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RESUMO

ALONSO, MARIA AUGUSTA. Efeito das caracteristicas uterinas e dia do ciclo na
taxa de prenhez e niveis séricos de progesterona em éguas candidatas a receptora
de embrido. Botucatu, 2007. 72p. Dissertagdo de mestrado. Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Campus de Botucatu.

A técnica de transferéncia de embrido (TE) foi desenvolvida nos anos 70, e
vem sendo cada vez mais difundida. A eficiéncia de um programa de TE sera
determinada pelos indices de recuperagcdo embriondria e taxa de prenhez. A
receptora de embrido consiste no ponto critico do programa de TE, e a correta
selecdo deste elo (fundamental) da cadeia é imprescindivel para o sucesso da
técnica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do dia do ciclo da receptora
sobre as taxas de prenhez poés transferéncia de embrido; o efeito do tonus e
morfoecogenicidade uterina nas taxas de prenhez de receptoras de embrido;
relacionar a concentragdo plasmatica de progesterona em éguas candidatas a
receptora de embrido classificadas como marginais e aceitaveis e relacionar as
concentragdes plasmaticas de progesterona em éguas candidatas a receptora de
embrido apresentando diferentes ténus e morfoecogenicidade uterina. Eguas
receptoras entre os dias 3 a 8 pds ovulagao foram utilizadas. A morfoecogenicidade e
tonus uterino no dia da TE foram avaliados. O diagnéstico de prenhez foi realizado no
dia 15 do embrido. Utilizou-se o Qui-Quadrado para analise das taxas de prenhez nos
dias do ciclo, assim como para as taxas de prenhez e caracteristicas uterinas. Para
avaliacdo do efeito da concentragcdo de progesterona sobre a classificacdo foi
utiizada ANOVA. A comparagdao das concentracées plasmaticas de progesterona
com as caracteristicas uterinas foi feita utilizando-se o teste t. As taxas de prenhez
nao foram afetadas pelo dia do ciclo da receptora. As éguas apresentando
morfoecogenicidade 1 e 2 tiveram maiores taxas de prenhez do que as éguas com
morfoecogenicidade 3, diferindo estatisticamente (p<0,05). As éguas com
morfoecogenicidade uterina 4 apresentaram indices de prenhez inferiores

estatisticamente aos 3 outros padroes. O tbnus uterino da receptora afetou as taxas
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de prenhez, sendo que as éguas com ténus 1 tiveram taxa de prenhez
estatisticamente maior do que os tébnus 2 e 3, com p<0,05. As éguas com tonus
uterino 2 apresentaram taxas menores do que o ténus 1, porém maiores do que o
tébnus 3, sendo detectada diferenga estatistica (p<0,05). A concentracdo plasmatica
média no dia 8 pos ovulacao foi maior do que o dia 4 pds ovulagdo, com p<0,0002.
N&o houve diferenga nas concentragdes plasmaticas de progesterona entre as éguas
classificadas como marginais e aceitaveis, tanto no dia 4 (p=0,98) como no dia 8 pos
ovulagéo (p=0,50). Comparando-se as éguas com morfoecogenicidades 2 e 3, tanto
no dia 4 como no dia 8, ndo houve diferenca estatistica na concentragdo plasmatica
de progesterona (p=0,93 e p=0,77, respectivamente). Por fim, as éguas no dia 4 pos
ovulagao que apresentavam ténus uterino 1 e 2 ndo apresentaram diferenca de
concentracao plasmatica de progesterona (p=0,87). Assim como nas éguas no dia 8
pds ovulacao com os diferentes tonus, 2, 3 e 4, ndo foi detectada diferenca estatistica
nos niveis plasmaticos de progesterona (p=0,33). Pode-se concluir neste estudo que
o dia do ciclo, entre os dias 3 a 8 pds ovulagéo, ndo afeta os indices de prenhez pos
transferéncia. Por outro lado, a morfoecogenicidade e ténus uterino da receptora
afetaram a taxa de prenhez pés TE, sendo importantes parametros para serem
levados em conta na escolha da receptora. As concentracbes plasmaticas de
progesterona ndo apresentam relagdo com as caracteristicas uterinas
morfoecogenicidade e tébnus e com a classificagdo da receptora em marginal ou
aceitavel, sugerindo desta forma que algum outro fator, que ndo a concentracao
plasmatica de progesterona, seja responsavel pelas diferencas apresentadas entre as
éguas. Talvez, a expressao de receptores de progesterona no endométrio seja uma
explicagdo para as variagées encontradas entre os animais.

Palavras-Chave: equlino, receptora, TE, progesterona, taxa de prenhez, tobnus uterino,
morfoecogenicidade uterina
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ABSTRACT

ALONSO, MARIA AUGUSTA. Effect of uterine characteristics and day of cycle in
pregnancy rates and progesterone concentration in candidate mares for embryo
recipient. Botucatu, 2007. 72p. Dissertacdo de mestrado. Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Campus de Botucatu.

Embryo transfer (ET) technique was developed in the seventies and nowadays it is
spreading consistently. The efficiency on an ET programme is determined by
recovery rate and pregnancy rate. The recipient mare is the most important factor in
the ET programme, with special emphasis on its selection. The aim of this study was
to evaluate the effect of the recipient’'s day of cycle on pregnancy rate after transfer,
the effect of uterine tone and morphoecogenicity in pregnancy rates, relate plasmatic
progesterone concentration in candidate recipient mares that were qualified as
acceptable or marginal, and to relate plasmatic progesterone concentration to different
uterine tone and morphoecogenicity in candidate recipient mares. Recipient mares
were used between day 3 and 8 post ovulation. Morphoecogenicity and uterine tone
were evaluated on ET day. Pregnancy diagnosis was performed on day 15 of the
embryo. Chi square test was used to analyze pregnancy rates on the different days of
cycle, and to relate pregnancy rates and uterine characteristics. In order to evaluate
progesterone concentration in recipients that were classified as marginal or
acceptable, ANOVA was utilized. To compare progesterone concentration and uterine
characteristics, t test was performed. Pregnancy rates were not influenced by
recipient’s day of cycle on ET day. Mares presenting morphoecogenicities 1 and 2 had
higher pregnancy rates than mares presenting morphoecogenicity 3, being statistically
different (p<0,05). Mares presenting morphoecogenicity 4 had the lowest pregnancy
rate, compared to the others. Uterine tone affected pregnancy rate. Mares with uterine
tone 1 had higher pregnancy rates than uterine tone 2 and 3. Mares presenting
uterine tone 2 had lower pregnancy rate than uterine tone 1, but higher than uterine

tone 3 (p<0,05). Average plasmatic progesterone concentration on day 8 post
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ovulation was higher than on day 4 post ovulation, with p<0,0002. There was no
statistical difference on progesterone concentration in mares qualified as acceptable
and marginal on days 4 (p=0,98) and 8 post ovulation (p=0,50). Mares presenting
morphoecogenicity 2 and 3 on days 4 and 8 post ovulation did not have different
plasmatic progesterone concentration (p=0,93 and p=0,77, respectively). Mares with
uterine tone 1 and 2 on day 4 post ovulation had similar progesterone concentrations
(p=0,87). Likewise, mares on day 8 post ovulation, with uterine tone graded as 2,3
and 4, had similar progesterone concentration (p=0,331). Based on the results of this
study, the day of cycle, 3 till 8 post ovulation, does not affect pregnancy rate in
recipient mares. Differently, uterine characteristics (morphoecogenicity and uterine
tone) affected pregnancy rate after transfer. It can be concluded that these uterine
characteristics should be used when choosing an adequate recipient. Plasmatic
progesterone concentrations were not related to the uterine characteristics and
recipient classification, suggesting that some other factor, other than plasmatic
progesterone concentration, must be responsible for these differences among mares.
Maybe, different endometrial expression patterns of progesterone receptors could be
an explanation for the variations found.

Keywords: equine, recipient, embryo transfer, progesterone, pregnancy rate, uterine
tone, uterine morphoecogenicity
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1. INTRODUCAO

A técnica de transferéncia de embrides foi desenvolvida nos anos 70, e
desde entdo sua utilizacdo vem aumentando consistentemente, sendo
atualmente permitida pela maioria das racas.

Os EUA, Argentina e Brasil sdo os paises que lideram o numero de TE
no mundo, sendo que no Brasil cerca de 6000 prenhezes sdo obtidas por ano.

A TE se tornou uma importante ferramenta em varios programas de
melhoramento de equinos por todo o mundo. Ela permite a producédo de
multiplos potros de éguas de alto potencial genético, envolvidas em alguma
atividade como exposi¢des e competicdes; possibilita produzir potros de éguas
incapacitadas de levar uma gestacao a termo e de potras ainda muito jovens
para conceber; permite que produtos de éguas idosas tenham uma melhor
condicdo de desenvolvimento pré e pds parto; poupa éguas idosas das
dificuldades relacionadas a levar uma gestagdo a termo bem como de aleitar
um potro, além de permitir armazenamento de material genético.

A eficiéncia de um programa de TE sera determinada pelos indices de
recuperacao embriondria e taxa de prenhez, que por sua vez sdo influenciados
por diversos fatores. Portanto, para haver um incremento dos resultados, com
consequente redugdo de custos, as taxas de prenhez e recuperacao
embriondria devem ser maximizadas.

A taxa de recuperagdo embrionaria depende da idade, status e manejo
reprodutivo da doadora de embrides, da qualidade e tipo de processamento
pelo qual o sémen foi submetido e do dia da coleta do embrido.

A taxa de prenhez ap6s TE é afetada basicamente por trés fatores: a
receptora, o embrido e a doadora pela qual o embrido foi gerado. Diversos
estudos acerca de cada um destes fatores relacionados a taxa de prenhez tém
sido realizados, havendo consenso em relacdo ao papel primordial
desempenhado pela receptora na TE.

A sincronia entre receptora e doadora é levada em conta na selegéo da
receptora, porém este é um fator ja muito estudado, e uma janela de +1
(ovulacao da receptora 1 dia antes da doadora) a - 3 (ovulacao da receptora

trés dias depois da doadora) € mundialmente aceita e utilizada. Um aumento
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nesta janela de utilizacao das receptoras tornaria a sincroniza¢ao e escolha de
uma receptora adequada mais facil e flexivel.

A receptora de embrido, vale enfatizar, consiste no ponto critico do
programa de TE; sua correta selecdo e manejo determinardo em grande parte,
0 sucesso da técnica. Existem dois momentos no qual a escolha se faz
importante. O primeiro € aquele no qual o animal serd incorporado ao plantel
de receptoras. Nele, a idade, status reprodutivo, condicdo corporal,
conformagdo externa da genitélia, utero e ovarios sédo avaliados. O segundo e
mais importante, que tera relacdo direta com a taxa de gestacéao, € a selegao
da receptora no momento da transferéncia do embrido. Normalmente, esta
avaliacdo é feita de forma empirica e subjetiva, cada profissional leva em
consideragao parametros préprios. Poucos sao os trabalhos que correlacionam
as caracteristicas uterinas da receptora no dia da TE com as taxas de prenhez
e com concentragdes plasméaticas de progesterona.

A égua é, na maioria da vezes, um animal monovulatorio, estacional,
restringindo assim o numero de ciclos e ovulagdes utilizados por ano. Além
disso, diferente do que ocorre com ruminantes nos quais a superovulagao &
comercialmente empregada, a égua nao responde consistente e
adequadamente a superovulacao, € com isso, 0 numero de embrides obtidos
por égua, em uma determinada estacao de monta, € reduzido. Portanto, € de
vital importadncia se atingir a maior taxa de prenhez possivel, para cada
embrido obtido.

A determinacdo de um método que seja objetivo e confiavel, visando a
escolha da receptora de embrido mais adequada e com maiores chances de ter
diagnostico positivo de prenhez, seria de grande importancia para o0s
profissionais envolvidos com TE em equinos. Com base nos aspectos citados,
o presente trabalho procurou confrontar diferentes métodos de avaliacao de

receptoras relacionando-os com niveis plasmaticos de progesterona.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Principais fatores que afetam a taxa de prenhez na

transferéncia de embridao em eqiinos

2.1.1 Fatores relacionados a égua receptora de embriao

2.1.1.1 Selecao da receptora de embriao

As éguas receptoras de embrido geralmente sdo selecionadas ou
rejeitadas baseadas na idade, historico reprodutivo, conformagéo perineal e
avaliacdo reprodutiva. Este exame de selecdo deve incluir palpagao, ultra-
sonografia, cultura, citologia e biépsia (STOUT, 2006; MCCUE et al., 1999;
SQUIRES & SEIDEL,1995; SQUIRES, 1993).

Deve-se selecionar receptoras que tenham um histoérico de parigao
anterior, um tamanho adequado (entre 450 e 550kg), entre 3 a 10 anos de
idade e que seja cabresteada (SQUIRES & SEIDEL, 1995; SQUIRES et al.,
1999).

E de comum acordo que utilizar receptoras com sanidade reprodutiva é
um importante aspecto no sucesso da TE (SQUIRES, 1989). Os requerimentos
para que uma receptora seja utilizada variam entre os centros de reproducao,
podendo variar desde éguas que tenham parido anteriormente (demonstrando
assim habilidade de gestar um potro a termo), ou éguas virgens, eliminando a
possibilidade de laceracdo cervical ou alteragbes uterinas prévias
(HINRICHS,1993).

Uma receptora de embrido ideal deve ter tipo e tamanho semelhante ao
da doadora, ser docil e ter boa habilidade materna. Além de estar livre de
quaisquer moléstias infecto-contagiosas, em especial Anemia Infecciosa
Equina, babesiose, leptospirose e adenite eqlina (LOSINNO & ALVARENGA,
2006).

As éguas devem passar por um exame reprodutivo completo. Este

exame inclui a observagdo da genitalia externa, sendo necessario ter uma
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conformagdo vulvar normal. A palpacdo retal deve ser realizada, sendo
avaliados o tamanho e o ténus do Utero, a cérvix e os ovarios. Em seguida é
realizado um exame ultrasonografico do Utero e dos ovarios. Qualquer sinal de
alteracdo, como presenca de fluido uterino, cistos, ar ou debris no Utero,
tumores ou outras anormalidades ovarianas, deve determinar o descarte do
animal. Aproximadamente 15 a 20% das éguas examinadas sdo descartadas.
Uma cultura, citologia e bidpsia deverao ser efetuadas de cada uma das éguas.
Apenas eéguas com biopsias de graus IA e IB e sem evidéncia de endometrite
cronica ou aguda deveriam ser usadas como receptoras (SQUIRES & SEIDEL,
1995).

O ideal seria que as éguas apresentassem um ou dois ciclos normais
antes de serem utilizadas. Eguas sdo excluidas do programa se apresentam
constantemente ciclos erraticos e ciclo estral anormal incluindo falha de exibir
estro, falha de ovulagéo, ou aquelas que apresentam periodos de diestro curto,
com menos de 12 dias. Os animais que ndo se tornam prenhes apds duas
transferéncias ou que apresentem alteragdes uterinas também seréo
descartados (SQUIRES, 1993).

A mindcia do exame reprodutivo depende mais das circunstancias
particulares da compra deste (preco, disponibilidade de amostras, autorizacao
do proprietario, habilidade do médico veterinario, etc) do que da indicacao
médica. Quanto maior a profundidade do exame, menor o erro, maior 0 prego
da receptora. Mas, de acordo com os dados, estd absolutamente justificado
este exame mais pormenorizado, uma vez que ha uma grande propor¢cao de
éguas aceitas e que nao estdo aptas reprodutivamente. O ideal seria que as
éguas candidatas a receptora de embrido tivessem exame de bidpsia
endometrial além do exame ultrasonografico, e apresentassem integridade dos
genitais externos e competéncia cervical. No Brasil, os veterinarios utilizam
quase que exclusivamente a ultra-sonografia para compra ou descarte de
receptoras. E importante salientar que nem sempre uma égua sem fluido
uterino ndo tem um processo inflamatério instalado no utero. Em funcéao disto,
€ aconselhavel que pelo menos o exame citoldgico seja incluido na selecao de
receptoras (LOSINNO & ALVARENGA, 2006).

A presenca de cistos reflete senilidade uterina e normalmente estes

estdo presentes acompanhando alteragdes endometriais. Eles sdo associados
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com aumento da idade e um escore de bidpsia maior, indicando alteragdes
fibroticas e glandulares. Stanton et al. (2004) encontraram que as éguas que
apresentavam cistos tinham idade superior a 10 anos. Além disso, de todos os
animais que apresentavam cistos, 73,1% eram éguas com mais de 14 anos, e
apenas 29,1% eram éguas entre 7 e 14 anos (STANTON et al., 2004).

Ricketts & Alonso (1991) observaram que ha um aumento na incidéncia
de alteracdo endometrial em éguas mais velhas, incluindo aquelas que nunca
foram cobertas. Varios outros estudos indicaram que a fertilidade da égua
diminui com o aumento da idade (CARNEVALE & GINTHER, 1992), com um
severo decréscimo em éguas de cria com mais de 15 anos (BALL, 1993).
Sugere-se desta forma, que a idade deve ser levada em conta na selecao de
receptoras (STOUT, 2006; CARNEVALE et al., 2000).

Analisando dados de campo, a taxa de perda de gestacdo de éguas
receptoras de embrido variou entre 8 e 20 %. Este estudo realizou a
classificagdo endometrial de receptoras e relacionou-a com a idade. Em éguas
entre 2 e 10 anos de idade foram detectadas 37% como categoria 1IB € 5 %
como categoria lll, de acordo com a classificagéo histopatoldgica de Kenney &
Doig, (1986). Isto indica que na populacao estudada, 32% das éguas com < 10
anos estavam seriamente comprometidas para levar uma gestacdo a termo,
apesar de haverem sido classificadas clinicamente como aptas e compradas
como receptoras. Além disso, quando duas faixas etarias foram comparadas,
éguas classificadas no escore |IB e lll representavam 75% das éguas com mais
de 14 anos e 32% das éguas com menos de 14 anos. Baseados nesse
resultado, estes autores sugerem que éguas com mais de 14 anos nao devem
ser utilizadas como receptoras de embrido. Da mesma forma, sugerem que
éguas com menos de 14 anos devem ser submetidas a exame ginecoldgico
completo que inclua bidpsia endometrial antes de serem utilizadas como
receptoras de embrido (LOSINNO et al., 2005).

Pascoe et al. (1985) demonstraram que mais embrides sobreviveram até
dia 50 em receptoras com endométrio normal do que com alteragdes
endometriais (63 e 28%, respectivamente).

Em contrapartida, em outro estudo realizado nao foi encontrada
diferenca entre os dias 12 e 28 na taxa de sobrevivéncia para embrides
transferidos para éguas normais e subférteis. Isto est4 de acordo com estudo
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realizado em bovinos no qual ndao houve diferenca na taxa de prenhez entre as
vacas repetidoras de cio e as normais, sendo que as normais apresentaram

indices superiores (BALL et al., 1987).

Carnevale et al.(2000), observaram a taxa de prenhez de receptoras
entre 2 e 9 anos e esta nao diferiu estatisticamente das receptoras entre 10 a
18 anos. Porém, a taxa de perda embrionaria foi maior nas receptoras entre 10
e 18 anos (13,3% versus 20,5%).

2.1.1.2 Sincronia doadora e receptora

Um entrave ao desenvolvimento da TE em cavalos tem sido a
sincronizacao de ovulagao entre éguas doadoras e receptoras.

Devido a uma grande variabilidade da duragdo do estro entre éguas,
terapias hormonais para sincronizagdo da ovulagdo nem sempre alcangam
uma sincronia proxima (GINTHER, 1992).

A sincronia de ovulagao entre doadora e receptora afeta as taxas de
prenhez em transferéncia cirargica e nao cirargica (SQUIRES, 1992; SQUIRES,
1993).

Porém, resultados do estudo de Carnevale et al. (2000), mostraram que
o tempo de ovulacdo, e ndo a sincronia entre doadora e receptora, pode ser
mais importante quando é feita a escolha da receptora para a transferéncia do
embri&o.

A sincronia entre embrido e ambiente uterino é essencial para o
estabelecimento da gestacdo. O ambiente uterino altera-se marcadamente sob
a influéncia da progesterona, sendo que um embrido em um UOtero néo
sincronizado pode estar sujeito a niveis hormonais e fatores de crescimento
nao correspondentes a fase na qual ele se encontra. Eqliideos permitem que
uma maior janela de assincronia seja utilizada comparando-se com bovinos
(WILSHER et al., 2006).

As taxas de prenhez foram mais altas em receptoras que ovularam no
mesmo dia ou nos 2 dias subseqlentes a ovulagdo da doadora. (DOUGLAS,
1982; IULIANO et al., 1985).
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Oguri e Tsutsumi (1980) nao obtiveram sucesso quando éguas que
ovularam 2 dias ou mais dias antes da doadora foram utilizadas.

Imel et al. (1981) reportaram taxas de prenhez semelhantes entre éguas
que ovularam 1 dia antes ou 1 dia depois da doadora (p>0,05). Outros
pesquisadores relataram taxas de prenhez maiores em éguas que ovularam
depois da doadora comparadas com as que ovularam antes (DOUGLAS et al.,
1982; SQUIRES et al., 1985).

McKinnon et al. (1988) obtiveram taxas de prenhez semelhantes quando
transferiram embrides em receptoras +1 (ovulacéo 1 dia antes da doadora) a -3
(ovulacao 3 dias ap6s a doadora) de sincronia. Corroborando com este estudo,
Vogelsang et al. (1985) obtiveram 60% de prenhez quando utilizaram
receptoras que estavam com -3 (ovularam 3 dias depois) de assincronia com a
doadora, mas obtiveram resultados negativos quando utilizaram éguas com -4
a -6 dias de assincronia (ovularam 4 a 6 dias depois da doadora).

Fleury et al. (1989), transferiram embrides para 6 éguas que ovularam 3
dias depois da doadora € 3 éguas que ovularam 4 dias depois da doadora,
obtendo taxa de prenhez semelhante a das receptoras com menor grau de
assincronia.

Foss et al. (1999) propuseram a utilizacdo de uma janela de assincronia
de ovulagdao maior do que as antes utilizadas, sendo que éguas receptoras -5
(ovulagao 5 dias depois da doadora) apresentaram resultados satisfatorios (5/6;
83,3%). A flexibilidade resultante desta maior janela de sincronia tornou a
selecao de uma receptora apropriada mais facil.

Aumentar o periodo util de utilizacdo da receptora é sempre um desafio
que possibilita recompensas na redugédo do custo da TE em equinos (JASKO,
2002).

Caiado et al. (2007) verificaram que o tratamento diario com
progesterona iniciado no dia da ovulacao da receptora permitiu seu uso ja no
segundo dia pos ovulacao, tendo sido obtidas taxas de prenhez préximas a
70% quando utilizada a progesterona e de 30% quando ndo utilizada a
suplementagéo.

Fleury et al. (2006) observaram ser possivel a utilizagdo de receptoras
no dia 3 pds ovulagédo, desde que estas apresentem bom ténus uterino na

avaliacao ginecoldgica.
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Pool et al. (1987) propuseram dois experimentos com o objetivo de
desenvolver regimes hormonais exégenos para utilizar como receptoras éguas
cujas ovulagbes nao estavam sincronizadas com a doadora. No primeiro
experimento, o tratamento com 22mg didrios de altrenogest era iniciado no dia
da ovulagao da receptora. Embrides foram transferidos em éguas entre 2 € 6
dias pds ovulacdo e em um grupo de éguas entre 7 e 12 dias pds ovulacao.
Uma maior taxa de prenhez (50% vs 0%) foi obtida nas receptoras que
estavam entre 2 e 6 dias pds ovulagdo comparado com o segundo grupo.

Em um segundo experimento destes mesmos autores, a receptora
recebia 10mg de PGF2a as Oh do dia no qual a doadora apresentava a
ovulagdo, 20 mg de cipionato de estradiol as 12, 24, 36h, 500mg de
progesterona em 6leo as 48h e 22mg de altrenogest as 60, 72, 96h. O
tratamento de altrenogest era mantido até o dia 28. A taxa de prenhez foi mais
alta (p<0,05) para as 12 receptoras que estavam entre 10 e 14 dias pods
ovulagdo do que para as 10 éguas que estavam entre 5 e 8 dias quando o
tratamento foi iniciado. Esses pesquisadores sugerem que éguas entre 2 e 14
dias p6s ovulacao e ndo em sincronia de ovulagao com a doadora podem ser
usadas como receptoras de embrido; éguas que estdo em inicio de diestro
podem ser suplementadas com altrenogest enquanto que as em meio e final de
diestro tem que ser submetidas a um regime hormonal mais complexo (POOL
et al., 1987).

Parry-Weeks et al. (1987) propuseram um estudo para avaliar a
eficiéncia do tratamento com altrenogest em receptoras em diversos graus de
assincronia com a ovulacdo da doadora. Nenhuma das receptoras que
receberam o altrenogest e estavam em estro mantiveram gesta¢do, assim
como as éguas que ovularam 5 ou mais dias antes da doadora. Nas 13
receptoras que estavam entre +3 dias a -3 dias de assincronia em relacao as
doadoras, a taxa de prenhez foi de 77% (10/13).

Em um esforco para eliminar a necessidade de sincronizagdo entre
doadoras e receptoras, éguas ovariectomizadas foram usadas como receptoras
de embrido (HINRICHS et al., 1985; HINRICHS et al., 1987; MCKINNON &
SQUIRES, 1988b), porém o resultado da utilizacdo foi variavel e ndo muito
difundido (VANDERWALL, 2000).
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Outra possibilidade é a utilizagdo de receptoras com ciclo artificial. Esses
animais sao utilizados aplicando-se estrégeno e progesterona para mimetizar
um ciclo natural em éguas em periodo de transicdo ou em anestro. As taxas de
prenhez alcangadas utilizando-se este tipo de receptora foram semelhantes as
de éguas ciclantes (10/18, 55,6% vs 400/590 67,8%) (CARNEVALE et al.,
2000).

Em um estudo realizado em um programa comercial, a preparagédo das
receptoras consistiu em aplicacdo dois dias de cipionato de estradiol
(10mg/dia) e no dia seguinte, aplicacdo de progesterona. No experimento, 4
diferentes tratamentos com progesterona foram realizados: 200mg/dia, 400mg
a cada 2 dias, 1500mg de progesterona de longa acao a cada 7 dias, ou a cada
6 dias. As taxas de prenhez alcangcadas foram semelhantes entre os
tratamentos e as éguas controle (75,0, 75,9, 76,9, 76,6, 73,3%,
respectivamente) (ROCHA FILHO et al., 2004).

Diversos experimentos ao longo dos anos objetivaram estender a janela
de assincronia, ndo sendo eficientes. O insucesso deles pode ser explicado
pela necessidade do embrido de transmitir seu sinal de reconhecimento
maternal antiluteolitico antes ou no dia 10 apds a ovulagéo. Este sinal previne a
regulacao ciclica de receptores de ocitocina no endométrio que disparara a
cascata luteolitica causada pela PGF2a. Em fungédo do exposto, realizou-se um
experimento com o intuito de utilizar receptoras que ovularam antes da doadora
com taxas de prenhez adequadas. Aplicou-se &cido meclofenamico, um
antiinflamatério ndo esteroidal, da familia dos fenamatos, que inibe a via da 5-
lipoxigenase da cascata do acido aracddnico e inibe a sintese de cicloxigenase,
no dia da TE até 7 dias ap0s. As receptoras foram divididas em grupo controle
e tratadas (1g acido meclofendmico por dia, até 7 dias pos transferéncia).
Dentro destes grupos existiam receptoras que ovularam 2 ou 3 e 4 ou 5 dias
antes da doadora. Ambos os grupos tratados com &cido meclofenamico
apresentaram taxas de prenhez significativamente maiores no dia 16
comparados com as éguas controle. (+2 ou +3; 17/20, 85% e +4 ou + 5; 8/16,
50% versus controle +2 ou +3; 8/16, 50% € + 4 ou +5; 1/16, 6%: p=0,04 e 0,02,
respectivamente) (WILSHER et al., 2006).
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2.1.1.3 Caracteristicas uterinas da égua receptora no dia da TE

A escolha da égua receptora através da avaliagao ginecoldgica realizada
no momento da transferéncia de embrido € de grande importancia, tendo
influéncia direta sobre a taxa de prenhez. Entretanto, esta escolha é, muitas
vezes, feita de forma subjetiva pelo fato de cada veterinario possuir um método
proprio de avaliacdo. Além disso, poucos estudos foram realizados com o
intuito de verificar a influéncia dos diferentes parametros de selecdo das
receptoras na taxa de gestacao (FLEURY et al., 2006).

Reporta-se que os efeitos da progesterona nas caracteristicas
morfolégicas do Utero sdo predominantes sobre os efeitos do estrogeno (Daels
& Hughes , 1993).

A aparéncia ultra-sonografica do utero é influenciada dramaticamente
pela fase do ciclo estral e € dependente dos niveis de esterdides ovarianos
predominantes (GINTHER, 1993; PELEHACH et al., 2002). Uma das
caracteristicas visualizada na ultra-sonografia é a aparéncia do endométrio
durante o ciclo estral. Durante o diestro, as dobras endometriais
individualizadas ndo sao discernidas (GINTHER, 1984; GINTHER, 1986), e
comparada com a do estro, a ecotextura é ultrasonograficamente homogénea.
O lumen do corpo do utero geralmente é detectado como uma linha branca
formada por reflexdes especulares sobre as superficies luminais intimamente
sobrepostas.

Por causa da prolongada duracao dos picos de atividade mioelétrica, o
total de atividade elétrica foi maior durante o diestro do que o estro
(TROEDSSON et al., 1993). Isto correlaciona-se bem com o tdbnus aumentado
e tubularidade que séo caracteristicas do Utero equino durante o diestro a
palpacao retal (BONAFOS et al., 1994).

O ténus uterino que é caracteristico do diestro, é atribuido, pelo menos
em parte, a progesterona como indicam os estudos com suplementagdo com
progesterona em éguas nao cobertas durante a estacdo anovulatéria e
ovulatéria. Ocorre um aumento gradual de tbnus uterino em éguas nao
cobertas do dia 0 (dia da ovulagédo) ao dia 6 e subsequente queda de ténus
entre os dias 6 e 10. Esses achados demonstram que o ténus uterino durante o

ciclo estral segue um padrao bimodal com pontos mais baixos no dia 0 e 10 e
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picos nos dias 6 e 13. A base hormonal para esse padrdo bimodal nao é
conhecida, mas foi sugerido que o pico de tdnus do dia 6 pos ovulacdo pode
estar relacionado com um aumento de estrogenos neste momento (BONAFOS
et al., 1994).

Ainda é desconhecido o mecanismo de acdo da progesterona na
caracterizacao do escore uterino. Porém, em observacdes preliminares, as
caracterizagbes dos escores uterinos ndo foram diferentes nas éguas tanto no
periodo anovulatério, na auséncia de progesterona, quanto no meio do periodo
de diestro. Com isso, foi sugerido que baixas concentracdes de estrogeno tem
maior importancia do que altos indices de progesterona no desenvolvimento de
endométrio caracteristico de diestro (HAYES et al., 1985).

Hayes e Ginther (1986) afirmaram que para se obter um ténus uterino de
maxima intensidade (semelhante ao encontrado entre o 162 e o 252 dia de
gestacao), a progesterona tem que estar associada ao estrégeno.

Clinicos estao conscientes dos efeitos da progesterona sob o ténus
uterino. De fato, progesterona exdgena tem sido utilizada para melhorar o
tbnus uterino de éguas com baixo tdbnus durante o inicio da gestacao
(SQUIRES, 1993). A administragdo de progesterona em éguas
ovariectomizadas ou intactas causou espessamento uterino ou um ténus
caracteristico de diestro, ndo tdo grande quanto o que ocorre durante a
gestacao (BERG & GINTHER, 1978). Durante o diestro, quando o edema
desaparece, a densidade tecidual aumenta, e os cornos ficam mais tubulares
com maior e mais comprimida espessura, sendo de intensidade
intermediariaem relacédo ao tébnus e espessura encontrados no estro e no inicio
da prenhez (GINTHER, 1993).

No programa de TE da Universidade do Colorado, um exame reprodutivo
nas éguas candidatas a receptora de embrido é feito no 5° dia pds ovulagao,
que geralmente sdo dois dias antes da utilizacdo da receptora. Neste exame,
as éguas devem apresentar uma cérvix firme e fechada, um Gtero arredondado
e tubular, baseados na palpacao retal. Além disso, ndo deve haver evidéncia
de dobras endometriais ou fluido uterino na ultra-sonografia. O corpo luteo
deve ser identificado e medido. As receptoras com um corpo luteo visivel e
grande, um utero firme, cérvix fechada sao consideradas aprovadas e estao

disponiveis como receptoras pelos préximos dias. Geralmente, 10% das
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receptoras ndo passam nesse exame, em primeiro lugar por ter tdbnus uterino
pobre, ou uma cérvix frouxa e aberta. Essas receptoras ndao sao utilizadas
neste ciclo e, se consistentemente ndo passarem neste exame do 5° dia, sdo
eliminadas do programa (SQUIRES & SEIDEL, 1995; SQUIRES, 2006).

Diversos pesquisadores afirmam que fémeas equlinas que apresentam
edema endometrial no quinto dia pés-ovulacao nao devem ser utilizadas como
receptoras de embrides neste ciclo (SQUIRES et al., 1999; SQUIRES, 20083).

A presenca de fluido durante o diestro pode ser sugestiva de
endometrite aguda ou crénica (SQUIRES et al., 1988).

Carnevale et al. (2000), associaram o ténus uterino reduzido e a pior
qualidade da receptora com reduzidas taxas de prenhez, além de terem
tambem detectado uma taxa de perda embrionaria mais elevada. Afirmaram
que o ténus uterino reduzido pode indicar um ambiente uterino ndo totalmente
compativel com o crescimento e o desenvolvimento embrionario. Neste
trabalho, as receptoras que apresentaram tonus uterino excelente ou bom
tiveram 70,6% de prenhez aos 12 dias (269/381), enquanto nas que
apresentaram tonus ruim a pobre, a taxa de prenhez foi de 63,6% (105/165),
diferindo estes valores estatisticamente. Segundo Ginther (1992), éguas com
tbnus uterino ruim a pobre podem ter concentracbes de progesterona
circulantes mais baixas, o que poderia afetar o tbnus do utero e cérvix.

Quando comparou-se as taxas de prenhez de receptoras com
classificagdo marginal ou aceitavel, baseando-se na presenca e aspecto do
corpo luteo e no tbnus uterino e cervical, foi encontrada diferenca. As éguas
classificadas como aceitaveis (apresentando um corpo luteo bem definido e
tébnus uterino e cervical bom ou excelente) apresentaram taxa de prenhez de
70,3% (315/448), enquanto as éguas marginais (corpo luteo pequeno ou com
imagem ruim ou tdnus uterino e cervical pobre a ruim) tiveram 56,2% (50/89),
diferindo estatisticamente (CARNEVALE et al., 2000).

A progesterona desempenha um papel fundamental no estabelecimento
e manutencdo da gestacdo. Um estudo foi realizado para determinar se a
concentracao endogena de progesterona deveria ser utilizada como um critério
de selecdo de receptoras de embrides equinos, baseado na hipdtese de que
receptoras com concentracdo de progesterona mais alta teriam taxas de

prenhez maiores do que aquelas com concentracdo mais baixa. As éguas
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foram avaliadas 5 dias apdés a ovulacdo como candidatas a receptora de
embrido (115 éguas, num total de 242 ciclos). O exame consistia na palpacao
do ténus uterino e cervical, ultra-sonografia do Utero e ovarios e coleta de uma
amostra de sangue para analise de progesterona. Um total de 40 embrides de
graus 1 e 1,5 foram transferidos para receptoras +1 (ovulagdo 1 dia antes da
doadora) a -2 (ovulacao 2 dias depois) de sincronia. A média da concentracao
de progesterona no 52 dia pds ovulagao foi de 9,8 + 4,2 ng/ml. A concentracao
de progesterona em éguas que qualificaram como potenciais receptoras de
embrido (n=229) foi significativamente maior (p<0.05) do que em éguas que
nao passaram no exame (n=13) baseadas na palpacdo retal e exame
ultrasonografico (10,0+4,2 e 6,5+4,3 ng/ml, respectivamente). A concentragao
de progesterona nos 40 ciclos nos quais embrides foram transferidos foi de
9,5£3,1 ng/ml. A taxa de prenhez no dia 16 foi de 72,5%. Nove das éguas
potenciais receptoras tiveram concentragdo de progesterona <4ng/ml. Destas,
8 (88,9%) foram desqualificadas como potenciais receptoras devido a um baixo
tbnus uterino e/ou cervical durante a palpacao retal. Conclui-se entdo que
baixas concentragdes de progesterona parecem estar correlacionadas com
ténus uterino inadequado e ou cervical e a avaliagdo do tdnus uterino no dia da
TE pode ser util na rejeicao de uma inadequada receptora de embrido (MCCUE
et al., 1999).

A concentragdo de progesterona ndo diferiu estatisticamente entre as
éguas que se tornaram prenhes ou vazias (p>0,05) (MCCUE et al., 1999).Em
concordancia, Arruda et al. (2001) também ndo detectaram diferenca na
concentracao de progesterona entre os dias 0 e 7 pds ovulagdo nas éguas
prenhes ou vazias apos a TE.

Em bovinos, Kerbler et al. (1997) encontraram uma correlagdo positiva
entre a concentracdo de progesterona e a sintese de IFN-t pelo concepto,
sugerindo que o aumento das concentracées de progesterona na vaca seria
benéfico ao desenvolvimento embrionario.

Porém, outros estudos em bovinos n&o encontraram diferenca na
concentracao plasmatica de progesterona entre as vacas receptoras que se
tornaram prenhes ou nao ap6s a transferéncia, concluindo assim que a
concentracdo de progesterona no momento da TE n&o era preditiva da taxa de
prenhez apos a transferéncia (SPELL et al., 2001; LEAL, 2004).
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O efeito do ténus uterino e do tratamento com fenilbutazona sobre as
taxas de prenhez em um programa comercial de TE em equinos foi avaliado.
As receptoras foram divididas em 5 grupos, sendo que: Grupo A era composto
por éguas com tbnus uterino ausente ou fraco, sem receber nenhum
tratamento; Grupo B eram éguas que tinham ténus uterino ausente ou fraco, e
receberam 1 dose Unica de 2g de fenilbutazona no momento da TE; Grupo C
eram éguas que apresentavam ténus uterino ausente ou fraco, recebendo 3
doses de fenilbutazona de 29, 3 vezes no dia da TE; Grupo D as éguas
apresentavam ténus moderado a intenso, recendo 2 g de fenilbutazona no
momento da TE e Grupo E, éguas com ténus uterino moderado a intenso que
ndo foram tratadas. Todos os animais receberam um embrido. As taxas de
prenhez encontradas foram 36,8; 35,7; 63,6; 82,6; 79,3%, respectivamente. As
taxas de prenhez dos grupos A e B, das receptoras com tdnus uterino ausente
ou fraco, foram diferentes estatisticamente dos demais grupos, demonstrando
desta forma a correlacao entre tensao uterina da receptora e taxa de prenhez.
Além disso, o grupo C, de éguas com tonus uterino ausente ou fraco, que
receberam a fenilbutazona 3 vezes no dia da TE, apresentaram resultados
comparaveis aos das éguas com bom ténus uterino, sugerindo desta forma que
houve um efeito benéfico do tratamento na taxa de prenhez (DUARTE &
VIEIRA, 2003).

Fleury et al. (2006) apresentaram os resultados de um programa
comercial onde a selegcdo da receptora no dia da TE é baseada nas
caracteristicas uterinas de morfoecogenicidade e tonus. O ténus era avaliado
por palpacao retal, sendo escore de 1 (tbnus maximo) a 4 (ténus minimo). A
ecogenicidade uterina era visualizada por ultra-sonografia, classificada como 1
(imagem homogénea e maior ecogenicidade) a 4 (imagem heterogénea e
menor ecogenicidade). A taxa de prenhez nas éguas com ténus 1 e 2 foi maior
do que nas com tdénus 3 (p<0,05), assim como as taxas de prenhez para as
éguas com ecogenicidade 1 e 2 foram mais altas do que nas éguas com
ecogenicidade 3 e 4. As taxas de prenhez das éguas com ecogenicidade 3
foram superiores as das com ecogenicidade 4. Com isso, 0s autores
concluiram que a ecogenicidade e tébnus uterino devem ser levados em

consideragao na escolha da receptora de embrido.
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Em outro estudo, os fatores relacionados a receptora de embrido que
afetaram significativamente a perda embriondria foram a idade da receptora,
tbnus uterino antes da transferéncia e numero de dias pds ovulagdo da
receptora (CARNEVALE et al., 2000).

Em busca do aumento das concentracdes de progesterona em éguas
candidatas a receptora de embrido, a aplicacdo de anti-prostaglandinicos,
progesterona, e mais recentemente, o uso da hCG (gonadotrofina coridnica
humana) e dos analogos do GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) tém
sido estudado (FLEURY et al., 2007).

No experimento realizado por Fleury et al. (2004), a concentracdo de
progesterona entre o dia da transferéncia e o dia 13 do embrido apresentou
aumento significativo em receptoras tratadas com a hCG no dia da TE. As
taxas de prenhez ndo diferiram estatisticamente, porém foi observado um
aumento numérico na taxa de prenhez em todos o0s grupos em relagdo ao
controle (FLEURY et al., 2004). Em um outro experimento, o grupo tratado com
hCG apresentou maior nimero de éguas receptoras aptas a receber embrides
(FLEURY et al., 2007).

2.1.2 Fatores relacionados ao embriao

2.1.2.1 Qualidade do embriao

A qualidade do embrido equino antes da transferéncia afeta as taxas de

prenhez, de forma semelhante ao que acontece em bovinos (SQUIRES, 1993).

Os embrides sao avaliados e um escore de qualidade é atribuido de 1 a
5, sendo 1=excelente e 5 = degenerado ou morto. Os parametros morfolégicos
avaliados séo se os blastébmeros sdo compactos, extrusados ou danificados,
coloracédo e forma do embrido, tamanho do espaco perivitelino, dano a zona
pelucida e estagio de desenvolvimento comparado com a idade do embrido. A
maioria dos embrides coletados sdo de graus 1 ou 2. As taxas de prenhez para
embrides de graus 1 e 2 foram melhores (245/318, 77%) quando comparados
com embrides de graus > 3 (6/22, 27%) (SQUIRES & SEIDEL, 1995).
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Dados encontrados em um programa comercial de transferéncia de
embrides mostraram que a maioria dos embrides coletados eram considerados
normais (escores 1 e 2), sendo cerca de 96% deles (290/302, 96%)
(MCKINNON & SQUIRES, 1988a).

De acordo com Squires (2006), as taxas de prenhez para os embrides
de graus 1 e 2 sédo geralmente 70 a 80% aos 14 dias, enquanto para os
embrides de graus 3 e 4, ela sofre um decréscimo importante, sendo de 20 a
30%.

Também de acordo com Carnevale et al. (2000), a transferéncia de
embrides de graus 1 e 2 resultaram em significativa maior taxa de prenhez que
embrides de graus 3 e 4. Pode-se perceber a importancia da avaliacdo
morfolégica dos embrides. Observagdes morfoldgicas (blastdmeros extrusados,
células escurecidas, blastocele colapsada) sdo um método objetivo de avaliar a
viabilidade do embrido e estimar a probabilidade de estabelecimento de
gestacao apds a transferéncia (MCKINNON & SQUIRES, 1988a; CARNEY et
al., 1991; CARNEVALE et al., 2000).

Mortensen et al. (2006) relataram a observagdo de um decréscimo na
qualidade de embrides provindos de éguas submetidas a exercicio moderado
(30 minutos ao trote e galope). Os autores sugeriram que o motivo pelo qual se

acredita ter ocorrido esse decréscimo, foi o estresse térmico.

2.1.2.2 Idade, tamanho e grau de desenvolvimento do embriao

A maioria das coletas de embrido sédo feitas nos dias 6 a 9 pds ovulagao.
Estudos limitados estdo disponiveis para avaliar o efeito da idade do embrido
na taxa de gestacao (SQUIRES, 1993).

O tamanho do embrido parece nao influenciar a taxa de prenhez tanto
para os embrides transferidos a fresco quanto para os refrigerados (CARNEY
et al., 1991).

Um estudo comparando as taxas de prenhez de embrides de diferentes
idades obteve 0% de prenhez com embrides de 9 dias e 10 dias, enquanto a
taxa de prenhez para embrides de 6 dias foi de 61%, 7 dias foi de 55% e 8 dias
foi de 25% (VOGELSANG et al., 1985).
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Em contrapartida, Fleury & Alvarenga, (1999), obtiveram 74,5% de
prenhez para embrides de 7 dias (d7), 74,7% para embrides de 8 dias (d8) e
76,5% para embrides de 9 dias. Concluiram que com adequada manipulagéo e
técnica de transferéncia, os resultados obtidos com embrides de dia 8 e 9 sdo

similares aquelas obtiidas para embrides de dia 7.

No laboratério da Universidade do Colorado, em diversos estudos, néo
foram encontradas diferencas significativas nas taxas de prenhez entre
embrides d 6, d 7 e d8, tornando, assim, flexivel o dia da colheita do embriao
(SQUIRES, 1993).

Carnevale et al. (2000) também observaram que a transferéncia de
embrides pequenos (100 a 299um) ou moérulas resultou em menor taxa de
prenhez. As coletas eram efetuadas nos dias 7 e 8 pds ovulagao e, portanto,
potencialmente a maioria dos embrides pequenos que foram coletados
estavam com seu desenvolvimento retardado. As possiveis causas deste
retardo podem ser defeitos intrinsecos do embrido, exposi¢cdo a um ambiente
inadequado no oviduto ou utero, ou inseminagcdo pds ovulagdo (GINTHER,
1992). Além disso, embrides provenientes de éguas idosas comparados com
éguas jovens apresentam um atraso de desenvolvimento de cerca de 36hs
(CARNEVALE et al., 1993).

Foss e Crane (2004), comparando o grau de desenvolvimento e taxa de
prenhez, observaram que moérulas resultaram em menores taxas de prenhez
comparadas com blastocistos. Segundo estes autores, as morulas podem ser
menos eficientes no reconhecimento materno fetal por causa do seu grau de
desenvolvimento ou tamanho. Além disso, foi considerado que a recuperacao
de uma moérula no d 7 poderia significar que esse embrido apresentava

crescimento e habilidade de interagir com o endométrio reduzidos.

Carney et al. (1991) reportaram as porcentagens de prenhez obtidas
apos transferéncia nao cirdrgica de embrides entre 1,25 e 2,83 mm de diametro
comparados com os de 0,4 a 1,24mm. Divergindo desses resultados, Fleury et
al. (1989) reportaram semelhantes taxas de prenhez de embrides entre 200 e
500 um, 501 a 1000um, 1000 a 1700 um € entre 1701 a 4200 um de diametro.
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2.1.2.3 Métodos de preservacao do embriao

Outro fator estudado na taxa de prenhez é o método de preservacao dos
embrides. No caso da utilizagdo da técnica da transferéncia de embrides em
equinos, uma das maiores dificuldades esta relacionada com a manutencao de
éguas receptoras e a sincronizacao de seu ciclo estral com o da égua doadora
(FLEURY, 2002).

Para contornar este problema, criaram-se fazendas especializadas na
manutencdo de éguas receptoras, nas quais estas sdo mantidas e
sincronizadas de acordo com a necessidade. Foi necessario, entao,
desenvolver uma metodologia que permitisse a conservacao dos embrides pelo
tempo necessario para transporte dos mesmos até esses locais (FLEURY,
2002).

A conservagdo de embrides equinos por curtos periodos através do
resfriamento € mais aplicavel comercialmente do que a congelagdo, uma vez
que a taxa de prenhez para embrides congelados € ainda insatisfatéria e
muitas ragas ainda nao aprovam a técnica (FLEURY, 2002).

Oguri e Tsutsumi (1974) coletaram embrides no dia 6 pds ovulacao, e
mantiveram embrides em soluc&o salina com 2% de gelatina ou em mistura de
Ringer com soro de égua a 30° C entre 29 a 70 minutos antes da transferéncia
e nao detectaram diferenca entre as taxas de prenhez entre os dois
tratamentos.

Ja Douglas (1982) ndo obteve prenhezes de embrides transferidos com
o0 meio TCM-199 (0/12), mas obteve 60% de prenhez para embrides colhidos e
transferidos em meio DPBS.

Embriées mantidos em DPBS a temperatura ambiente por 6 a 24 horas
antes da transferéncia resultaram em 3 prenhezes de 7 embrides transferidos
aos 24 dias e nenhuma aos 100 dias. O contrario ocorreu com o0s embrides
controle, que também permaneceram em DPBS mas a temperatura ambiente
por até 3 horas, apresentando melhores resultados (20/28 no dia 14 e 14/28 no
dia 100) (DOUGLAS, 1982).
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De acordo com Imel, 1981, o DPBS nao foi eficiente em manter a
viabilidade do embrido por 24 horas. O melhor meio em manter a viabilidade do
embrido equino foi o Ham’s F-10.

Carnevale et al. (1987) desenvolveram uma técnica para a manutengéo
de embrides que permitia sua conservacao por um periodo de até 24 horas,
que é o tempo necessario para viabilizar o transporte dos mesmos, sem um
comprometimento da taxa de prenhez a ser obtida. O trabalho comparou os
resultados obtidos com o0 meio Ham’s F10 gaseificado com uma composi¢ao de
5% de CO. 5% de O, e 90% de N,, com 10% SFB, penicilina e
estreptomicina, e o Ham’s F10 tamponado com Hepes, também com 10% SFB,
penicilina e estreptomicina, mantidos a uma temperatura de 5°C por 24 horas
em um Equitainer®. Foi encontrada uma menor taxa de prenhez aos 14 dias,
para os embrides mantidos em Ham’s F10 + Hepes (20%) quando comparado
com o grupo controle (90%) e com o grupo mantido em Ham’s F10 + CO; (70%
; P<0.05). Seus resultados sugeriram ainda que o0s embrides equinos
permanecem viaveis por até 24 horas em Ham’s F10 + CO, em temperatura de
5°C . Neste mesmo estudo, houve um aumento de 34,8 um no didmetro dos
embrides armazenados por 24 horas em Ham’s F10 + CO, e um decréscimo de
10,2 um no didmetro daqueles mantidos em Ham’s F10 + Hepes (CARNEVALE
et al., 1987).

Carney et al. (1991) comparam as taxas de prenhez entre embrides
transferidos a fresco ou transportados. Os embrides eram coletados no dia 7
pds ovulacdo e transferidos imediatamente ou colocados em Ham’s F10 com
10% SFB em atmosfera a 5% CO» 5% O, e 90% N, em um Equitainer® a 5°C.
As taxas de prenhez aos 12, 35 e 50 dias foram semelhantes para embrides
transferidos a fresco ou refrigerados (74, 64, 61% vs 80, 67, 66%), assim como
quando comparados os embrides mantidos por 12 e 24 horas. Concluiu-se
entdo que embrides eqlinos podem ser refrigerados a 5°C e guardados por até
24 horas sem ocorrer diminuicao da fertilidade.

Martin et al, (1991) realizaram um estudo onde os embrides foram
armazenados a 5° C por 18 ou até 36 horas. Estes embrides eram colhidos
com 7 dias, mensurados e seu grau de qualidade avaliado. Em seguida, eram

mantidos em Ham’s F10 com 10% SFB, gaseificado com 5% CO,, 5% O, e
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90% N,. Os embrides foram entdo armazenados em Equitainer® por 18 ou 36
horas. Apds o periodo de refrigeracao, os embrides foram avaliados quanto ao
tamanho e a qualidade e entdo transferidos para receptoras sincronizadas. O
escore médio dos embrides antes do armazenamento foi 1,3 (escore de 1 a 5).
Os embrides mantidos por mais tempo tiveram pior escore de qualidade (1,6
com 18 h; 2,0 com 36 h). Ja o tamanho dos embrides ndo sofreu nenhuma
alteracdo com 18 ou 36 horas. Concluiram a partir deste estudo que apesar da
qualidade dos embrides diminuir levemente apds 36 horas, a taxa de prenhez
dos embrides foi similar aquela dos embriées mantidos por até 18 horas (36,6 e
40%, respectivamente).

Fleury et al. (1998) relataram a utilizacdo de uma modificagdo da técnica
descrita por Carnevale obtendo resultados satisfatérios. Esta modificagcao
consistiu em utilizar o Ham’s F-10 com menor concentracao de Hepes.

Carnevale et al. (2000), avaliando os resultados obtidos com
transferéncia de embrides a fresco ou resfriados, concluiram que a refrigeracéao
e transporte de embrides equinos ndo afetam a taxa de prenhez. Os resultados
de prenhez para embrides transferidos a fresco e refrigerados foram similares
no dia 12 (64,6% fresco; 69,3% refrigerado) e no dia 50 (56,3% fresco; 56,0%
refrigerado) (CARNEVALE et al., 2000).

McCue et al. (2000), procurando contornar a dificuldade do protocolo
gue necessita a incubagdo do Ham’s F-10 com CO, desenvolveram um projeto
piloto no qual comparou os resultados obtidos com o0 Ham’s F10 com CO,, com
a utilizacdo do meio Emcare®, que ndo exige a utilizacdo da técnica da
gaseificagdo para o equilibrio do seu pH, ndo encontrando diferenca
significativa entre os grupos.

Fleury et al. (2005) reportaram taxas de prenhez semelhantes para
embrides mantidos em meio Vigro ou Emcare por 18hs entre 15 e 20° C. Ja em
2006, o mesmo grupo reportou taxas de prenhez semelhantes comparando-se
diferentes tempos de manutencdo dos embrides entre 15 e 18° C, até 24hs,
demonstrando assim que € possivel a permanéncia dos embrides por até 24
horas nesta temperatura, sem prejudicar a fertilidade.

A congelacdo de embrides € um método bastante difundido e utilizado
para a conservagdo e a exportagdo de embrides bovinos. Em eqlinos o
sucesso desta técnica é ainda limitado (FLEURY et al, 2002).
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Embrides podem ser congelados por métodos convencionais similares
aqueles utilizados em bovinos, ou por vitrificacdo. Na criopreservacao
convencional, é essencial remover a maioria da agua das células antes de
ocorrer 0 congelamento. Para a Vvitrificagdo, altas concentragbes de
crioprotetores permeaveis sao utilizadas, tipicamente 5 M ou mais. O que
ocorre neste processo € um aumento da viscosidade dos fluidos intra e extra-
celulares conforme vai ocorrendo o resfriamento, ao invés da formagao de
cristais. Tambeém ndo é necessario o resfriamento lento do embrido
(SQUIRES & SEIDEL, 1997; SQUIRES, 2005).

Ha muitos anos, uma série de estudos tem procurado melhorar as taxas
de prenhez dos embrides congelados. YAMAMOTO et al. (1982) reportou o
nascimento do primeiro potro oriundo da congelagdo de embrido e neste
estudo a taxa de prenhez obtida foi de apenas 9% (1 de 11).

Foi demonstrado que os embrides menores, coletados no dia 6 pos
ovulagao suportam melhor a criopreservacao do que os maiores d7 (SQUIRES
& SEIDEL, 1997; SQUIRES, 2003). Contudo, os embrides recuperados no dia
6 podem ja ser muito grandes. Slade et al. (1985) reportaram que 11% dos
embrides recuperados no d 6 tinham mais do que 260 um de didmetro.

Os embrides grandes em estagio de blastocisto ou blastocisto expandido
nao sobrevivem a congelacao, diferindo assim de embrides bovinos, para os
quais os melhores resultados sao obtidos com embriées coletados entre 7 e 8
dias, no estagio de blastocisto inicial (SLADE et al., 1985).

Varios autores demonstraram que embrides <300um em tamanho
sobrevivem a congelacdo e descongelacdo, enquanto os embrides grandes
tém taxas de sobrevivéncia mais baixas (SLADE et al., 1985; SQUIRES et al.,
1989; MEIRA et al., 1993). Seidel (1996) sugeriu que essa menor resisténcia
dos embrides grandes se deve a baixa permeabilidade aos crioprotetores
durante sua adicao e remocao € a relacao da superficie pequena com o volume
do embrido. A céapsula pode ser responsavel por impedir o movimento do
crioprotetor de tal forma que este ndo consegue entrar e sair facilmente das
células (SQUIRES & SEIDEL, 1997; SQUIRES et al., 2005). Pfaff et al. (1993)
mostraram indiretamente que o fluxo de crioprotetores através da superficie
embrionaria diminui a medida que o embrido equino se desenvolve. Também

existe a possibilidade de que a massa celular interna sofra menos dano do que
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as células trofoblasticas, ajudando a explicar porque os embrides maiores
resistem menos a criopreservacao.

Slade et al. (1985) compararam os efeitos de diferentes procedimentos
de congelamento. Foi utilizado o glicerol como crioprotetor e os embrides foram
colocados em palhetas de 0,5ml ou ampolas de 1 ml de vidro. Os embrides
foram resfriados a 4 °C/min a partir da temperatura ambiente até -6 °C, e feito o
seeding a -6° C, e mantidos por 15min, ent&o resfriados a 0,3 °C/min ate -30 °C
e 0,12 C/min até -33 °C. Apos a descongelagéo, 23 embrides ndo puderam ser
transferidos. Dos embrides que foram classificados como blastocisto inicial
(diametro médio 173 um), 8/10 resultaram em prenhez. Em contraste, dos 7
blastocistos apenas um resultou em prenhez.

Legrand et al. (2000), para investigar se a capsula do embrido impede o
congelamento, realizaram um experimento avaliando a relacdo entre a
espessura da cdpsula e os danos durante a congelacao. Eles reportaram que o
nuamero de células danificadas era diretamente proporcional a espessura da
capsula e que a capsula interfere, prevenindo a entrada do glicerol nas células
embriondrias. Em um experimento subsequiente, eles expuseram embrides
grandes a tratamentos enzimaticos para digerir a capsula antes da congelacao.
A tripsina aumentou a permeabilidade da capsula mais efetivamente do que a
colegenase. O tratamento de embrides d8 com 0,2% do peso de tripsina por
15min antes da congelagdo resultou em 3 prenhezes de 4 para embrides
>500um. Eles concluiram que, quando embrides equinos grandes sao
congelados, a permeabilidade e espessura da capsula precisam ser levadas
em conta. Num estudo subseqiente, dos mesmos autores, embrides d7 e 8
foram tratados enzimaticamente ou ndo antes do inicio do congelamento com
glicerol. Os 2 grupos eram (8 embrides grau 1 > 200um) congelados sem
tratamento enzimatico prévio e congelados tratados previamente (banho 0,2%
tripsina por 15 min). A congelacdo foi feita utilizando um método de
resfriamento lento convencional. Nenhuma gestacéao foi conseguida no primeiro
grupo e 3/11 do grupo 2 resultaram em gestacdo. A taxa alcangcada foi mais
baixa do que se esperava baseando-se no estudo preliminar.

Lascombes e Pashen (2000) reportaram os resultados de um programa
comercial de transferéncia de embrides na Argentina no qual 44 embrides

congelados foram transferidos. Os embrides eram coletados no dia 6-6,5 e
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mediam <220um. Foram congelados em solucdo Dulbecco’s fosfato
tamponado salina com 10% de glicerol adicionado em 2 passos. A taxa de
prenhez obtida foi 56%.

No experimento realizado por Stout et al. (2003) foi concluido que o
congelamento de blastocistos expandidos causa ruptura do citoesqueleto e
morte celular. Nele foi proposto o tratamento pré congelacdo com tripsina ou
citocalasina B, pois a primeira pode aumentar a entrada de crioprotetor e a
ultima, pode aumentar a flexibilidade da membrana, diminuindo sua fragilidade

A vitrificacao, diferente da congelacao convencional, € um procedimento
rapido que requer menos do que 15 minutos (CARNEVALE et al., 2004) e nao
requer equipamentos especializados. Além disso, a diluicdo dos crioprotetores
pode ocorrer dentro da palheta, e o embrido pode ser transferido
imediatamente para a égua, sem ser retirado da palheta (HUDSON et al.,
2006).

Elridge-Panuska et al. (2005), utilizando altas concentragdes de glicerol
e etilenoglicol para a vitrificagdo, obtiveram um resultado de 16/26 embrides
prenhes. A vitrificacdo de embrides >300um nao resultou em gestacoes.

Hudson et al., 2006, realizaram um estudo no qual foi feita a vitrificagao
imediata ou apos o resfriamento do embrido por até 19 horas, de embrides
provenientes de éguas superovuladas. Os resultados encontrados foram boas
taxas de prenhez para ambos, sendo 65% (13/20) para embrides resfriados e
em seguida vitrificados e 75 % (16/20) para os vitrificados imediatamente apds
a coleta, demonstrando desta forma que a Vvitrificacdo teve resultados

comparaveis com a transferéncia de embrides a fresco.

2.1.3 Fatores relacionados a doadora de embriao

Diferente de outros animais, a égua permanece em atividade reprodutiva
por um maior periodo de sua vida. Sendo comum encontrar éguas com mais de
20 anos de idade em programas de TE (LOSINNO & ALVARENGA, 2006).

Uma das indicacdes de TE em éguas é a transferéncia de embrides de
fémeas com alta taxa de perda embrionaria para outras com trato reprodutivo
normal. A taxa de perda embrionaria é maior entre os 35 e 50 dias em
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receptoras que receberam embrides de éguas inférteis, sugerindo que esses
embrides eram anormais antes da TE (SQUIRES, 1992).

De acordo com Woods et al. (1986), a qualidade dos embrides
recuperados de éguas normais versus inférteis foi mais alta e 53% dos lavados
das éguas inférteis continham apenas embrides anormais comparado com
apenas 3% dos lavados de éguas normais. Anormalidades embrionarias
consistem em retardo de desenvolvimento, degeneracdo celular, necrose
celular e invasdao por hifas e podem ter diversas causas como falha na
fertilizagdo, embrides hereditariamente alterados, problemas do oviduto, e
ambiente uterino inadequado.

Squires et al. (1982) mostrou uma taxa significantemente maior de perda
embriondria nos dias 35 e 50 de receptoras que receberam embrides de éguas
subférteis do que férteis.

Entretanto, Alonso et al. (2005) apresentaram dados de um programa
comercial de TE no qual as taxas de perda embrionaria nao foi diferente para
embrides de éguas idosas (mais do que 18 anos) e éguas jovens (entre 2 e 17
anos), sendo 12,5% e 13,2%, respectivamente.

A viabilidade reduzida dos embribes de éguas subférteis foi
demonstrada em estudo de um programa comercial no qual embrides d7 de
éguas subférteis tenderam a sobreviver em menor taxa do que embrides de
éguas normais (IULIANO E SQUIRES, 1986).

Carnevale et al. (1993) demonstraram que blastocistos provenientes de
éguas idosas apresentavam menos células totais, menores escores de
qualidade e tendiam a ter menor didametro. Brinsko et al. (1994) sugeriram que
defeitos de desenvolvimento do embri&do ou do ambiente do oviduto poderiam
explicar a falha no estabelecimento da gestacdo em animais idosos e
subférteis.

Ball et al. (1989) observaram que a qualidade dos embrides era
semelhante entre éguas subférteis e normais, contudo os embrides de baixa
qualidade de éguas subférteis tenderam a ter menor taxa de prenhez do que os
provenientes de éguas normais. Apesar do papel do ambiente uterino poder ser
considerado como causador de defeitos embrionarios, parece possivel que
muitos deles possam ser explicados por defeitos no odcito das éguas velhas e

subférteis.
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Odcitos de éguas idosas transferidos para o oviduto de receptoras
jovens resultaram em menor taxa de gestacao do que oécitos de éguas jovens
(11/12, 92%:; 8/26, 31%) (CARNEVALE & GINTHER, 1995). O tipo de alteracao
responsavel por esta redugédo de qualidade ainda é desconhecida (AGUILAR et
al., 2002). Foi sugerido que éguas velhas ovulam mais odécitos defeituosos do
que éguas jovens, o que esta de acordo com outros trabalhos prévios, sendo
este fator parcialmente responsavel pela subfertilidade em éguas idosas
(CARNEVALE et al., 1993; CARNEVALE et al., 1999).

O efeito da idade da égua doadora de embrido nas taxas de prenhez
foram investigados. Vogelsang e Vogelsang (1989) verificaram que embrides
de éguas entre 2 e 8 anos (59/84, 70%) resultaram em mais prenhezes
comparando-se com éguas entre 9 e 17 anos (50/97, 56%). Contrariamente,
Carney et al. (1991) relataram que embrides de éguas entre 2 a 6 anos, 7 a 12
anos, 13 a 18 anos e mais que 19 anos resultaram em taxas de prenhez

similares.

De acordo com Carnevale et al. (1993), um declinio na fertilidade
associado com a idade ocorre antes da entrada do embrido no Utero. Isso
indica que as interacdes entre odcito e oviduto (baixas taxas de colheita) e /ou
desenvolvimento do embrido dentro do oviduto (numeros de células
embrionérias reduzidas e qualidade do embrido) estavam prejudicas em éguas
idosas.

Carnevale et al. (2000), indicaram que anomalias morfoldgicas que nao
foram observadas no o6cito de éguas jovens foram detectadas nos oocitos das
éguas idosas.

A maior taxa de subfertiidade em éguas velhas pode resultar da
fertilizacdo de odcitos que nao sofreram maturacdo meiodtica adequada, ou
porque 0s o00citos de éguas idosas podem ter maior prevaléncia de

complementos cromossomais anormais (BRINSKO et al., 1994).

2.1.4 Técnico

A habilidade do técnico pode ser um fator muito importante na taxa de

prenhez na transferéncia de embrido nao cirdrgica (MCKINNON & SQUIRES,



Revisao de Literatura 28

1988b; SQUIRES & SEIDEL, 1995). A taxa de prenhez esta relacionada ao
técnico que realiza a transferéncia de embrido, e geralmente é mais alta para
aqueles que realizam um grande numero de transferéncias (HINRICHS &
CHOI, 2005). Alguns experimentos foram realizados e as taxas de prenhez
entre diferentes técnicos foram comparadas. Trinta e nove embrides foram
transferidos por dois técnicos e 13 resultaram em gestagédo, sendo que 12 de
26 do técnico 1 e 1 de 13 do técnico 2 (SQUIRES et al., 1982a).

2.1.2 Progesterona e fertilidade

A progesterona é produzida pelo corpo luteo (MCKINNON, 1993),
formado ap6s a ovulagao de um foliculo.

A concentracao plasmatica de progesterona so ira se elevar no plasma,
na maioria das éguas, entre 10 e 12 horas pés-ovulacdo, mas existe uma
variagao individual bastante importante, podendo este aumento ocorrer entre 6
e 60 horas p6s-ovulacao (PLOTKA et al., 1975; TOWNSON et al., 1989).

No momento no qual a concentracdo atinge 1ng/ml, inicia-se o diestro
(NEELY et al., 1979). Ela sofre um aumento continuo rapido, atingindo um pico
ao redor do dia 6, mantendo um platé (HUGHES et al., 1972). A concentracao
de progesterona atingiu valor de 7,7+3,8 ng/ml no dia 6 (SMITH et al., 1970). A
progesterona  atinge sua concentracdo plasmatica maxima, de
aproximadamente 10ng/mL, por volta do dia 5 a 7 pds-ovulacdo e é mantida
até o dia 13 ou 14 pés-ovulacao devido a lutedlise que ocorre caso nao exista o
reconhecimento materno (HOLTAN et al., 1979). Autores encontraram valores
médios de 10 ng/ml no dia 6 pds ovulagdo (STABENFELDT et al., 1971), 9,36
ng/ml no dia 8 (PLOTKA et al., 1971) e 5,49/ml no dia 5 (PLOTKA et al., 1972).
Plotka et al encontrou valores entre 2,7 e 20,2 ng/ml no plasma.

Souza (2006) encontrou niveis de progesterona mais elevados dos que
os descritos previamente na literatura, sendo que o grupo controle apresentou
8,42 ng/ml no dia 4 po6s ovulacao, e 16,08 no dia 8 pos ovulagado. Nos grupos
nos quais foi administrada a hCG para induzir a ovulagdo ou no dia 1 pés

ovulacdo, as concentracbes de progesterona no dia 4 foram de 16,01 e
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14,85ng/ml respectivamente. J& no dia 8, a concentracdo foi de 16,08 e
17,31ng/ml, respectivamente.

Secrecbes do utero, chamadas de “leite uterino”, sédo aparentemente
importantes na nutricdo do concepto no inicio da gestacdo. A habilidade de o
endométrio provir quantidade adequada de secrecdes depende em grande
parte da progesterona. O total de proteina na secrecao uterina ao longo do
ciclo estral tem sido estudado e os resultados indicam que o conteudo total cai
abruptamente com o declinio da progesterona. Quando ocorre a manutencao
do corpo luteo e a produgcado de progesterona se mantém, o conteudo protéico
da secregao uterina permanece elevado (ZAVY et al., 1979). A progesterona
esta associada com secrecdo de proteinas uterinas como a uteroferrina
(SHARP,1992). Esta secregdo parece ser tempo dependente, ocorrendo
brevemente apds a exposicdo do endométrio ao estrogeno seguido de
progesterona (HINRICHS, 1989).

Concentracbes reduzidas de progesterona podem ser associadas com
perda embrionaria espontanea e podem envolver lutedlise induzida por
endometrite, falha do concepto de bloquear a lutedlise e a insuficiéncia luteal
primaria (BERGFELT et al., 1992).

Irvine et al. (1990) mensuraram o nivel de progesterona de 179 éguas
gestantes do dia 16 a 45 de gestacdo. Um total de 17 éguas sofreu perda
embrionéria, sendo que em apenas uma delas houve a queda da progesterona
antecedendo a perda. Uma bidpsia uterina foi realizada, e 7 das 17 éguas
tinham biépsia endometrial classificada como grau 1IB e lll. Conclui-se,
portanto, que a perda embriondria entre os dias 18 e 45 raramente é causada
por insuficiéncia de progesterona (IRVINE et al., 1990). Papa et al. (1994)
também avaliaram a causa da perda embrionaria acompanhando as
concentracées de progesterona de éguas prenhes. As concentragdes de
progesterona das éguas que sofreram perda ou ndo, foram semelhantes.
Todos o0s animais que apresentaram perda embrionaria apresentavam
sintomas de endometrite aguda ou crénica, com graus de bidpsia uterina
variando de IlA (n=2), IIB (n=14) e Il (n=1). Concluiram entdo que a
endometrite foi a principal causa da perda embrionaria. Apesar das éguas
apresentarem o endométrio comprometido, nenhuma delas sofreu lutedlise

secundaria.
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Douglas et al. (1985) citam o nivel de 2,5 ng/ml enquanto Shideler et al.
(1982) falam em 4 ng/ml como sendo o valor critico para a manutencao de
gestacao. Outro estudo indicou o nivel de 2,5 ng/ml como sendo 0 minimo
requerido para a manutencao da gestacao. Neste mesmo estudo, foi verificado
que altas concentracbes de progesterona (>20ng/ml) ndo incrementam as
taxas de prenhez (KNOWLES et al.,, 1993). Concentracées de progesterona
entre 2,2 e 25,2 ng/ml ndo afetaram as taxas de prenhez e a perda embrionaria
(KNOWLES et al, 1993). De acordo com Allen, a concentracdo de
progesterona de 2 ng/ml foi suficiente pra manter a gestagéao (ALLEN, 1974).

Adams et al. (1987) observaram que éguas com fluido intraluminal
apresentaram menor taxa de gestagcdo e maior perda embriondria do que
éguas sem fluido intraluminal As concentragbes de progesterona foram
significativamente menores no dia 8 nas éguas com fluido intraluminal e no dia
11 em éguas que tiveram perda embriondria, comparando com as que
mantiveram a gestagdo. Concluiram que a baixa taxa de prenhez nas éguas
com fluido era decorrente de uma inflamagéo uterina e subseqtiente queda na

concentracao de progesterona devido a lutedlise.
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3. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivos:

Avaliar o efeito do dia do ciclo da receptora sobre as taxas de
prenhez pds transferéncia de embriao;

Avaliar o efeito do tonus e morfoecogenicidade uterina nas taxas de
prenhez de receptoras de embrido;

Relacionar a concentracdo plasmatica de progesterona em éguas
candidatas a receptora de embriao classificadas como marginais e
aceitaveis e apresentando diferentes tonus e padroes de
morfoecogenicidade uterinas.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Local

Este experimento foi realizado na Central Fleury Reproducao Equina, na
fazenda Santa Cruz, localizada no municipio de Sdo José do Rio Pardo, SP
(212 35’ Latitude Sul e 46° 54’ Longitude Oeste).

4.2 Animais

Para avaliar o efeito do dia do ciclo da receptora sobre as taxas de
prenhez pés TE foram utilizados 905 embrides de 597 doadoras de embrido.
Para avaliar o efeito da morfoecogenicidade e ténus uterino no dia da TE,
sobre as taxas de prenhez, 666 embrides foram utilizados provenientes de 464
doadoras de embrido. Em ambos, as doadoras eram de diferentes racgas:
Mangalarga, Mangalarga Marchador, Campolina, Brasileiro de Hipismo, Cavalo
de Pélo, Arabe e Quarto de Milha, com idades entre 2 e 25 anos.

Para a analise de concentracao plasmatica de progesterona nos dias 4 e
8 pos ovulagao, foram utilizadas 79 éguas, sendo 49 no dia 4 pds ovulacao e
30 no dia 8 pds ovulagéo.

Foram utilizadas éguas sem raca definida como candidatas a receptora,
entre 3 e 15 anos.

Apenas os animais que foram considerados aptos, foram incluidos no
experimento. Para serem considerados aptos, deveriam apresentar os seguintes
pré-requesitos: auséncia de alteragbes em utero e ovario, detectaveis a
palpacéo retal e ultra-sonografia; ciclicidade regular apés a observagéo de dois
ciclos consecutivos; boa condi¢ao corporal e auséncia de alteragdes clinicas.

4.3 Manejo Reprodutivo

As colheitas e transferéncias dos embrides foram realizadas entre

setembro de 2003 a marco de 2007, incluindo desta forma as estacdes
reprodutivas de 2003/2004, 2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007. As coletas de
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sangue para mensuracdo de progesterona sérica foram realizadas de
novembro de 2006 a marco de 2007.

4.3.1 Doadoras

As fémeas doadoras permaneceram em pastagens de coast cross
(Cynodon dactylon (L.) Pers), recebendo 2 kg de concentrado balanceado,
agua e sal mineral ad libitum. Estes animais ficavam alojados na central ou nos

haras aos quais pertenciam.

As fémeas doadoras eram avaliadas por palpacdo retal e
ultrasonograficamente (Aloka SSD 500,Aloka Co. Ltda, Tokyo, Japao, equipado
com transdutor trans-retal de 5,0Mhz).

Os animais que apresentavam foliculo com didmetro igual ou maior do
que 35 mm, com presenca de dobras endometriais, recebiam a aplicacao de
2500Ul de hCG (gonadotrofina coribnica humana), um indutor de ovulagéo
(Vetecor®, Laboratério Calier, Espanha), na dose de 2500Ul, intravenoso, e
eram inseminadas no dia seguinte com sémen fresco ou resfriado. A

inseminagao era repetida a cada 48 hs, até a detecgéo da ovulagéo.

A dose inseminante minima utilizada era de 500 milhdes de
espermatozdides viaveis, sendo o sémen diluido em diluente a base de leite

em po desnatado, glicose e antibidticos, segundo Kenney et al., (1975).

Todos os dados obtidos nos exames eram anotados em fichas de

controle individuais.

4.3.2 Receptoras

As fémeas receptoras de embrido eram mantidas em pastagens
formadas por graminea batatais (Paspalum notatum Flugge), coast cross
(Cynodon dactylon (L.) Pers) e Aruand (Panicum Maximum cv. Aruana),
recebendo 1,5kg de concentrado balanceado e 2 kg de aveia preta (Avena

strigosa), com sal mineral ad libitum.
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As éguas receptoras foram observadas para a deteccao de estro uma
vez ao dia, com a utilizacdo de um rufido deferectomizado. O animal detectado
com sintomas de estro era submetido a palpagéo retal e ultra-sonografia, sendo
estes exames repetidos diariamente até o dia da ovulagdo. Os animais que
ovularam, e que estavam entre 3 a 8 dias pos ovulacao, eram avaliados toda
vez que um embrido iria ser transferido. Esta avaliacdo, que era realizada
sempre pelo mesmo técnico, consistia na palpagao retal com a avaliagdo do
tébnus uterino utilizando os escores 1 (mais tenso), 2 (tenso porém um pouco
menos do que 1), 3 (Utero mais flacido do que 1 e 2, porém ainda diferente do
tbnus encontrado no estro) e 4 (flacido, ténus encontrado no estro). Em
seguida, a ultra-sonografia era realizada, para a deteccédo do corpo luteo, e a
avaliagcdo da morfoecogenicidade do utero, sendo os escores 1 (Utero
homogéneo, ecogénico, com pouca diferengca entre miométrio e endométrio e
com formato tubular), 2 (Utero heterogéneo, com mais diferenca entre
miométrio e endométrio do que o escore 1, formato tubular), 3 (maior
diferencga entre miométrio e endométrio do que os escores 1 e 2, mais
heterogéneo, sendo as dobras endometriais ausentes) e 4 (Utero heterogéneo,
pouco ecogénico, com muita diferenca entre miométrio e endométrio, com
formato pouco tubular, j& havendo presenca de dobra endometrial), como
demonstrado na Figura 1. Baseado no tdnus e morfoecogenicidade uterinos, as
éguas eram classificadas em aceitaveis, marginais e reprovadas. Era
considerada aceitdvel aquela que apresentava tonus 1 e 2 e
morfoecogenicidade 1 e 2. Marginal era a receptora que apresentava tébnus ou
morfoecogenicidade 3. As receptoras reprovadas eram aquelas que tinham um

dos parametros 3 e o outro 4 ou ambos 4.
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FIGURA 1. Diferentes padrées de morfoecogenicidade uterina.
Morfoecogenicidade 1 (A); Morofoecogenicidade 2 (B);-
Morfoecogenicidade 3 (C) ;Morfoecogenicidade 4 (D).
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As receptoras que tiveram um embrido transferido eram submetidas a
avaliacao ultra-sonografica para diagnéstico de gestacdo 5 a 7 dias apds a

transferéncia.
4.4 Colheita dos embrioes

O método de colheita utilizado foi 0 ndo cirurgico, sistema aberto, sendo
adaptado da metodologia descrita por Squires et al. (1985). As colheitas eram
realizadas no dia 7, 8 ou 9 pds ovulagdo da égua doadora. Catéteres Bivona®
(Bivona Medical Technologies,. Gary, IN, EUA) com balonete de 75 mL de
capacidade, de cerca de 140cm de comprimento adaptados a mangueira
plastica também siliconizada, foram utilizados. O catéter era colocado
manualmente através da vagina, sendo introduzido através da cérvix, até
atingir o corpo do utero. acoplada a um frasco de Ringer com Lactato de Sodio
(J.P. Industria Farmacéutica-Ribeirao Preto-SP), (Alvarenga et al., 1993). Em
seguida, o balonete era inflado com 40 mL de ar, para que houvesse a fixacao
do cateter no interior do utero, sendo entdo tracionado para trds para que
houvesse a oclusdo da cérvix. Apds a fixagcdo do catéter, 1 L de Ringer com
Lactato era infudido por pressdo no utero. Massagem uterina por via retal era
realizada de forma vigorosa, afim de que o Ringer atingisse todas as porcoes
do utero. Em seguida, com a massagem sendo realizada, o Ringer era retirado
por sifonagem, sendo diretamente filtrado. O filtro utilizado possui uma malha
de 75um para que o embrido seja retido. Este processo era repetido 3 vezes.
Apbs cada drenagem do Utero, uma inspecao visual era realizada no filtro, para
uma possivel localizagdo do embrido. Uma vez que o numero de embrides
detectados no filtro era correspondente ao nimero de ovulagdes apresentadas
pela égua, o procedimento era terminado. Toda a solugdo infundida era retirada
completamente do Utero.

Apbs a realizagdo de cada colheita, as éguas doadoras recebiam 1 ml
intramuscular de Lutalyse®, (prostaglandina F2,, dinoprost trometamina,
6,71mg/ml, Pharmacia, Sdo Paulo-SP) com o objetivo de causar a lise do corpo

luteo, fazendo com que o animal retornasse o mais rapidamente ao estro.
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4.5 Manipulacao e classificacao dos embrioes

Apb6s o término de todo o processo da colheita de embrido, o liquido
remanescente no filtro era entdo colocado em uma placa de Petri siliconizada
descartavel, de 100 x 20mm, com linhas guia tragcadas no fundo. A procura dos
embrides era realizada em um estereomicroscépio com aumento de 10 vezes.
Quando localizados, os embrides eram colocados em uma nova placa de Petri
estéril, tampada, em um meio de manutencéo Vigro® (Bioniche, Canada).

No processo de manipulacdo dos embrides, palhetas de congelamento
de sémen (IMV, Franga), de 0,25 e 0,5 mL foram utilizadas, de acordo com o
diametro do embri&do obtido, para evitar qualquer leséo.

Esta placa continha de 8 a 10 gotas deste meio de manutencao, através
das quais o embrido era passado e manipulado, com o intuito de diminuir a
contaminagéo.

Em seguida, eles eram avaliados em aumento de 40x para a
classificagdo morfoldgica e de qualidade, de acordo com McKinnon & Squires,
(1988)a. Apenas embrides classificados como graus 1 e 2 foram utilizados

neste experimento.
4.6 Transferéncia dos embrioes

No experimento, um total de 905 transferéncias de embriao n&o
cirurgicas foram realizado. As receptoras nas quais os embrides foram
transferidos estavam entre 3 e 8 dias pds ovulacdo. A escolha da receptora

mais adequada foi realizada como descrito anteriormente.

No momento antecedente a transferéncia do embrido, a égua receptora
recebia uma dose de 10 mg de Acepromazina (Rhobifarma, S&o Paulo-SP) por
via endovenosa, com o objetivo de obter uma tranquilizacdo, redugdo no

estresse, e relaxamento da musculatura vulvar.

A higinenizagdo da regido perineal era realizada com a utilizagdo de

detergente e iodo povidona a 2%. Em seguida, a regiao era seca com papel.

Havia dois possiveis métodos de transferéncia dos embrides, de acordo

com o seu tamanho. A pipeta (PROVAR, Sao Paulo-SP) para inseminacao
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artificial, com 60 cm de comprimento, acoplada a uma seringa de 1mL, foi
utilizada para a transferéncia dos embrides maiores da seguinte forma: uma
coluna de meio de manutengédo era colocada inicialmente + coluna de ar +
coluna de meio + coluna de ar + coluna de meio com o embri&o + coluna de ar.
As colunas de ar e meio tinham como objetivo auxiliar a saida do embrido da

pipeta para o interior do Utero.

Os embrides menores eram acondicionados em palhetas de 0,25 mL, da
mesma forma como era feito com a pipeta. Em seguida, a palheta era colocada

no interior de uma bainha francesa (Cultilab, Campinas-SP) com um aplicador.

A transferéncia era realizada por via transcervical, na qual tanto a pipeta
como a bainha francesa eram protegidas por uma camisa sanitaria (IMV,
Franca) objetivando evitar a entrada de agentes contaminantes presentes na
vagina e vestibulo, para o interior do utero (SQUIRES et al., 1982b).

A méo do técnico, revestida por uma luva de palpacéo reta, lubrificada
com gel natrosol era introduzida pela vulva, através da vagina. Quando a cérvix

era localizada, e sua tenséao e integridade eram avaliadas.

Em seguida, a extremidade da pipeta ou bainha francesa era colocada
sob a mao enluvada e introduzida na vagina. Quando localizada a cérvix, o
instrumento era posicionado na abertura cervical e introduzido
aproximadamente 5mm, onde a camisa sanitaria era rompida. Apds a ruptura
da camisa, o instrumento era colocado cerca de 7 a 10 cm no interior do utero,
até sentir a parede do corpo do utero. Entdo o instrumento era afastado cerca
de 1,5cm da parede do utero. Em seguida, era realizada a transferéncia

pressionando-se o inovulador ou a seringa conectados a ele.

4.7 Colheita de amostra de sangue para dosagem de progesterona

As amostras de sangue para dosagem de progesterona foram colhidas
da veia jugular de 79 receptoras, em tubos providos de vacuo e heparinizados.

A amostra era colhida no dia da avaliagdo da égua candidata a receptora,
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sendo 4 ou 8 dias apos a ovulagao (D4 ou D8) aproximadamente no mesmo
horério do dia (9:00horas da manha).

Apb6s a colheita, as amostras eram centrifugadas, o plasma retirado e
armazenado em tubos de microcentrifugacdo a -18° C para as avaliagdes
hormonais.

As amostras foram quantificadas em suas concentragdes plasmaticas de
progesterona, através de procedimento de radioimunoensaio, utilizando-se kit
comercial para progesterona fase sélida (Coat A-Count Diagnostics Products
Corporation) no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de
Reprodugédo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ - UNESP - Campus de
Botucatu.

O erro intra ensaio foi de 1,91%.

4.8 Analise estatistica

A comparacédo entre as taxas de prenhez das receptoras em diferentes
dias pds ovulacao no dia da TE foi realizada por qui-quadrado ao nivel de
significancia de 5%.

Para a avaliagdo do efeito das caracteristicas uterinas sobre as as taxas
de gestacao utilizou-se o teste Qui-quadrado ao nivel de significancia de 5% .
Quando o numero de observagdes era menor que cinco individuos aplicou-se o
teste exato de Fisher.

A comparacao entre as concentragdes de progesterona entre o dia 4 ¢ 8

pds ovulagao foi realizada com o teste t.

A comparagéao das concentragbes plasmaticas de progesterona entre as
receptoras classificadas como marginal ou aceitavel dentro do dia 4 e 8 péds
ovulacgao foi feita utilizando ANOVA.

A andlise das concentragdes plasmaticas de progesterona para as
caracteristicas uterinas ténus e morfoecogenicidade nos dias 4 e 8 poés
ovulacéo foi feita com o teste t.



Resultados



Resultados 43

5. RESULTADOS

As taxas de prenhez das receptoras de embrido transferidas entre os
dias 3 a 8 pdés ovulagdo nao foram diferentes estatisticamente, como

demonstrado na Tabela 1.

TABELA 1. Taxa de prenhez no dia 15 do embrido em éguas receptoras nos

dias 3 a 8 pds ovulacdo no dia da TE.

Dia do Ciclo N Taxa de Prenhez (%)
3 83 75,90°
4 198 71,72°
> 228 71,49
6 173 69,36°
7 147 76,87%
8 76 68,42°
p>0,05

Foi avaliada a influéncia das diferentes morfoecogenicidades uterinas no
dia da TE das receptoras de embrido sobre a taxa de prenhez. As taxas de
prenhez para as morfoecogenicidades uterinas 1 e 2 ndo apresentaram
diferenca estatistica (p>0,05), porém foram significativamente menores para a
morfoecogenicidade 3, quando comparado com 1 e 2, com p<0,05. A
morfoecogenicidade 4 diferiu significativamente das outras 3, tendo sido a que

apresentou a menor taxa de prenhez (p<0,05). As relagdes entre as diferentes
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morfoecogenicidades uterinas e taxa de prenhez estdo representadas na

Tabela 2.

TABELA 2. Taxa de prenhez no dia 15 do embrido em receptoras com

diferentes morfoecogenicidades uterinas (1 a 4) no diada TE.

Morfoecogenicidade Uterina n Taxa de Prenhez (%)
1 49 81,632
a
2 384 80,21
3 213 59,62°
4 20 10,00°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)

A influéncia do ténus uterino da receptora de embridao no dia da TE
sobre as taxas de prenhez foi analisada. As éguas que apresentavam tonus
uterino 1 apresentaram a maior taxa de prenhez, diferindo dos ténus 2 e 3, com
p<0,05. A taxa de prenhez das éguas receptoras com ténus uterino 2 no dia da
TE foi menor do que as que apresentavam ténus 1 e maior estatisticamente do
que a taxa de prenhez das receptoras com toénus uterino 3 (p<0,05), que

resultaram nas menores taxas de prenhez (Tabela 3).
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TABELA 3. Taxa de prenhez no dia 15 do embrido em receptoras com

diferentes tonus uterinos no dia da TE.

Tonus Uterino n Taxa de Prenhez (%)
1 119 92,442
b
2 342 81,58
3 205 42,93°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,001).

Foram comparadas as concentragdes plasmaticas das éguas candidatas
a receptora de embrido. No dia 4 pés ovulagdo a concentracdo plasmatica de
progesterona foi estatisticamente menor do que no dia 8 pds ovulagdo, com
p<0,0002.

Quando comparadas as concentracdes plasmaticas de progesterona das
éguas candidatas a receptora no dia 4 pos ovulagdo classificadas como
marginais e aceitaveis, nao foi encontrada diferenga estatistica, com p=0,88.
Assim como quando comparadas as éguas classificadas como marginais e
aceitaveis no dia 8 pds ovulacao, suas concentracdes de progesterona também

foram semelhantes estatisticamente, com p> 0,50 (Tabela 4).
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TABELA 4. Média e erro padrao da concentracdo plasmatica de progesterona
(ng/ml) em éguas candidatas a receptora de embrido classificadas

como marginal ou aceitavel nos dias 4 ou 8 pos ovulagao.

Classificacao da Receptora
Dia Pés Ovulagao ¢ P

Geral (n) Marginal (n) Aceitavel (n)
D4 8,61 £ 0,456 (49) 9,11 £ 0,73 (15) 8,61 + 0,57 (33)
D8 13,51 + 1,315 (30) 15,07 + 2,03 (18) 10,1 £ 1,10 (6)

d4 p=0,88 d8 p=0,50

TABELA 5. Média e erro padréo da concentragéo plasméatica de progesterona
(ng/ml) em éguas candidatas a receptora de embrido com
diferentes padrdes de morfoecogenicidade uterina nos dias 4 ou 8

pds ovulacao.

Morfoecogenicidade Uterina
Dia Pés Ovulagao

2(n) 3(n)
D4 8,91 + 0,836 (20) 8,83 0,518 (27)
D8 13,10 £ 0,302 (2) 13,54 £ 1,41 (28)

d4 p=0,93 d8 p=0,77
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As éguas candidatas a receptora de embrido no dia 4 pés ovulagao, que
apresentavam os padrées de morfoecogenicidade uterina 2 e 3 néao
apresentaram concentracao plasmatica de progesterona
estatisticamenticamente diferente, com p=0,93. Da mesma forma, a
concentracao plasmatica de progesterona das éguas candidatas a receptora de
embrido no dia 8 pds ovulacdo com os padroes de morfoecogenicidade
uterinos 2 e 3 foram estatisticamente similares, com p= 0,77 (Tabela 5).

Comparando-se a concentracdo plasmatica de progesterona no dia 4
pdés ovulacdo das éguas candidatas a receptora que apresentaram ténus
uterino 1 e 2, n&o foi detectada diferenca estatistica, com p=0,87.

No dia 8 pds ovulagao, as éguas candidatas a receptora de embrido com
tonus uterino 2, 3 e 4 também ndo apresentaram diferenga estatistica na

concentracao plasmatica de progesterona, com p= 0,33 (Tabela 6).

TABELA 6. Média e erro padréo da concentragdo plasméatica de progesterona
(ng/ml) em éguas candidatas a receptora de embrido com

diferentes tdnus uterinos (1 a 4) nos dias 4 ou 8 pos ovulacao.

Tonus Uterino

Dia pos 1(n) 2 (n) 3(n) 4 (n)
Ovulacao
D4 8,55+0,41(7) 8,48+0,644 --
(30)
D8 -- 10,1 £1,10(6) 15,07 £2,03 12,27 + 1,633

(18) (6)

D4p=0,87 D8 p=0,33
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho nao foi encontrada diferenca nas taxas de prenhez
de éguas receptoras de embrido entre os dias 3 e 8 do ciclo. Na literatura,
encontram-se varios trabalhos realizados para avaliar o grau de sincronia da
doadora e receptora de embrido e sua influéncia sobre as taxas de prenhez.
McKinnon et al. (1988) obtiveram taxas de prenhez semelhantes quando
transferiram embrides em receptoras que ovularam um dia antes a 3 dias
depois da doadora. Os resultados encontrados no presente estudo estdo de
acordo, pois as éguas receptoras nele utilizadas haviam ovulado 1 dia antes da
doadora até 6 dias depois da doadora, e as taxas de prenhez nao
apresentaram diferenca estatistica entre os distintos graus de assincronia. Esta
também de acordo com os resultados de Fleury et al. (1989), no qual foram
transferidos embrides para 6 éguas que ovularam 3 dias depois da doadora € 3
éguas que ovularam 4 dias depois da doadora sendo que a taxa de prenhez foi
semelhante as de receptoras com menor grau de assincronia. Foss et al.
(1999) utilizaram receptoras que haviam ovulado 5 dias depois da doadora e
também obtiveram bons resultados de prenhez (5/6; 83,3%), entretanto com
namero pequeno de animais neste grupo. Por outro lado, as taxas de prenhez
do presente estudo para receptoras com maior grau de assincronia diferiram do
que Vogelsang et al. (1985) obtiveram. Este grupo reportou 60% de prenhez
quando utilizadas receptoras que ovularam 3 dias depois da doadora,
concordando com o presente resultado. Entretanto, resultados negativos foram
alcancados quando foram utilizadas receptoras que ovularam 4 a 6 dias depois
da doadora, discordando do que foi aqui encontrado. Esta discordancia de
resultados pode ser devido a selecao da receptora no dia da TE, que neste
presente estudo foi baseada nas caracteristicas uterinas de tbénus e
morfoecogenicidade e ndo somente na sincronia entre doadora e receptora.

De acordo com Caiado et al. (2005) é possivel a utilizacdo de receptoras
2 dias apdés a ovulagdo, desde que seja feita uma suplementacdo com
progesterona no dia da ovulagdo. As taxas de prenhez destas éguas foram
comparaveis aquelas utilizadas 5 dias p6s ovulagédo, enquanto que a taxa de

prenhez das éguas no dia 2 pds ovulacdo sem nenhuma suplementacao foi de
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apenas 30%. Com isso, pode-se concluir que o dia 3 pds ovulacdo, no qual as
taxas de prenhez deste estudo foram semelhantes aos demais dias, € o tempo
minimo para a utilizagdo de receptoras sem necessidade de suplementagéo
com progesterona exdgena. A sincronizagdo de uma receptora com a doadora
torna-se mais facil quando fica demonstrada que a utilizacao de receptoras tao
cedo quanto o dia 3 pds ovulagao é possivel e proporciona a obtencao de taxas
de prenhez comparaveis aos demais dias. Vale ressaltar que as receptoras
utilizadas no presente estudo eram selecionadas através da avaliagdo da
morfoecogenicidade e tbnus uterino. Os animais que apresentavam
caracteristicas consideradas indesejaveis no dia 3 pés ovulacdo nao foram
utilizados. Ou seja, esses resultados de prenhez no dia 3 pos ovulagéo foram
atingidos utilizando-se receptoras escolhidas com base em uma criteriosa

avaliagéo.

Carnevale et al. (2000) sugeriu que o tempo de ovulagdo e nao a
sincronia entre doadora e receptora pode ser mais importante para a escolha
da receptora para a TE.

N&o foram encontrados na literatura consultada, trabalhos relacionando
os diferentes padroes de morfoecogenicidade uterinos durante o diestro e as
taxas de prenhez. O unico trabalho encontrado que avaliou da mesma forma e
com a mesma classificacdo a morfoecogenicidade uterina no diestro foi o de
Souza (2006). Nele, foi demonstrado que a aplicacdo de hCG na indugao da
ovulacao e no dia 1 pds ovulagdo aumentou o nimero de éguas candidatas a
receptora de embrido com morfoecogenicidade uterina 1 e 2, sendo esta
considerada uma caracteristica desejavel, porém neste trabalho ndo se avaliou
as taxas de gestacdo. Baseando-se nos resultados por nds encontrados, a
avaliagdo da morfoecogenicidade uterina deve ser utilizada como critério de
selecdo de uma receptora adequada, uma vez que obteve-se melhor taxa de
prenhez de embrides transferidos em receptoras apresentando
morfoecogenicidades 1 e 2.

Os resultados encontrados neste trabalho com relagdo ao ténus uterino
apresentado pelas receptoras no dia da TE e a taxa de gestagdo estdo em
concordancia com os descritos por Carnevale et al. (2000) que observaram que
as taxas de prenhez de receptoras avaliadas no dia 5 pds ovulagao foram
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superiores para as receptoras que apresentaram tdnus uterino excelente ou
bom (70,6%) diferindo estatisticamente das que apresentaram ténus ruim a
pobre (63,6%). Corroboram também com os resultados de DUARTE & VIEIRA
(2003), cujas taxas de prenhez dos grupos das receptoras com tdénus uterino

ausente ou fraco foram estatisticamente diferentes dos grupos com bom ténus.

Carnevale et al. (2000) sugeriram que um toénus uterino reduzido pode
indicar um ambiente uterino ndo totalmente compativel com o crescimento e
desenvolvimento embrionario. Demonstraram também que éguas que sao
classificadas como marginais apresentaram taxas de prenhez estatisticamente
inferiores as das éguas classificadas como aceitaveis (70,3% versus 56,2%). A
diferenca entre estas éguas se deve basicamente ao ténus uterino e cervical,
sendo que as éguas marginais apresentavam ténus reduzido em relacao as

aceitaveis.

Griffin et al. (1992) detectaram um aumento transitorio de ténus no dia 6
do ciclo em éguas cobertas e ndo cobertas. Sugerindo-se que este aumento
possa ter sido resultado de um aumento de estrogenos no diestro, pois
relacdes temporais entre o pico no ténus uterino e aumento na secrec¢do de
estrogeno foram detectadas, além dos efeitos conhecidos dos esteroides
exégenos no tonus uterino. A variagao no ténus uterino de éguas candidatas a
receptora de embrido no diestro existe e é facilimente detectada através da
palpagéo retal. Entretanto, os fatores determiantes das diferengas de tonus
num mesmo dia pos ovulagédo ndo sao conhecidos.

Daels et al. (1991) detectaram um pico de estrégenos conjugados no dia
5 (concentragao plasmatica) e no dia 7 (concentragcdes urinarias) ap6s um nivel
mais baixo no dia 1. As associa¢des temporais entre 0 aumento de estrégenos
reportado no diestro, 0 aumento transitério nas dobras endomentriais durante o
inicio do diestro, e o tébnus uterino aumentado, juntamente com os efeitos dos
esterdides exdégenos sob o tbnus uterino, sugerem uma relacdo de causa e
efeito entre o tempo de exposi¢do ao estrdgeno e um aumento transitorio de
tbnus no inicio do diestro. Talvez, o aumento de estrégenos sobreposto ao
ambiente de progesterona luteal resultem neste pico de tonus uterino

observado (GRIFFIN et al., 1992). Com isso, a possibilidade de um efeito dos
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niveis de estrdgeno nas caracteristicas uterina morfoecogenicidade e ténus
durante o diestro pode ser especulada.

As concentragbes plasméaticas de progesterona no dia 4 ou 8 pds
ovulacéo encontradas neste estudo estdo de acordo com a literatura. Plotka et
al. (1971) apresentaram o valor de 9,36 ng/ml no dia 8 p6s ovulagdo. Souza
(2006) encontrou 8,42 ng/ml no dia 4 p6s ovulacao, e 16,08 ng/ml no dia 8 pés
ovulacéo.

McCue et al. (1999), avaliaram a concentracdo plasmatica de
progesterona em éguas que qualificaram como potenciais receptoras de
embrido. A concentracdo foi significantemente maior (p<0.05) nas éguas
aprovadas do que em éguas que ndo passaram no exame (n=13) por dminuido
tonus uterino e cervical (10,0+4,2 e 6,5+4,3 ng/ml, respectivamente). Diferindo
destes resultados, as éguas com tonus uterino reduzido no presente trabalho
apresentaram concentracao plasmatica de progesterona comparavel aquelas
com tonus uterino bom e excelente (1 e 2). E plausivel propor que um outro
fator, que ndo a concentracao plasmatica de progesterona, seja responsavel
pelos diferentes graus de ténus uterino apresentados pelas éguas no diestro.
Sua identificagédo teria uma grande importancia, pois foi aqui demonstrado que
éguas receptoras com tdnus uterino 1 e 2 apresentam taxas de prenhez
significativamente superiores as receptoras com ténus uterino 3 e 4.

No trabalho de Souza (2006) foi sugerido que nos grupos onde uma maior
concentracdo de progesterona plasmatica foi observada, houve um maior
namero de receptoras aptas a receber um embrido, e que isto seria explicado
por uma maior influéncia da progesterona do que do estrégeno na classificacao
da receptora. Entretanto, de acordo com os dados encontrados neste trabalho,
nao houve diferenga estatistica na concentragdo plasmatica de progesterona
nas éguas classificadas como aceitaveis e marginais, indicando uma provavel
influéncia de algum outro fator ainda ndo determinado, que nao a concentragao

plasmatica de progesterona, na classificacdo das receptoras.

Ainda no trabalho de McCue et al. (1999), as 9 éguas reprovadas como
receptoras devido a baixo tbénus uterino e/ou cervical, apresentaram
concentracao plasmatica de progesterona menor do que 4ng/ml. Esta reducao

de tonus uterino e cervical poderia ser conseqiiéncia da baixa concentracao de
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progesterona circulante. O presente estudo discorda destes resultados, pois as
concentracdes de progesterona nas éguas com diferentes tdnus uterinos nao
foram diferentes estatisticamente. Além disso, as éguas candidatas a receptora
de embrido que apresentavam morfoecogenicidades distintas apresentaram
concentracao plasmatica de progesterona estatisticamente semelhante. Com
isso fica excluida a possibilidade da concentragdo plasmatica de progesterona
de ser responsavel pelas diferentes morfoecogenicidades observadas.

O utero é capaz de seqUestrar grandes quantidades de esterdides
ovarianos circulantes devido a presenca de receptores com alta afinidade. O
estrogeno e a progesterona regulam as atividades do utero durante o ciclo
estral e gestagcdo. As concentragdes circulantes destes hormdnios regulam as
concentracées de receptores no endométrio. As concentracbes de sitios
ligantes é maior no estro e inicio do diestro, diminuindo com o decorrer do
diestro (WATSON et al., 1992). A partir desta afirmacao, pode-se especular que
exista uma relacdo entre as concentracées de receptor de progesterona no
endométrio com as variagcdes nas caracteristicas uterinas no momento da TE,
no caso a morfoecogenicidade e ténus, que foram encontradas no presente
estudo e que apresentaram relagdo com as taxas de prenhez p6s TE.

Em humanos, ja é conhecida a necessidade de um priming endometrial
de estrdgeno para que os efeitos progestacionais ocorram. Este priming
estrogénico provoca a indugdo de receptores de estrégeno e progesterona
(GARCIA et al., 1988). Provavelmente, a concentragdo de estrogeno durante o
estro também afete a expressao de receptores de progesterona no endométrio

e com isso, tenha relagdo com as caracteristicas uterinas durante o diestro.

Navot et al.(1991) estudaram as conseqléncias da flexibilidade do
priming de estrogeno analisando a duracao variavel de estrogeno em ciclos de
receptoras de odécitos humanos. Eles observaram que a fase de estrogeno
poderia durar de 5 dias a 6 semanas sem alterar a qualidade de receptividade
endometrial ao embrido. O que pareceu contribuir para um priming adequado
de receptores de estrogeno e progesterona nas glandulas endometriais e no

estroma foi uma exposicao longa a niveis suficientes de estrogeno.

Hinrichs et al. (1986) reportaram transferéncia de embrido com sucesso
em receptoras que receberam apenas progestagenos. Contudo, os resultados
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alcancados foram 1 prenhez de 6 embrides transferidos (16,7%) para
receptoras que receberam 22mg de altrenogest oral diario, 2 prenhezes de 6
(33,3%) para as que receberam 66mg de altrenogest oral diario e 2 de 5 (40%)
nas que receberam 300mg de progesterona em Oleo intramuscular. Apenas o
primeiro tratamento diferiu estatisticamente das éguas controle, para as quais a
taxa de prenhez foi de 68%. Apesar de resultar em gestacdo, o primeiro
tratamento resultou em éguas com ténus cervical e uterino ruins. No segundo
tratamento, as éguas apresentavam ténus cervical fraco a bom e ténus uterino
fraco a ruim no momento da transferéncia. Esses resultados podem indicar a
importancia do priming de estrégeno na resposta uterina a progesterona. Ja
Rocha Filho et al. (2004) utilizando éguas em anestro agregando ao protocolo
um tratamento com 3 dias de estrogeno antes da aplicagdo da progesterona,
atingiu taxas de prenhez semelhantes aquelas de éguas ciclantes,
demonstrando desta forma que o estrégeno pode explicar a diferengca entre
estes dois estudos e fortalecer a idéia de que o estrégeno seja necessario para
a acao da progesterona. Com isso, pode-se questionar se apenas a
progesterona seria suficiente para preparar o endométrio para a gestacao.

De acordo com Knowles et al. (1993), um nivel plasmatico de
progesterona de 2,56ng/ml foi suficiente para manter a gestacdo em éguas.
Ainda afirmaram que altas concentragdes de progesterona (>20ng/ml) nao
aumentaram as taxas de prenhez, enfatizando desta forma, que a progesterona
€ necessaria em quantidade minima, mas que o aumento de concentragdo néao
apresenta efeitos benéficos na taxa de prenhez. Neste presente estudo, ficou
claro que existe diferenga entre as éguas candidatas a receptora de embrido no
que diz respeito as suas caracteristicas uterinas no dia da TE, e que
provavelmente, estas diferencas ndo sao causadas pelos niveis séricos de
progesterona.

DeFranco (2002) afirmou que as ac¢des dos hormdnios esterdides sao
mediadas pelos receptores localizados no nucleo das células. Os hormdnios
esterdides se ligam a seus receptores, e este complexo receptor-ligante age
como fatores de transcricdo que interagem diretamente com o DNA para
regular a expressao génica (CLARK, 1987). Semelhante ao que acontece em
ovinos, o0s resultados encontrados com cavalos sugerem que a expressao

endometrial de receptores de estrogeno e progesterona sejam positiva e
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negativamente regulados pelos niveis circulantes de estrégeno e progesterona,
respectivamente (HARTT et al., 2005). A aplicagcdo de estradiol (5mg) nao
afetou a concentracao de receptor de estrogeno nas 0, 3, 6, 9 e 12 h apds a
administragdo, porém houve uma marcada indugdo de receptores de
progesterona na 9h no tecido endometrial, da ordem de 9 vezes no DNA do
receptor (PELEHACH et al., 2002).

Sabidamente, a progesterona influencia as secrec¢oes histiotréficas
uterinas, presumidamente auxiliando a sobrevivéncia do embrido e na
manutencao da gestacao (SPENCER et al., 2004).

Com base nestas informacbes, € plausivel hipotetizar sobre o
envolvimento da expressao dos receptores de progesterona no endométrio,
pois a agcdo da progesterona é mediada através deles. Onde uma maior
concentracao de receptores de progesterona no endométrio associada a niveis
séricos suficientes de progesterona, poderia determinar uma melhor
capacidade de secrecao histiotréfica do endométrio, melhorando as condi¢des
nutricionais do embrido e com isso incrementaria as taxas de prenhez. O que
poderia explicar as diferencas observadas nas taxas de prenhez de éguas
receptoras de embrido.

Alguns dos efeitos do estrégeno e da progesterona parecem levar em
conta um nivel 6timo atingido para que seu efeito ocorra. Nesse caso, o
aumento acima desses niveis ndao tem consequéncias praticas, sendo
denomidado este efeito de controle permissivo (ZIEGLER et al., 1998). Esta
seria uma alternativa para explicar o porqué de um nivel alto de progesterona

n&o provocar um aumento nas taxas de prenhez.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

o O dia do ciclo das receptoras utilizadas néo exerceu influéncia negativa
sobre as taxas de prenhez;

. O tbénus e morfoecogenicidade uterina da receptora no dia da TE
exerceu efeito sobre as taxas de prenhez, onde os melhores indicem podem
ser obtidos utilizando-se receptoras com endométrio homogéneo,

ecogenicidade uniforme, Utero tubular com bom ténus;

o A concentracdo plasmatica de progesterona nao interfere no padrao de
tbnus e morfoecogenidade uterino, ndo sendo portanto, um bom parametro

para selecao da receptora.
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Utilizagdo de éguas receptora de embrido no dia 3 pés ovulacio
Use of day 3 postovulation embryo transfer recipient mares

ALONSO, MARIA AUGUSTA"; FLEURY, PERLA DAGHER CASSOLI '.; ALVARENGA,
MARCO ANTONIO ", ' Fleury Reproducio Equina, Rua Campos Salles, 1152, apto 52 CEP

13 720-000 Sdo José do Rio Pardo, SP, Brasil gutalonso65@hotmail.com,” Departamento de

Radiologia Veterinaria e Reproducao Animal, UNESP- Botucatu, SP, Brasil.

RESUMO

Para se alcancar bons resultados em um programa comercial de transferéncia de embrido, a
selecdo adequada da égua receptora tem um cariter fundamental. Essa selecdo é baseada na
sincronia em relacdo a égua doadora, na auséncia de dobra endometrial e fluido uterino, na
presenga de um corpo liuteo e no tdnus cervical e uterino. Normalmente uma janela de
sincronia +1 (ovulacdo da receptora uma dia antes da doadora) a -3 (ovulagdo da receptora 3
dias apds a doadora) € aceita e boas taxas de prenhez sao alcancadas. Em alguns casos, esse
grau de sincronia ndo é possivel, e deve-se encontrar outra alternativa. A utilizacdo de
receptoras mais cedo apds a ovulagdo permite uma sincronizagdo mais flexivel entre doadora e
receptora. O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo de receptoras de embrido no 3° dia
p6s ovulacdo para a transferéncia de embrido. As doadoras eram de diferentes racas, de idade
entre 3 e 26 anos, mantidas em diferentes haras.ou na Fleury Reprodugéo Eqiiina.. Os embrides
foram coletados de forma néo cirdrgica nos dias 7, 8 ou 9 p6s ovulagdo.. Ap6s a identificacdo,
os embrides eram mensurados e seu estagio de desenvolvimento e grau de qualidade

determinados. Apenas embrides de grau I foram utilizados no estudo. Os embrides foram
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transferidos pelo método ndo cirdrgico em receptoras sincronizadas, entre o dia 3 e 8 pos
ovulacdo. A selecdo das receptoras foi feita baseada no tonus e morfoecogenicidade uterina
Um total de 905 transferéncias de embrides foi utilizado. As receptoras eram de diferentes
ragas, entre 3 e 14 anos de idade. Todas eram mantidas na Fleury Reproducao Eqiiina. O
diagnostico de gestacdo foi realizado 5 a 7 dias apds a transferéncia. Os dados foram
analisados pelo teste Qui-Quadrado. As taxas de prenhez foram similares entre as éguas nos
dias 3 a 8 pds ovulacdo. (d3, 75,90% (83); d4, 71,72% (198); d5, 71,49% (228); d6, 69,36%
(173); d7, 76,87% (147), d8, 68,42% (76) ). Pode-se concluir, portanto, que éguas receptoras
de embrido podem ser utilizadas tdo cedo quanto 3 dias pés a ovulagdo, com boas taxas de
prenhez, sem a utilizacdo de suplementacdo de progesterona exdgena, sendo uma possibilidade
interessante quando uma sincronia mais proxima ndo é possivel. Entretanto, uma sele¢ao
adequada com base em tdnus e morfoecogenicidade uterina sdo necessarias para a obtengao
destes resultados.

Palavras-Chave: égua, equino, receptora, transferéncia de embrido, taxa de prenhez

ABSTRACT

In order to have a successful embryo transfer programme, proper selection of the recipient
mare is mandatory. This selection is based on synchrony in relation to the donor, absence of
uterine folds and fluid, presence of a corpus luteum and uterine and cervical tone. Normally a
window of synchrony of +1 (recipient ovulation one day after donor) to — 3 (recipient
ovulation 3 days after donor) is accepted and good pregnancy rates are achieved. In some
cases, this degree of synchrony is not possible, and one must find another alternative. The use
of recipients earlier after ovulation allows a more flexible synchronization between donor and

recipient. The objective of this study was to evaluate the use of recipient mares 3 days after
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ovulation for embryo transfer. Donor mares were of different breeds, age between 3 to 26 years
old, maintained in different breeding farms and in Fleury Reproducido Equina Center. Embryos
were recovered nonsurgically 7, 8 or 9 days after ovulation. Upon identification, embryos were
assessed for size, grade and developmental stage. Only grade I embryos were used in this
experiment. The embryos were transferred nonsurgically into synchronized recipients, from 3
to 8 days after ovulation. The selection of recipients was done based on uterine tone and
echogenicity on day of transfer, being chosen the mares presenting a homogenous and tubular
uterus, with good tone. A total of 905 embryo transfers were used. Recipients were of different
breeds from 3 to 14 years of age.. All of them were at Fleury Reproducdo Equina Center.
Pregnancy test was performed 5 to 7 days after transfer. Data was analyzed by Chi-square test.
Pregnancy rates were similar among mares on all different days after ovulation (d3, 75,90%
(83); d4, 71,72% (198); dS, 71,49% (228); d6, 69,36% (173); d7, 76,87% (147), d8, 68,42%
(76) ). In conclusion, recipient mares can be successfully used as early as day 3 post ovulation,
with adequate pregnancy rate, without exogenous progesterone supplementation, being an
interesting possibility when closer synchrony is not possible. However, an appropriate

selection based on uterine tone and echogenicity is needed to obtain these results.

Keywords: mare, equine, recipient, embryo transfer, pregnancy rate

INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) se tornou uma importante ferramenta em varios

programas de melhoramento de eqiiinos por todo o mundo, por ela possibilitar a producdo de

multiplos potros de éguas de alto potencial genético ou aquelas incapacitadas de levar uma
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gestacdo a termo ou ainda de potras muito jovens para conceber e de éguas idosas, além de
permitir armazenamento de material genético.

A eficiéncia do programa de TE serd determinada pelos indices de recuperacdo
embriondria e taxa de prenhez, que sdo dependentes de vérios fatores. Portanto, para haver um
incremento dos resultados, com conseqiiente reducdo de custos, as taxas de prenhez e
recuperacdo embriondria devem ser maximizadas. Diversos estudos acerca de cada um dos
fatores relacionados a taxa de prenhez t€m sido realizados, havendo consenso em relagdo ao
papel primordial desempenhado pela receptora na TE.

Um entrave ao desenvolvimento da TE em cavalos tem sido a sincronizacdo de
ovulacdo entre éguas doadoras e receptoras. Devido a uma grande variabilidade da duragdo do
estro entre éguas, terapias hormonais para sincronizagdo da ovulacdo nem sempre alcangam
uma sincronia préxima (GINTHER, 1992).

A sincronia de ovulacdo entre doadora e receptora afeta as taxas de prenhez em
transferéncia cirtdrgica e ndo cirdrgica (SQUIRES, 1993).Porém, resultados do estudo de
CARNEVALE et al. (2000), mostraram que o tempo de ovulag¢do, e ndo a sincronia entre
doadora e receptora, pode ser mais importante quando € feita a escolha da receptora para a

transferéncia do embrido.

A sincronia entre embrido e ambiente uterino € essencial para o estabelecimento da
gestacdo. O ambiente uterino altera-se marcadamente sob a influéncia da progesterona, sendo
que um embrido em um utero ndo sincronizado pode estar sujeito a niveis hormonais e fatores
de crescimento ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra. Eqiiideos permitem que
uma maior janela de assincronia seja utilizada comparando-se com bovinos (WILSHER et al.,

2006).



96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

IMEL et al. (1981) reportaram taxas de prenhez semelhantes entre éguas que ovularam
1 dia antes ou 1 dia depois da doadora (p>0,05). Outros pesquisadores relataram taxas de
prenhez maiores em éguas que ovularam depois da doadora comparadas com as que ovularam
antes (DOUGLAS et al., 1982; SQUIRES et al., 1985). MCKINNON et al. (1988) obtiveram
taxas de prenhez semelhantes quando transferiram embrides em receptoras +1 (ovulacdo 1 dia
antes da doadora) a -3 (ovulag@o 3 dias apds a doadora) de sincronia. Corroborando com este
estudo, VOGELSANG et al. (1985) obtiveram 60% de prenhez quando utilizaram receptoras
que estavam com -3 (ovularam 3 dias depois) de assincronia com a doadora, mas obtiveram
resultados negativos quando utilizaram éguas com -4 a -6 dias de assincronia (ovularam 4 a 6
dias depois da doadora). FLEURY et al. (1989), transferiram embrides para 6 éguas que
ovularam 3 dias depois da doadora e 3 éguas que ovularam 4 dias depois da doadora, obtendo
taxa de prenhez semelhante & das receptoras com menor grau de assincronia. FOSS et al.
(1999) propuseram a utiliza¢do de uma janela de assincronia de ovulagido maior do que as antes
utilizadas, sendo que éguas receptoras -5 (ovulacdo 5 dias depois da doadora) apresentaram
resultados satisfatorios (5/6; 83,3%). A flexibilidade resultante desta maior janela de sincronia
tornou a selecio de uma receptora apropriada mais facil.

Aumentar o periodo util de utilizacdo da receptora é sempre um desafio que possibilita
recompensas na redugio do custo da TE em eqiiinos (JASKO, 2002).

CAIADO et al. (2007) verificaram que o tratamento didrio com progesterona iniciado
no dia da ovulacdo da receptora permitiu seu uso ja no segundo dia pés ovulagdo, tendo sido
obtidas taxas de prenhez proximas a 70% quando utilizada a progesterona e de 30% quando
ndo utilizada a suplementacio.

FLEURY et al. (2006) observaram ser possivel a utilizagdo de receptoras no dia 3 pés

ovulacdo, desde que estas apresentem bom tonus uterino na avaliacdo ginecoldgica.
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Em um esforco para eliminar a necessidade de sincronizacdo entre doadoras e
receptoras, éguas ovariectomizadas foram usadas como receptoras de embrido (HINRICHS et
al., 1985; HINRICHS et al., 1987; MCKINNON & SQUIRES, 1988b), porém o resultado da
utilizacdo foi varidvel e nao muito difundido (VANDERWALL, 2000).

Outra possibilidade € a utilizagdo de receptoras com ciclo artificial. Esses animais s@o
utilizados aplicando-se estrogeno e progesterona para mimetizar um ciclo natural em éguas em
periodo de transi¢do ou em anestro. As taxas de prenhez alcangadas utilizando-se este tipo de
receptora foram semelhantes as de éguas ciclantes (10/18, 55,6% vs 400/590 67,8%)
(CARNEVALE et al, 2000). Em um estudo realizado em um programa comercial, a
preparagdo das receptoras consistiu em aplicagdo dois dias de cipionato de estradiol (10mg/dia)
e no dia seguinte, aplicacdo de progesterona. No experimento, 4 diferentes tratamentos com
progesterona foram realizados: 200mg/dia, 400mg a cada 2 dias, 1500mg de progesterona de
longa acdo a cada 7 dias, ou a cada 6 dias. As taxas de prenhez alcangadas foram semelhantes
entre os tratamentos e as éguas controle (75,0, 75,9, 76,9, 76,6, 73,3%, respectivamente)
(ROCHA FILHO et al., 2004).

Por estes motivos acima citados, o estudo teve por objetivo avaliar a possibilidade da
utilizacdo de receptoras no 3° dia pds ovulagdo sem a utilizacao de suplementacdo com

progesterona.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Fleury Reproducdo Equina, em Sdo José do Rio Pardo, SP,
nos anos de 2003 a 2007. Para avaliar o efeito do dia do ciclo da receptora sobre as taxas de

prenhez pés TE foram utilizados 905 embrides de 597 doadoras de embrido. Para serem
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incluidos no levantamento de dados, os animais deveriam apresentar ciclicidade normal, utero,
ovarios, conformacéo perineal sem alteragdes.

As doadoras, quando apresentavam foliculo com didmetro igual ou maior do que 35
mm, com presen¢ga de dobras endometriais recebiam a aplicagdo de hCG (gonadotrofina

coridnica humana) e eram inseminadas no dia seguinte.

N

As receptoras eram submetidas a palpacdo diariamente até o dia da ovulagdo. Os
animais entre 3 a 8 dias pds ovulagdo eram avaliados. Esta avaliacdo, que era realizada sempre
pelo mesmo técnico, consistia na palpacdo retal com a avaliagdio do tonus uterino Ee
morfoecogenicidade, e os animais com melhor tonus e maior homogeneidade uteria eram
escolhidos. O diagnéstico de prenhez era feito 5 a 7 dias ap0ds a transferéncia.

O método de colheita utilizado foi o ndo cirtrgico, aberto, adaptado da metodologia
descrita por SQUIRES et al. (1985). As colheitas eram realizadas no dia 7, 8 ou 9 pés
ovulacdo da égua doadora. A transferéncia foi realizada de forma ndo cirtirgica. Para
receptoras que estavam entre o 3° e 8° dia pds ovulagc@o. A andlise estatistica das taxas de
prenhez nos diferentes dias pds ovulacdo no dia da TE foi realizada por qui-quadrado ao nivel

de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de prenhez das receptoras transferidas entre os dias 3 a 8 pds ovulacdo ndo
foram diferentes estatisticamente (D3, 75,90%; D4, 71,72%; D5, 71,49%. D6, 69,36%; D7,
76,86%, DS, 68,42%). Na literatura, encontram-se varios trabalhos realizados para avaliar o
grau de sincronia da doadora e receptora de embrido e sua influéncia sobre as taxas de prenhez.

O presente estudo esta de acordo com o trabalho de MCKINNON et al. (1988), que obtiveram
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taxas de prenhez semelhantes quando transferiram embrides em receptoras que ovularam um
dia antes a 3 dias depois da doadora. As éguas receptoras utilizadas haviam ovulado 1 dia antes
da doadora até 6 dias depois da doadora, e as taxas de prenhez ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os distintos graus de assincronia. Estd também de acordo com os resultados de
FLEURY et al. (1989), no qual foram transferidos embrides para 6 éguas que ovularam 3 dias
depois da doadora e 3 éguas que ovularam 4 dias depois da doadora sendo que a taxa de
prenhez foi semelhante as de receptoras com menor grau de assincronia. FOSS et al. (1999)
utilizaram receptoras que haviam ovulado 5 dias depois da doadora e também obtiveram bons
resultados de prenhez (5/6; 83,3%), entretanto com nimero pequeno de animais neste grupo.
Por outro lado, as taxas de prenhez do presente estudo para receptoras com maior grau de
assincronia diferiram do que VOGELSANG et al. (1985) obtiveram. Este grupo reportou 60%
de prenhez quando utilizadas receptoras que ovularam 3 dias depois da doadora, concordando
com o presente resultado. Entretanto, resultados negativos foram alcangados quando foram
utilizadas receptoras que ovularam 4 a 6 dias depois da doadora, discordando do que foi aqui
encontrado. Esta discordincia de resultados pode ser devido a selecdo da receptora no dia da
TE, que neste presente estudo foi baseada nas caracteristicas uterinas de tdnus e
morfoecogenicidade e ndo somente na sincronia entre doadora e receptora.

De acordo com CAIADO et al. (2007), € possivel a utilizagdo de receptoras 2 dias apds
a ovulacdo, desde que seja feita uma suplementacdo com progesterona no dia da ovulagdo. As
taxas de prenhez destas éguas foram comparaveis aquelas utilizadas 5 dias p6s ovulagdo,
enquanto que a taxa de prenhez das éguas no dia 2 pds ovulacdo sem nenhuma suplementagao
foi de apenas 30%. Analisando este resultado, ficou claro que a utilizacao de receptoras no 2°
dia pés ovulacdo é detrimental para as taxas de prenhez. Entretanto, a taxa de prenhez nas

éguas 3 dias pds ovulacdo foi semelhante as demais, ou seja, este € o tempo minimo para a
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utilizacdo de receptoras sem necessidade de suplementagdo com progesterona exdgena. A
sincroniza¢do de uma receptora com a doadora torna-se mais facil quando fica demonstrada
que a utilizagdo de receptoras tdo cedo quanto o dia 3 pds ovulagdo € possivel e proporciona a
obtencdo de taxas de prenhez compardveis aos demais dias (até o 8° dia pds ovulagdo).. Vale
ressaltar que as receptoras utilizadas no presente estudo eram selecionadas através da avaliacdo
da morfoecogenicidade e tonus uterino. Os animais que apresentavam caracteristicas
consideradas indesejdveis no dia 3 pds ovulag@o ndo foram utilizados. Ou seja, esses resultados
de prenhez no dia 3 pés ovulacdo foram atingidos utilizando-se receptoras escolhidas com base

em uma criteriosa avaliacdo.

CONCLUSOES

Conclui-se, desta forma que receptoras no dia 3 pds ovulagdo podem ser utilizadas
como receptoras de embrido sem a utilizacdo de nenhuma suplementagdo exdgena de
progesterona, apresentando taxas de prenhez compardveis as das éguas no 4 ao 8 dia pos
ovulagdo.

O trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica e Biosseguranga da instituicio e que

os estudos em animais foram realizados de acordo com normas éticas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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