - INDICE DE PRENHEZ FINAL DA RECEPTORA, COMPARANDO A
SINCRONIA ENTRE DOADORAS E RECEPTORAS

A 0 1 2 3 4 5 6

PRENHEZ 1(14,28%) 19 (73,07%)* 36 (60,0%)° 50 (60,24%)* 52 (57,14%)* 36 (59,01%)* 5(33,33%) 4 (80%)
NAOGESTANTES 6(8572%) 7(2693%  24(40%) 33(39,76%) 39(42,86%) 25(4099%) 10 (6667%) 1(20%)
TOTAL 7(100%) 26(100%) 60(100%) 83(100%)  91(100%)  61(100%) 15(100%) 5 (100%)

FONTE: O autor (2008)

p<0,05 (houve diferenga significativa em relagdo aos demais dias)

Podemos observar que houve diferenga significativa (p<0,05) para os
intervalos de dias: 0, 1, 2, 3 e 4 em comparacédo com os intervalos -1, 5 e 6. Esses
dados mostram que na pratica comercial estes intervalos 0,1,2,3 e 4 representam
92,24% da selegao de receptoras, ou seja a maioria das receptoras escolhidas para
receberem embrides encontram-se ovuladas no mesmo dia da receptora ou até 4
dias depois.

Estes dados diferem um pouco de Peres et al., 2002. Esses pesquisadores
tém demonstrado que o sincronismo entre as éguas doadoras e receptoras de
embrides é fundamental para o sucesso da transferéncia de embrides, constatando-
se que os melhores indices de gestacbes para as éguas receptoras sao 0s
sincronismos entre -3 e +1 em relagdo as éguas doadoras. Onde -3 indicam
receptoras que ovularam 3 dias apds a doadora e +1, ovularam 1 dia antes.

Segundo JACOB et al., 2002 trabalhos mais recentes tém mostrado que a
sincronia entre doadoras e receptoras pode ser bem mais flexivel do que se

pensava, até porque se pode realizar a colheita do embrido em dias diferentes,
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receptoras ovuladas um dia antes até cinco dias apdés a doadora podem ser

utilizadas sem afetar as taxas de prenhez.

CONCLUSAO

Com base nos resultados de indices de prenhez obtidos neste estudo
conclui-se que: ndo houve diferenga significativa (p>0,05) para tamanho de embrides
em relagao a prenhez final da receptora.

Constatou-se que nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os estagios
Blastocisto e Blastocisto expandido. Observou-se diferenga significativa (p<0,05)
entre os estagios Blastocisto e Blastocisto expandido quando comparados aos
estagios de Morula e Blastocisto inicial. Houve diferenga significativa (p<0,01) para
embrides grau 1 quando comparados aos demais graus.

Observou-se que houve diferenga significativa (p<0,05) para os intervalos de
dias: 0, 1, 2, 3 e 4 em comparagao com os intervalos -1, 5 e 6. Nao existem
diferengas significativas entre os grupos de animais com presencga de prenhez e os
animais com auséncia de prenhez, em termos das variaveis independentes:
tamanho do embrido, grau do embrido, estagio embrionario e sincronia entre

doadoras e receptoras.



66

CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados analisados do programa comercial de
transferéncia de embrides em éguas de hipismo conclui-se que:

A comparacido entre as colheitas de embrido com diferentes estados de
conservagao de sémen mostrou que houve diferenga significativa entre os dois
primeiros tipos, sémen fresco e sémen resfriado, comparado ao sémen congelado
(p<0,05) a um nivel de confianca de 95%;

Nao houve diferenga significativa nos indices entre colheitas de embrido
durante a estagao reprodutiva e fora dela;

As variaveis independentes que mais contribuem para a diferenca entre os
grupos com presenga ou auséncia de embrido € numero de ovulagdes e estado de
conservagao do sémen,;

Os embrides podem ser coletados com idade variando entre sete e nove
dias, visando melhor ajuste para 0 momento adequado da receptora, sem prejuizo
para os resultados;

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) para tamanho de embrides em
relagao a prenhez final da receptora;

Constatou-se que n&o houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
estagios Blastocisto e Blastocisto expandido em relacdo ao numero de receptoras

prenhas;
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O momento 6timo para que a receptora receba o embrido transferido varia

entre os dias 4 e 8 pds-ovulagao;

Nao existem diferengas significativas entre os grupos de animais com
presenca de prenhez e 0s animais com auséncia de prenhez, em termos das
variaveis independentes: tamanho do embrido, grau do embrido, estagio embrionario

e sincronia entre doadoras e receptoras;



68

REFERENCIAS

ALEXANDER, S. L.; IRVINE, C. H. G. GnRH secretion in the mare. Animal
Reproduction Science, v. 42, p. 173-180, 1996.

ALLEN, W. R.; TIPLADY, C. A.,; BUTLER, S.; MACKLEY, M. R. Rheological
characterization of estrous uterine fluid in the mare. Theriogenology, v. 58, p. 503 -
506, 2002.

AMANN, R. P.; PICKETT, B. W.. Principles of cryopreservation and a review of
cryopreservation of stallion spermatozoa. Journal of Equine Veterinary Science ,
v.7, p.145-173, 1987.

ANDRADE, L.S. O ciclo estral da égua e o seu controle enddcrino. In: Fisiologia e
manejo da reproducao equina. 2 ed, Recife, 1986, p. 57 — 63.

ARRUDA, R. P. Manejo reprodutivo das fémeas equinas. In: Semana de Zootecnia,
13. 1990, Pirassununga. In: REPRODUCAO E MELHORAMENTO ANIMAL, 1990,
Campinas. Anais... Campinas: Fundagao Cargill, 1990.126 p.

AX, R.L., et al. Artificial insemination. In: HAFEZ, E.S.E. & HAFEZ, B. Reprodugao
animal. 7.ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2000. p. 376-389.

BLANCHARD, T.L.; VARNER, D.D.; SCHUMACHER, J. Reproductive physiology of
the nonpregnant mare. In: Manual of equine reproduction. St Louis: Mosby,
1998a. p. 9-14.

BLANCHARD, T. L.; BRINSKO, S. P.; RIGBY, S. L. Effects of deslorelin or hCG
administration on reproductive performance in first postpartum estrus mares.
Theriogenology, v. 58, p. 165-169, 2002.



69
BONAFOS, L. D.; CARNEVALE, E. M.; SMITH, C. A, GINTHER, O. J.
Development of uterine tone in nonbred and pregnant mares. Theriogenology, v.
42, p. 1247- 1255, 1994.

BRADECAMP, E.A. Estrous Synchronization In: SAMPER, J.C.; PYCOCK, J.F;
McKINNON, A.O. Current Therapy in Equine Reproduction. St. Louis: Saunders,
2007. p.22-25

BRINSKO, S.P., VARNER, D.D. Atrtificial insemination. In: McKINNON, A.O., VOSS,
J.L. Equine Reproduction. Philadelphia: Williams & Wilkins, 1992. p.790-797.

CARMO, M.T. Comparagao entre doses constantes e decrescentes de extrato
de pituitaria equina na indugdao de superovulagdao em éguas. 2003. 156p.
Dissertacédo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

CARNEIRO, G.F. Transferéncia de embrides em equinos. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 16, 2005, Goiania. Anais..., 2005.
CARNEVALE, E. M.; SQUIRES, E. L.; McKINNON, A. O.; HARRISON, L. A. Effect
oh human chorionic gonadotropin on time to ovulation and luteal function in
transitional mares. Equine Veterinary Science, v. 9, n. 1, p. 27-29, 1988.

CARNEVALE, E.M.; GINTHER, O.J. Relationships of age to uterine function and
reproductive efficiency in mares. Theriogenology, v.37, p.1101-1115, 1992.

CARNEVALE, E.M.; RAMIREZ, E.L.; SQUIRES, E.L. et al. Factors affecting
pregnancy rates and early embryonic death after equine embryo transfer.
Theriogenology , v.54, p.965-979, 2000.

CARVALHO, G.R. Estudo de alguns aspectos da transferéncia de embrides
em equinos. Universidade Federal de Vigosa, 2000. Vigosa - MG. 103 p.
Dissertagcao (Doutorado em Zootecnia).

CONN, P.M.; CROWLEY, W.F. Gonadotropin-releasing hormone and its analogues.
New Engl. J. of Med., 1991; 324. p.93-103.

DAELS, P. F.; HUGHES, J. P. The Normal Estrous Cycle. In: MCKINNON, A. O.;
VOSS, J. L. Equine Reproduction. Philadelphia: Lea & Febiger, 1993. cap. 14, p.
121-132.



70

DAELS, P.F. New technics of artificial insemination in the mare. In: 20de Studiedag
van de / 21éme Journée d'étude de la Belgian Equine Practitioners Society —
BEPS. Disponivel em: <http://www.ivis.org>. Acesso em: 15 mai 2008.

DIELEMAN, S.J.; BEVERES, M.M.;VAN TOL, H.T.M.; WILLENSE, A.H. Peripheral
plasma concentration of estradiol, progeterone, cortisol, LH and prolactin during the
estrous cycles in the cow, with emphasis on the oestrous period . Anim. Reprod.
Sci ., Amsterdam, v. 10, p. 275 — 292, 1986.

DIMMICK M.A, GIMENEZ T, SCHILAGER R.L. Ovarian follicular dynamics and
duration of estrus and diestrus in Arabian v.s., Quarter Horse mares. Anim.
Reprod. Sci ., Amsterdam, v. 31, p. 123 — 129, 1993.

DOUGLAS, R.H. Review of induction of superovulation and embryo transfer in the
equine. Theriogenology, v.11, n.1, p.33-46, 1979.

DOUGLAS, R.H. Equine embryo transfer. In. MORROW, D.A. Current therapy in
theriogenology: diagnosis, treatment and prevention of reproductive diseases in
small and large animals. 2 ed. Philadelphia: W.B. Saunders, 1986. p. 71-73.

DOWSETT, K.F.; WOODWARD, R.A.; BODERO, D.A.V. A study of nonsurgical
embryo transfer in the mare. Theriogenology, v.31, p.631-642, 1989.

FARINASSO, A.; DE FARIA, A.; MARIANTE, S.; DE BEM, A.R. Embryo technology
applied to the conservation of equids. Equine Vet. J . London, supl. 8, p. 84 - 86,
1989.

FLEURY, J.J.; ALVARENGA, M.A.; FIGUEIREDO, J.B.; PAPA, F.O. Transferéncia
de embrides em equinos. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec . Porto Alegre, v. 39, n.3,
p. 485-487, 1987.

FLEURY, J.J.; COSTA NETO, J.B.F.; ALVARENGA, M.A. Results from an embryo
transfer programme with Mangalarga mares in Brazil. Equine Veterinary Journal
Suppl. , v.8, p.73-74, 1989.

FLEURY, J.J.; ALVARENGA, M.A. Effects of collection day on embryo recovery and
pregnancy rates in a nonsurgical equine embryo transfer program.
Theriogenology, v.51, p.261, 1999.



71
FLEURY, J. J.; PINTO, A. J.; MARQUES, A.; LIMA, C. G.; ARRUDA, R. P. Fatores
que afetam a recuperagcdao embrionaria e os indices de prenhez apos transferéncia
transcervical em equinos da raga Mangalarga. Braz. J. vet. Res. anim. Sci. Sao
Paulo, v. 38, n. 1, p. 29-33, 2001.

FLEURY, J.J.; FLEURY, P.D.C.; LANDIN-ALVARENGA, F.C. Effect of embryo
diameter and storage period on pregnancy rates obtained with equine embryos
stored in Ham’s F-10 with Hepes Buffer at a temperatute of 15-18 °C — preliminary
results. Theriogenology , v.58, p.749-750, 2002.

FORTUNE, J. E. Ovarian follicular growth and development in mammals. Biology
of Reproduction, v. 50, p. 225-232, 1994.

GINTHER, O. J. Reproductive biology of the mare: basic and applied aspects.
1. ed. Wisconsin: Equiservices, Cross Plains, Wisconsin, 1979. p. 413.

GINTHER, O.J.,PIERSON, R.A. Ultrasonic anatomy and pathology of the equine
uterus. Theriogenology 21, 505-516, 1984.

GINTHER, O. J. Reproductive biology of the mare: basic and applied aspects.
2. ed, Wisconsin: Equiservices, Cross Plains, 1992. 640 p.

GINTHER, O. J. Major an minor follicular waves during the equine estrous cycle.
Journal of Equine Veterinary Science, v. 13, p. 18-25, 1993.

GINTHER, O.J.; BERGFELT, D.R. Growth of small follicles and concentrations of
FSH during the equine estrous cycles.J. Reprod. Fertil ., London, v. 99, p. 105 —
111, 1993.

GINTHER, O. J. Folliculogenesis during the transitional period and early ovulatory
season in mares. Journal of Reproduction and Fertility, v. 90, p. 311-320, 1990.

GREAVES, H. E.; KALARIOTES, V.; CLEAVER, B. D.; PORTER, M. B.; SHARP, D.
C. Effects of ovarian imput on GnRH and LH secretion immediately postovulation in
pony mares. Theriogenology, v. 55, p. 1095-1106, 2001.

GOMES, G.M.; JACOB, J.C.F.; DOMINGUES, I.B. Utilisation of mares after first
post partum ovulation as embryo recipients. In: 6 th International Symposium on
Equine Embryo Transfer, 2004, Rio de Janeiro, Brasil. Proceedings...Rio de
Janeiro: 2004.



72

GONSALVES, P.B.D; FIGUEIREDO, J.R; FREITAS, V.J.F. Biotécnicas Aplicadas
a Reprodugao Animal. Sdo Paulo: Varela, 2002, p. 340.

HAYES, K.E.N.; PIERSON, R.A.; SCRABA, S.T. et al. Effects of estrous cycle and
season on ultrasonic uterine anatomy in mares. Theriogenology 24, 465-477,
1985.

HAYES, K. E. N.; GINTHER, O. J. Role of progesterone and estrogen in
development of uterine tone in mares. Theriogenology, v. 25, p. 581-590, 1986.

HUGHES, J. P.; COUTO, M. A.; STABENFELD, G. H. Luteal Phase Ovulation :
What are the options? Theriogenology, v. 26, p. 123-125, 1986.

IULANO, M.F.; SQUIRES, E.L.; COOK, V.M. Effect of age of equine embryos and
method of transfer on pregnancy rate. Journal of Animal Science , v.60, n.1,
p.258-263, 1985.

JACOB, J.C.F.; DOMINGUES, |.B.; GASTAL, E.L. et al. The impact of degree of
synchrony between donors and recipients in a commercial equine embryo transfer
program. Theriogenology, v.57, n.1, p. 545, 2002.

LOPES, E.P. Desmistificando a transferéncia de embrides. Top 2000 Mangalarga
Marchador. v.1, n.1, p.6, 2002.

MCCUE, P.M.; VANDERWALL, D.K.; KEITH, S.L. et al. Equine embryo transfer:
influence of endogenous progesterone concentration in recipients on pregnancy
outcome. Theriogenology 51, 267, 1999.

MCKINNON, A.O.; SQUIRES, E.L.; CARNEVALE, E.M. et al. Ovariectomized
steroid-treated mares as embryo transfer recipients and as a model to study the role
of progestins in pregnancy maintenance. Theriogenology 29, 1055-1063, 1988.

MALINOWSKY, K. Recent advances in reproduction in horses. In
http://www.rce.rutgers.edu/pubs/pdfs/fs717 , 2002. Disponivel em: Acesso em: 05
fev. 2008.

MAPLETOFT, R.J.; BO, G.A.; PIERSON, R.A. Recruitment of follicles for
superovulation . Compend. Cont. Educ. Pract. Vet ., Princeton Junction, v. 16, p.
127 — 141, 1 994.



73

MEIRA, C.; BURATINI, J. Follicular dynamics and superovulation in mares.
Arquivos da Faculdade de Veterinaria UFRGS. v. 26, n. 1, p. 125-133, 1998.

MEIRA, C.; HENRY, M. Evolution of two non-surgical equine embryo transfer
methods. J. Reprod. Fertil . Colchester, supl. 44, p. 712 — 713, 1991.

MERKT, H.; KLUG, E.; JOCHLE, W. Reproduction management in the german
thoroughbred breeding industry. Journal of Equine Veterinary Science , v.20, n.
12, 2000.

MORRIS, L.HA., HUNTER, R.H.F., ALLEN, W.R. Hysteroscopis insemination of
small number of spermatozoa at the uterotubal junction of preovulatory mares.
J. Reprod. fertil. Cambridge, Inglaterra, v.118, p. 95-100, 2000.

MILLER, K. F.; BERG, S. L.; SHARP, D. C.; GINTHER, O. J. Concentrations of
circulating gonadotropins during various reproductive states in mares. Biology of
Reproduction, v. 22, p. 744-750, 1980.

MUMFORD, E.L.; SQUIRES, E.L.; JOCHLE, E.; HARRISON, L.A.;; NETT, T.M;
TIGG, T.E. Use of deslorelin short-term implants to induce ovulation in cycling
mares during three consecutive estrous cycles. Animal Reproduction Science,
1995; 39. p.129-140.

NAGY, P.; GUILLAUME, D.; DAELS, P. Seasonality in mares. Animal
Reproduction Science, v. 60-61, p. 245-262, 2000.

OGURI, N., TSUTSUMI, Y. Nonsurgical recovery of equine eggs, and na attempt at
nonsurgical egg transfer in horse. J Reprod. Fertil . London, v. 31, p. 187, 1972.

OGURI, N., TSUTSUMI, Y. Nonsurgical egg transfer in mares. J. Reprod.
Fertil.London, v.41, p. 313, 1974

OGURI, N.; TSUTSUMI, Y. Nonsurgical transfer of equine embryos. Arch. Androl. ,
v.5, p.108, 1980.

PAPA, F.O., DELL’ AQUA JUNIOR, J.A. Efeito do tipo de envasamento e método
de descongelagdo sobre os parametros espermaticos e indices de fertilidade de
sémen congelado equino. Rev. Bras. Reprod. Anim., Sdo Paulo. v.25, p. 458-46,
2001.



74

PASTORELLO, M.; MEIRA, C.; FLEURY, J.J.; DUARTE, M.C.G. Transferéncia nao
cirurgica de embrides em éguas de hipismo. Arq. Fac. Vet. UFRGS . Porto Alegre,
v. 24, p. 212, 1996.

PALMER, E.; DRIANCOURT, M.A. Use of ultrasonic ecography in equine
gynecology, Theriogenology ., Los Altos, v. 21, p. 471 — 483, 1980.

PALMER, E. Induction of ovulation. In: MCKINNON, A.O.; VOSS, J.L. Equine
Reproduction. Baltimore: Williams & Wilkins, 1993. p. 344-347.

PELEHACH, L. M.; GREAVES, H. E.; PORTER, M. B.; DESVOUSGES, A.; SHARP,
D. C. The role of estrogen and progesterone in the induction and dissipation of
uterine edema in mares. Theriogenology, v. 58, p. 441-444, 2002.

PERES, K.R.; TRINQUE, C.L.N.; LIMA, M.M. et al. Non-surgical equine embryo
transfer: a retrospective study. Theriogenology, v.57, n.1, p.558, 2002.

PESSOA, M.A.; ROCHA FILHO, A. N.; CARMO, M. T. Comparison between short
and long acting progesterone for treatment of non-cycling embryo recipient mares.
In: International Symposium on Equine Embryo Transfer, 6, 2004, Rio de Janeiro.
Proceedings... Rio de Janeiro: R & W Communications, p. 85-87.

PIERSON, R. A.; GINTHER, O. J. Ultrasonic evaluation of the preovulatory follicle in
the mare. Theriogenology, v. 24, p. 359-369, 1985.

PIERSON, R. A. Folliculogenesis and Ovulation. In: McKINNON, A. O.; VOSS, J. L.
Equine Reproduction. Philadelphia: Lea & Febiger, 1993. cap. 17, p. 161-171.

RIGBY S.L., LINDSEY A.C., BRINSKO S.P., et al. Pregnancy rates in mares
following hysteroscopic or rectally guided utero-tubal insemination with low
numbers. Anim Reprod Sci. Champaign, US. v.68, p. 331-333, 2001.

SAMPER, J. C. Ultrasonographic appearance and the pattern of uterine edema to
time ovulation in mares. Proceedings of American Association Equine Practice. v.
43, p. 189-191, 1997.

SHIRAZI, A.; GHARAGOZLOO, F.; GHASEMZADEH-NAVA, H. Ultrasonic
characteristics of preovulatory follicle and ovulation in Caspian mares. Animal
Reproduction Science, v. 80, p. 261-266, 2004.



75

SILVA, L.A. Técnica ultra-sonografica de inje¢cao intra-uterina para
transferéncia de embrides em equinos. MS. Tese. Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa-MG, Brasil, 123pp, 2003.

SIROIS, J.; BALL, B. A.; FORTUNE, J. E. Patterns of growth and regression of
ovarian follicles during the estrous cycle and after hemiovariectomy in mares.
Equine Veterinary Journal, p. 43-48, 1989. supplement. 8.

SQUIRES, E.L.; MCCLAIN, M.G.; GINTHER, O.J.; MCKINNON, A.O. Spontaneous
multiple ovulation in the mare and its effect on the incidence of twin embryo
collections. Theriogenology , Los Altos, v. 28, p. 609 — 613, 1987

SQUIRES, E.L.; McKINNON A.O.; SHIDELER, R.K. Use of ultrassonography in
reproductive management of mares. Theriogenology, v.29, p.55-70, 1988.

SQUIRES, E.L. Human Chorionic Gonadotropin. In: MCKINNON, A.O.; VOSS, J.L.
Equine Reproduction. Baltimore: Williams & Wilkins, 1993. p. 357-367.

SQUIRES, E. L.; SEIDEL, G. E. Collection and transfer of equine embryos.
Animal Reproduction and Biotechnology Laboratory, n. 8, 1995, 64 p.

SQUIRES, E.L.; MCCUE, P.M.; VANDERWALL, D. The current status of equine
embryo transfer. Theriogenology , Los Altos, v. 51, p. 91 — 104, 1999.

SQUIRES, E.L.; CARNEVALE, E.M.; McCUE, P.M.. Embryo technologies in the
horse. Theriogenology, v.59, p.151-170, 2003.

STABENFELDT, G.H.;HUGHES J.P.; EVANS J.W. Ovarian activity during the
estrous cycles of the mare. Endocrinology ., Baltimore, v. 90, p. 1379 — 1383,
1972.

STRINGFELLOW, D.A.; SEIDEL, S.M. Manual da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides. 3. ed. Savoy: lllinois, 1999. 180p.

VANDERWALL, D.K.; BETSCHART, RW.; SQUIRES, E.L. Effect of PGF2 and
13,14-dihydro-15-keto-PGF2 (PGFM) on corpora luteal function in nonpregnant
mares. Theriogenology 53, 1263-1271, 1999.

VOSS, J.L. Embryo Tranfer. In: MCKINNON, A.O.; VOSS, J.L. Equine
Reproduction. Baltimore: Williams & Wilkins, 1993. p. 325-328.



76

WATSON, E. D.; THOMASSEN, R.; NIKOLAKOPOULOQOS, E. Association of uterine
edema with follic les waves around the onset of the breeding season in pony mares.
Theriogenology, v. 59, p. 1181-1187, 2003.

WEBB, R., CAMPBELL, B.K., GARVERICK, H.A., GONG, J.G., GUTIERREZ,
C.G.,ARMSTRONG, D.G. Molecular mechanisms regulating follicular recruitment
and selection.Journal Reproduction Fertility, Suppl.54, 33-48, 1999.

WEISS, R., VIANNA, B., & MURADAS, P. Inseminacdo artificial em éguas com
sémen "in natura" e diluido. Archives of Veterinary Science [Online] 2005 Mar 3
8:1.Disponivel:http://calvados.c3sl.ufpr.br/ojs2/index.php/veterinary/article/view/400
9



10



