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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da idade das doadoras equinas na
eficiéncia de programa de transferéncia de embrides. Foram utilizadas 57 doadoras
da raca Quarto de Milha, com idade entre cinco e 25 anos, divididas em trés
tratamentos (T), sendo: T1 (n=27): fémeas com idade entre cinco e 15 anos; T2
(n=24): entre 16 e 19 anos e T3 (n=6): entre 20 e 25 anos. Utilizou-se sémen fresco
diluido de dois garanhdes da raga Quarto de Milha. As doadoras foram inseminadas
mediante apresentacdo de um foliculo de 30-35 mm de diametro e presenca de
edema uterino. No dia oito ap6s a ovulacdo, foi realizado lavado uterino para
recuperacdo embrionaria e inovulacdo em uma égua receptora. Foi realizado um
total de 208 lavados uterinos, distribuidos nos trés tratamentos: T1 (68); T2 (114) e
T3 (26). Foi avaliada a taxa de recuperacdo embrionaria, nimero de embriées por
ciclo e taxa de gestacdo aos 60 dias. Os dados ndo apresentaram distribuicéo
normal, utilizou-se o teste de Kruskal Wallis, a 5% de significancia. A taxa de
recuperacdo embrionaria foi superior para fémeas entre 5 a 15 anos, com 92,75% de
recuperacdo e nao houve diferenca entre éguas de 16 a 19 anos, com 58,77% e
acima de 20 anos, com 65%. O niumero de embrides recuperados por ciclo foi maior
em éguas com 5-15 anos (1,14 embrides/ciclo), quando comparado com éguas entre
16-19 anos (1,02) e acima de 20 anos (1,0), sem diferenca entre esses dois ultimos
grupos. A taxa de gestacdo alcancada com os embrides transferidos foi superior
para éguas mais jovens (62,32%), em relacdo as éguas entre 16-19 anos (34,21%) e
acima de 20 anos (23,08%). O avanco da idade exerce acdo negativa sobre a
eficiéncia reprodutiva de éguas em programas de TE, sendo notado declinio na taxa
de recuperacdo embrionaria, redu¢cdo no numero de embrides por ciclo e taxa de
gestacao a partir dos 16 anos de idade.

Palavras-Chave: Eguas idosas, embrido, taxa de gestacao.
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the influence of the age of equine donors on the
efficiency of the Embryo Transfer Program. 57 donors of the Quarter Horse breed
were used, aged between five and 25 years, divided into three treatments (T), being:
females aged five to 15 years; T2 (n=24): between 16 and 19 and T3 (n=6): between
20 and 25 years. Fresh semen diluted from 2 Quarter Horses stallions was used. The
donors were inseminated through a follicle of 30-35 mm in diameter and the
presence of uterine edema, on day 8 after ovulation, uterine lavage was performed in
order to recover one or more embryos, when recovered, they were evaluated,
manipulated and innovated in a recipient in order to obtain a pregnancy. A total of
208 uterine lavages were performed, distributed in the three treatments, T1 (68); T2
(114) e T3 (26). Embryonic recovery rate, number of embryos per cycle and
pregnancy rate at 60 days were evaluated. The data did not present a normal
distribution, the Kruskal Wallis test was used, at 5% significance level. The rate of
embryonic recovery was higher for females aged 5-15 years, with 92.75% recovery
and there was no difference between 16-19 year old mares, with 58.77% and over 20
years old, with 65%. The number of embryos recovered per cycle was higher in
mares aged 5-15 years (1.14 embryos / cycle), when compared to mares aged 16-19
years (1.02) and over 20 years (1.0), no difference between these last two groups.
The gestation rate achieved with the embryos transferred was higher for younger
mares (62.32%), compared to mares aged 16-19 years (34.21%) and above 20 years
(23.08%). The advancement of age has a negative effect on the reproductive
efficiency of mares in ET programs, with a decline in the rate of embryonic recovery,
a reduction in the number of embryos per cycle and a gestation rate from 16 years of
age.

Keywords: Elderly mares, embryo, pregnancy rate
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1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) € uma biotécnica que possibilita transferir
um ou mais embrides no estagio inicial de desenvolvimento, de uma doadora de alto
padrdo genético, para o Utero de éguas receptoras previamente sincronizadas, com
0 intuito de obter uma prenhez (ARISTIZABAL, 2017). A técnica em equinos foi
implementada no Brasil por volta dos anos de 1987, apresentando-se desde entao,
como técnica eficiente para reproducao equina (FLEURY et al., 1987).

O Brasil tornou-se um pais de destaque na producdo de embrido in vivo na
espécie equina. Em 2018, liderou esse ranking, tendo transferido 18.764 dos 21.321
embrides produzidos no mundo nessa espécie (CHAIR, 2019).

Os programas de TE tem como objetivo aumentar o plantel e o nimero de
individuos produzidos por fémeas de interesse econdmico; manter éguas em
reproducdo, sem impacto na campanha esportiva desses animais, devido ao alto
valor investido na aquisi¢cdo, por ser de uma genética muito requisitada e pouco
disponivel, ou por alguma incapacidade adquirida de gestar (ALVARENGA e
TONGUM, 2017).

Todavia, diversos sédo os fatores que podem interferir negativamente nos
indices caracterizadores da eficiéncia do programa de TE, como exemplo a idade da
doadora. Foi observado que éguas idosas tem impacto negativo na taxa de
recuperacdo embriondria, tanto no que diz respeito as éguas doadoras, analisado a
partir dos nimeros de embrides recuperados, como as éguas receptoras, verificado
por meio das taxas de gestacdo (PANZANI et al., 2016).

No que se refere ao plantel de éguas idosas doadoras no Brasil, estima-se
uma ordem superior a 30%. Este indice significativo é justificado em razdo da
elevada demanda por progénies de determinadas fémeas, pela superioridade
genética destes animais e alto investimento na aquisicdo de certas doadoras,
justificando assim, a necessidade de se obter por meio da TE, um maior nimero de
descendentes possiveis para cada individuo (JACOB; GUERSON; FERRAZ, 2019).

A idade das éguas doadoras e/ou receptoras é um fator relevante de analise
no programa de TE, pela correlacdo direta com a eficiéncia da técnica. Desta forma,
0 estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da idade de éguas doadoras na
eficiéncia de programa de TE.



12

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Transferéncia de embrifes em equinos

Os primeiros relatos da biotécnica de TE na espécie equina, foi em 1972, em
Cambridge, na Inglaterra, onde ocorreu a primeira coleta e transferéncia de embrido
por meio de técnica cirargica descrita por Allen (2005). No entanto, foram os
pesquisadores, Oguri e Tsutsumi, na década de 70, no Japdo, que obtiveram o
primeiro produto nascido vivo derivado da técnica de TE pelo método cirdrgico
(OGURI; TSUTSUMI, 1972)

No que se refere ao cenario brasileiro, a técnica de TE, utilizando método
cirdrgico, consolidou-se um pouco mais tarde, apenas a partir de 1987, por Fleury
(1987). No mesmo ano, Meira e Henry, repetiram o feito, porém, utilizaram o método
nao cirdrgico, sendo assim, um marco importante para ascensao e consolidacao do
programa no pais (MEIRA; HENRY, 1987).

Em 2018, o Brasil ocupou lugar de destaque no cenario internacional, no que
diz respeito a producédo de embrido in vivo, sendo transferido no pais 18.764, de um
total de 21.321 produzidos no mundo, sendo seguido pelo Estados Unidos da
América e Franca, que produziram respectivamente 1.105 e 736 embrides (CHAIR,
2019).

A TE é uma das ferramentas para o melhoramento genético que potencializa
0 uso das fémeas juntamente com o uso dos machos, sendo comumente utilizada
em animais de caracteristicas superiores e desejaveis, pois a técnica permite obter
um maior nimero de descendentes de determinadas éguas em uma estacdo de
monta. Além de poder acasalar éguas com 0 mesmo garanhdo por mais de uma vez
ou com machos diferentes em uma mesma estacdo, quando comparado a monta
natural, que em situacOes ideais possibilita a obtencdo de uma prole por ano,
proveniente do acasalamento com um garanhdo (MARIONE et al., 2015).

Tem-se observado aumento na demanda por servicos de TE, pois a técnica
possibilita obter um maior numero possivel de produtos descendentes de
determinadas éguas, que se destacaram por apresentar elevado desempenho
atlético, ou que produziram progénies de destaques, mediante a este fato tem se
verificado o intuito por partes dos criadores em obter o0 maximo de aproveitamento

das doadoras no que diz respeito a reproducdo, mediante a sua relevante
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contribuicdo genética para a raca e valor econdmico associado (MARIONE et al.,
2015).

A técnica de TE em equinos tem seu fundamento na recuperacdo de um ou
mais embrides do Utero de uma égua doadora, antes da implantacdo destes no
endométrio, sendo esta previamente coberta por um garanhdo ou inseminada
artificialmente. Entre seis a nove dias ap0s a ovulacdo, € realizado um lavado
uterino transcervical na fémea, visando a recuperacao do (s) produto (s), e de modo
sincrébnico com a doadora uma égua de menor valor genético (receptora) é
preparada para receber e gestar o embrido. Assim, a receptora é responsavel por
levar a gestacao a termo e amamentar o produto (DAVIESMOREL, 2003).

E também, por meio da TE, que se torna possivel a reproducdo de éguas
durante as campanhas esportivas, sem interferéncia no seu desempenho, ao
mesmo tempo em que dispensa a necessidade de submeté-las a um processo de
gestacdo e lactacdo. Além disso, é devido ao programa de TE que éguas idosas,
cuja gestacdo oferece risco de vida tanto para mae quanto para 0 potro,
permanecam reprodutivamente ativas. Desse modo, outro feito importante, é a
obtencdo de embrides em éguas com patologias reprodutivas ou de baixa fertilidade.
Por fim, a técnica permite que uma égua produza mais de um potro por ano
(ALVARENGA; TONGUM, 2017).

A taxa de recuperacdo embrionaria por égua é a medida em percentagem do
namero de embrides recuperados por lavado uterino. Todavia, a égua é uma
espécie monovulatéria e ndo responde bem a protocolos de superovulacgéo,
esperando-se, portanto, um embrido por cada lavado, sendo que a taxa média de
embrides recuperados é de 50% na espécie equina, média que é variavel a
depender dos multiplos fatores determinantes para a eficiéncia da TE (SQUEIRES,
2003).

Além disso, o numero de embrides recuperados € um parametro importante
para avaliar a eficiéncia de um programa de TE, destaca-se alguns dos fatores que
podem variar a taxa de desempenho da técnica, dentre eles, cita-se: idade e
historico das doadoras, manejo de receptoras, sincronia entre doadoras e
receptoras, equipe técnica, tamanho e idade dos embrides, entre outros
(CARNEVALE et al., 2000).
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Algumas dessas caracteristicas podem apresentar-se como limitadoras das
taxas de eficiéncia da TE, influenciando negativamente os resultados da biotécnica.
Desses fatores influenciadores, alguns podem apresentar-se isoladamente, e outros
de maneira associada, como: o elevado percentual de doadoras idosas nos plantéis,
presenca de fémeas com baixa fertilidade, dificuldades no manejo da indugéo de
superovulacdo das doadoras e a manipulagcdo de sémen de forma inadequada,
provocando assim, a necessidade de realizar de dois a trés ciclos para obtencao de
uma gestacdo (ALVARENGA, 2008; JACOB et al., 2010).

Sendo, portanto, a presenca de éguas idosas no programa de TE, um fator
com potencialidade para interferir na taxa de eficiéncia, destaca-se, que embora ndo
se tenha precisdo da quantidade de éguas com idade superior a 20 anos utilizadas
para TE no Brasil, estima-se, que o percentual de utilizacdo desses animais €&
superior a 30% (JACOB; GUERSON; FERRAZ, 2019).

2.2. Puberdade, maturidade e senescéncia na égua

Na espécie equina, as fémeas atingem a puberdade por volta dos 15 meses
de idade, sendo marcado pela primeira exteriorizacdo da manifestacdo de sinais
especificos de estro, acompanhado de uma ovulacdo com formacédo de um corpo
lteo funcional. Alguns fatores podem antecipar ou retardar este evento, sendo
influenciada pela nutricdo, genética, més do nascimento, latitude, fotoperiodo, entre
outros (GUILLAUME et al., 2006).

Embora alguns individuos apresentem precocemente a manifestacdo de
atividade reprodutiva, por meio do primeiro estro, ndo € recomendado o
aproveitamento deste, a fim de se obter uma gestacdo, pois se entende a
necessidade de outras caracteristicas necessarias para que uma fémea seja capaz
de levar uma gestacdo a termo, como equilibrio hormonal e desenvolvimento
corporal, que na maioria das vezes sdo alcancados aos 36 meses (SILVA, 1998).

Em programas de TE, fémeas jovens entre dois a quatro anos, apresentam
desempenho satisfatorios no que diz respeito a taxa de gestacdo. Em seu estudo,
Marione et al. (2015) afirmam que a taxa de recuperacédo embrionaria foi de 70,01%
para doadoras de dois a quatro anos. Para esta mesma categoria foi encontrada por
Squieres e Seidel (1995) taxa de recuperacdo de 85%. Nesse mesmo contexto foi
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de 81,5% a taxa de recuperacdo embrionaria para esta categoria, encontrada por
Alvarenga e Losino (2006).

Ainda no que diz respeito as éguas e a taxa de recuperacdo embrionaria em
funcdo da idade, Panzani et al. (2016), estudando um plantel de doadoras com idade
variando de dois a 24 anos, encontraram para as doadoras de dois a 10 anos, taxa
de recuperacdo embrionaria de 77,6%.

Com base na ciclicidade das éguas, apesar de muitas dessas ainda
apresentarem atividade reprodutiva mesmo ultrapassando 20 anos de idade, a curva
da atividade folicular de modo ascendente, limita-se, ao periodo da puberdade, ou
seja, até os cinco anos de idade. Entédo esta atividade, estabiliza-se entre seis e 15
anos da idade do animal, e comeca a apresentar-se em numero decrescente, a
partir dai, caminhando para a senescéncia (GINTHER, 1992).

Valle (1999), buscando avaliar o efeito da idade sobre a fertilidade de éguas
com idade variando de trés a 19 anos, observou ocorréncia de diminuicdo da taxa de
fertilidade das éguas com idade superior a 15 anos, destacando ainda, que apenas
pode-se falar em senescéncia em fémeas equinas, apds alcancarem idade superior
a 20 anos.

E evidente a existéncia de uma correlacio negativa entre o avanco da idade e
a reducgdo no percentual da taxa de fertilidade da fémea equina, comportamento de
desenvolvimento, semelhante, portanto, as demais espécies de mamiferos.
Constata-se que os menores indices de fertilidade sdo encontrados em éguas mais
velhas (GINTHER, 1992; MARIONE et al., 2015).

Sabe-se que a senescéncia evolui obedecendo a uma sequéncia de eventos,
representados pelo: alongamento da fase folicular, diminuicAo do numero de
foliculos, aumento do intervalo interovulatério e inatividade ovariana persistente com
predominancia de foliculos de diametro inferior a 0,5cm (MARIONE et al., 2015).

No entanto, apesar da taxa de eficiéncia de TE ser inferior em éguas idosas,
comumente, constata-se, pela utilizagdo dessas de forma ininterrupta, ainda que
jamais tenham ficado gestantes, mesmo quando submetidas ao manejo adequado
(ALVARENGA, 2010).

Entretanto, percebeu-se que as sucessivas intervencdes podem predispor 0s
animais a elevado risco em adquirirem problemas no aparelho genital, seja por
acdes mecanicas, como as lesbes cervicais, seja por contaminagdes, como as

infeccdes uterinas. Tais problemas tém apresentado nimeros ainda mais agravantes
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em éguas com idade avancada, indicando assim, que éguas idosas podem
caracterizar-se como um gargalo para a eficiéncia do programa de TE
(ALVARENGA, 2010).

Um estudo de TE avaliou a influéncia da idade sobre o intervalo
interovulatorio (I01) em fémeas de diferentes idades e identificou que éguas idosas
(idade superior a 18 anos), registraram acréscimo de até trés dias para IOI, em
relacdo as eéguas mais jovens (idade inferior a 18 anos), comprovando assim, que ha
uma menor taxa de crescimento folicular em éguas idosas. Além disso, 0s autores
salientaram que éguas idosas apresentaram atividade folicular reduzida, assim
como, o numero de foliculos e menor didmetro destes (GUINTER et al., 2008).

Foram realizadas analises morfologicas através da microscopia de luz e
eletrbnica em odcitos de foliculos pré-ovulatérios de éguas jovens (3-19 anos) e
idosas (>19 anos), constatando que 0s ovocitos de éguas idosas possuem um maior
namero de vesiculas no ndcleo e no citoplasma, quando comparado as éguas
jovens. Essa vacuolizacédo foi justificada, pelo maior acimulo de danos causados no
ovocito (CARNEVALE, 2008).

Notou-se, também, que nos odcitos de éguas idosas, ha uma significativa
reducdo no numero de mitocéndria quando comparado a éguas jovens, sem falar em
uma maior prevaléncia de alteragcdes estruturais. Sendo que o0s eventos de
maturacdo e mudanca na atividade mitocondrial durante a maturacdo do ovocito é
um elemento relacionado com a baixa qualidade do mesmo (RAMBAGS et al.,
2014).

Losinno e Urosevic (2015) verificaram ocorréncia de maturagdo odcitaria mais
lenta e demorada em éguas mais velhas. Observou-se também, que nas doadoras
com idade superior a 15 anos de idade, as melhores taxas de recuperacoes
embrionarias foram obtidas quando realizado o lavado uterino nos dias 8,5; 9,5 e10.

Todavia, nas doadoras com idade inferior a 15 anos de idade, os melhores
dias sdo 6; 7 e 8, resultando, portanto, em um atraso de até quatro dias quando
comparado ao melhor momento para as éguas mais novas. Tal fato, justifica-se, pela
velocidade das clivagens celulares e em razdo do desenvolvimento embrionario ser
mais lento em éguas idosas (LOSINNO; UROSEVIC, 2015).

Algumas éguas ao apresentarem quadro de infertilidade, e tendo descartado
as principais causas da ocorréncia deste problema, a obstrugcdo da tuba uterina,

pode ser um diagndstico diferencial, podendo ser pronunciado em éguas idosas. Ha
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uma formacdo de conteldo gelatinoso, que pode ocluir parcial ou totalmente o
limen da tuba uterina, funcionando como uma barreira mecéanica para o transporte
dos gametas, impedindo a fecundacdo (ORTIS et al., 2013).

Outro componente que tem se demostrado como melhorador do equilibrio
hormonal das éguas é o 6mega 3, atuando ainda, como agente oxidante,
imunoestimulante e anti-inflamatério em inflamag6es crénicas (LINDINGER et al.,
2017).

Diante do exposto, verifica-se a necessidade de maior atencao por partes dos
criadores ao optar por incluir éguas doadoras de embrides com idade avancada no
programa de TE. Pois, conforme observou-se, tais animais, requisitam de maiores
cuidados e atencdo, tanto no que tange a nutricdo, sanidade, como no seu bem
estar (DITTRICH et al., 2010).

Por fim, é necessario ainda, promover o fornecimento de alimentos de facil
trituracao e digestdo, com elevado valor biolégico, agua de boa qualidade e facil
acesso, fornecimento de suplementacdo mineral de qualidade e principalmente

maior atencdo com ambiéncia e conforto térmico (DITTRICH et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Fazenda S&o Francisco, localizada no municipio de
Cabaceiras do Paraguacu no Reconcavo do Estado da Bahia, situada na latitude 12°
31’ 32” Sul e longitude 39° 10’ 45” oeste, com altitude de 160m acima do nivel do
mar e precipitagdo pluviométrica de 1.000 mm. No periodo de agosto de 2020 a
dezembro de 2020. Foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB) sob o numero
23007.00007926/2020-48.

Foram utilizadas 57 éguas doadoras, sendo todas fémeas ciclicas da raca
Quarto de Milha, variando entre 5 e 25 anos. As fémeas foram divididas em trés
tratamentos (T), sendo: T1 (n=27): fémeas com idade entre 5 e 15 anos; T2 (n=24):
fémeas com idade entre 16 e 19 anos e T3 (n=6): fémeas com idade entre 20 e 25
anos. O delineamento foi baseado no estudo de Ginther (1992), que considera que a
atividade folicular ceresce até os 5 anos em éguas, estabiliza até os 15 anos e a
partir dos 15 anos de idade observa-se um declinio, caracterizando senescéncia.

Foram realizados um total de 208 lavados uterinos, distribuidos nos trés
tratamentos, T1 (68); T2 (114) e T3 (26). Foram utilizadas 180 receptoras pré-
selecionadas quanto a saude reprodutiva, além de ter se verificado, que todas as
fémeas possuiam idade entre quatro e 9 anos.

As doadoras foram mantidas em sistema de pastejo rotacionado irrigado de
Tiftton 86 com 29 piquetes de aproximadamente um hectare cada, sendo o periodo
de ocupacédo de um dia. Os animais receberam suplementos diariamente por meio
do sistema de lanchonete no piquete, sendo fornecido dieta concentrada na razéo
de 1% do peso vivo (PV) ao dia, além da suplementacdo mineral e agua ad libidum.
Ja no que se refere as éguas receptoras, essas foram mantidas em pasto formado
por Buffel grass com acesso a agua e sal mineral.

Durante a estacdo de monta, utilizou-se dois garanhées como doadores de
sémen, ambos da raca Quarto de Milha. As coletas de sémen foram realizadas por
meio do método de vagina artificial e da utilizacdo de uma fémea como manequim.

Os garanhdes foram alojados em instalacdes da propria fazenda em sistema
de confinamento, sendo alimentados com feno de Tiftton 86, racdo concentrada 1%
do PV, com acesso a mineralizagdo e agua ad libidium, além de terem sido

submetidos ao exame androldgico.
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O sémen foi previamente avaliado quantos aos aspectos fisicos (volume
seminal, vigor espermatico, motilidade espermatica progressiva e concentracao
espermatica), sendo do tipo fresco e diluido.

O sémen foi diluido com diluente BotuSémen® (Botupharma, Brasil), em
consonancia com as exigéncias previstas para manejo de sémen fresco pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), com dose inseminante de 200 - 500
milhdes de espermatozoides e um volume médio de 20mL para realizacdo das
inseminacoes artificiais.

Inicialmente, as doadoras receberam um luteolitico no inicio da estacao
reprodutiva, com intuito de encurtar a fase luteal do ciclo estral, 5mg de
prostaglandina F,a (Lutalyse® Zoetis, Brasil), via intramuscular (IM). Realizou-se
palpacdo retal, além de ultrassonografia modo B em todas as doadoras e
receptoras. Todas as fémeas foram monitoradas a cada 48 horas, com inclusdo de
avaliacdo do crescimento folicular, presenca de ovulacdo, acompanhamento de
status uterino.

Para realizacdo da inseminacao artificial (I1A), aguardou-se a detecc¢éo positiva
de um ou mais foliculo dominante com didmetro igual ou superior a 30mm, além da
constatacdo de edema uterino. As doadoras, portanto, foram avaliadas apés 48h da
inseminacao, a fim de conferir se haviam ovulado a partir da presenca de formagao
de corpo lateo (CL). Apés a avaliacdo, se constada a permanéncia de foliculo uma
nova |A foi realizada.

Confirmada a presenca de CL no momento da avaliagéo, a ovulagéo tornou-
se 0 parametro balizador para data de inicio do desenvolvimento embrionéario, ou
seja, constatada a ovulacédo, caracterizava o dia zero (D0) do embrido.

No dia 8 (D8), apos a ovulacdo, a doadora inseminada foi conduzida para
realizacdo de um lavado uterino ndo cirdrgico (transcervical) por meio de utilizagao
de um cateter tipo Foley de duas vias. O cateter foi introduzido no Utero da fémea,
transpondo a cérvix, com fixacdo na entrada do Utero por um baldo inflavel, com
volume de 40mL. Seguindo infusdo de solugéo estéril ringer lactato de acordo com a
capacidade do utero. O volume de solugdo variou de acordo com a capacidade
individual uterina de cada doadora, variando de 1 a 2L.

Apoés a infusdo, mediante o preenchimento total do corpo e cornos uterinos,
foi acoplado ao cateter um copo coletor com filtro para retencdo do embrido, e

subsequentemente, realizou-se a drenagem por gravidade de todo contetudo
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infundido através do cateter. Apds passar pelo copo, descartava-se o conteudo por
meio de uma valvula de escape, desprezando quase que a totalidade da solugéo
infundida, retendo no copo apenas o embrido e um volume médio de 100mL do
fluido.

Realizou-se também por meio de palpacdo retal, movimentos no Utero da
égua doadora com objetivo de auxiliar e facilitar a drenagem total do volume da
solucédo infundida. No final do procedimento, avaliou-se, se o embrido estava
presente no copo coletor. Estando o embrido presente, o baldo foi desinflado, o
cateter foi removido e a égua doadora foi liberada. No entanto, quando néo se
identificava a presenca do embrido no copo, repetia-se o procedimento de infusdo e
drenagem.

Realizada a lavagem uterina, o contetdo retido no copo coletor foi transferido
para uma placa de Petri descartavel, que foi conduzida a uma lupa de observacao,
com aumento de 10x para localizacdo e identificacdo do embrido. Uma vez
localizados, foram avaliados quanto a sua formacdo morfologica e classificado como
apto ou ndo apto para transferéncia, sendo que todos foram identificados como
aptos.

Os embrides foram classificados de acordo com os parametros de estadio de
desenvolvimento e qualidade, conforme recomendacdes da International Embryo
Trasnfer Society (IETS) descrito por McKnnon e Squires(1988), classificando-os em
uma escala de escore variando de 1 a 5 baseado no formato, simetria, coloracéo,
extrusdo celular e integridade da zona pelicida em ordem decrescente onde
embrido apenas embrides Grau 1 (Excelente) e 2 (Bom) foram manipulados para
serem transferidos.

Os embrides classificados como aptos para transferéncia, foram submetidos
ao processo de higienizagdo com uso de meio de manutengdo especifico Holding®
Vitrocel Brasil. Assim, com auxilio de uma pipeta, o embrido foi transferido gota a
gota, por em média 10 gotas do meio em placa de Petri a fim de uma higienizagéo
segura. Posteriormente, o embrido foi acondicionado em palheta apropriada para o
seu diametro, encontrando-se, finalmente, pronto para ser inovulado na receptora.

Para inicio do procedimento de inovulagcéo, as receptoras passaram a ser
monitoradas frequentemente através de ultrassonografia modo B, com o objetivo de
identificar a fémea dentre as selecionadas, com maior indice de sincronizagédo

possivel com o ciclo estral da doadora. Como parametro para a sincronizacgao,
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utilizavam-se as fémeas receptoras que tinham ovulado um dia antes ou até trés
dias apds, em relacdo a ovulagédo da doadora.

Ocorrida a avaliacdo e identificacdo da receptora com melhores
caracteristicas para receber o embrido, ovulacdo sincronica junto a ovulacdo da
doadora, avaliou-se também, a qualidade e saude do Utero e presenca de CL, sendo
esses 0s principais parametros para selecdo, mediante ao plantel de receptoras
disponiveis para o programa.

Avaliacdo precoce do embrido inovulado foi realizada ainda aos 16 dias, por
meio de ultrassonografia. Todavia, esclarece-se, que para fins de diagnéstico de
gestacdo, a avaliagdo embrionaria apenas ocorria aos 60 dias.

Foi utilizado um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com trés
tratamentos e numero de repeticdes diferentes entre tratamentos. Os dados foram
avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados néo
apresentaram distribuicdo normal ent&o foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, a 5%
de significancia. Foi utilizado o programa SPSS verséo 23 (1989 — 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A idade das doadoras influenciou na taxa de recuperacdo embrionaria
(P<0,05) (Tabela 1), com melhores taxas de recuperacdo obtidas em éguas com
idade entre 5 e 15 anos, porém entre as categorias de doadoras entre 16-19 anos e

acima de 20 anos, ndo houve diferenga.

Tabela 1. Influéncia da idade na taxa de recuperacdo embrionaria de éguas

doadoras de embrides.

Faixa etaria da

doadora (anos) Lavado (+) Lavado (-) Total
5-15 92,75% (63/68)? 7,25% (05/68)? 68
16 — 19 58,77% (67/114)>  41,23% (47/114)° 114
20-25 65,38% (17/26)° 34,62% (09/26)" 26

Numeros seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade.

A taxa de recuperacdo embrionaria em Programas de TE de equinos
apresenta grande variacdo entre os relatos dos autores, sendo influenciavel por
inmeros fatores, incluindo a idade da doadora, dia da coleta, atividade fisica, entre
outros. Esses estudos apresentam taxa de recuperacdo de 63% (JACOB et al.,,
2010; 2012); 46,8% a 60,6% (PINTO et al., 2017); 55% (GOMES et al., 2014) e 71%
a 76% (PESSOA et al., 2011). As taxas observadas no presente estudo se
encontram dentro do esperado para a espécie, variando de 58,77% a 92,75%.

Marione et al. (2015) avaliaram a influéncia da idade sobre parametros
reprodutivos em programas de TE com éguas doadoras de diferentes idades,
subdividiu sua populacdo em 3 grupos de acordo com a faixa etaria, sendo G1
animais de 2 a 4 anos, G2 de 5 a 10 anos e G3 de 13 a 25 anos, demonstraram que
a taxa de recuperacao embrionéria foi, respectivamente, de 70,1%, 71,6% e 54,9% e
concluiu que ndo houve diferenca para os grupos G1 e G2, porém ambos foram

superiores ao G3. Demonstrando que ha uma reducéo na eficiéncia reprodutiva de
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éguas a partir dos 13 anos, corroborando com os resultados encontrados neste
estudo que mostram uma queda nessa taxa a partir de 16 anos das idades das
doadoras.

Dessa forma, o resultado do presente trabalho corrobora com a colocacao de
Ginther (1992) que afirma haver uma diminui¢do da atividade folicular para éguas a
partir dos 15 anos de idade. Fato que justifica a semelhanga existente entre o grupo
de éguas com idade entre 16 a 19 anos e o grupo de fémeas acima de 20 anos,
sendo apurado neste trabalho, resultado inferior no que diz respeito da taxa de
recuperacdo embrionaria quando comparado a categoria de doadoras mais jovens.
Além disso, em concordancia com o trabalho supracitado, Valle (1999) afirma que ha
uma gueda na taxa de fertilidade em éguas com mais de 15 anos.

No que se refere a quantidade de embrides recuperados em funcédo do
namero de lavados realizados, gerando os dados do niumero de embrides por ciclo
(Tabela 2), as doadoras com idade entre cinco e 15 anos apresentaram resultados
superiores quando comparadas as demais categorias (P<0,05), sendo 1,14 o
namero de embrides recuperados por ciclo para esta categoria, ja para éguas com
16-19 anos e acima de 20 anos ndo houve diferenca entre elas, sendo de 1,02 e
1,00; respectivamente. Isso demonstra que éguas com mais de 16 anos apresentam

menor nimero de embrides recuperados por ciclo.

Tabela 2. Numero de lavados uterinos, numero total de embribes recuperados e

namero de embrides por lavado em éguas doadoras em diferentes faixas etarias

Faixa etaria da Embrides Embrides por
Lavados (+)
doadora (anos) recuperados lavado
5-15 63 728 1,142
16 — 19 67 69° 1,02°
20 - 25 17 17" 1,00°

NUmeros seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferiram entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade.
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A égua € um animal monovulatério, isso significa dizer que normalmente
apenas um foliculo completa seu desenvolvimento e € ovulado a cada ciclo, nesse
sentido tem-se desejado aumentar a ocorréncia de ovulacdo mdultiplas, por meio de
tratamentos hormonais, para tentar aumentar a taxa de recuperacao embrionaria por
ciclo (ALVARENGA et al., 2008). Porém, Ginther (1992) afirma ser frequente a
ocorréncia de ovulacédo dupla em éguas, fato este que contribui para 0 aumento na
taxa de recuperacdo embrionaria por ciclo.

Apesar de se desejar aumentar a 0 numero de ovulagbes por ciclo, para
reduzir o custo de producdo em programa de TE em equinos, através do uso de
protocolos de superovulacéo, hd um fator anatémico que tem limitado o sucesso da
técnica referente a taxa de recuperacdo embrionaria, pois na espécie a ovulacéo
ocorre em apenas uma regido, a fossa de ovulagédo. Portanto, este evento provoca
um grande coagulo de sangue, que compromete a captacao e transporte do odcito
liberado subsequente (CARMO et al., 2006).

Marione et al. (2015) concluiram que o avancar da idade exerce relacéo
positiva com a taxa de mudltiplas ovulacbes (MO) sendo que éguas idosas
apresentaram taxas superiores quando comparadas a éguas de meia idade e
jovens. O estudo de Losino et al. (2000) afirma concordancia, que de fato éguas
mais velhas apresentam maior taxa de MO. Porém, os autores ndo informaram
haver correlacdo entre elevada taxa de MO e aumento no numero de embribes
recuperados por ciclo. No presente estudo néo foi avaliado a taxa de MO entre os
tratamentos, entretanto encontrou-se niumero de embrides recuperados por ciclo na
ordem superior a um, fato esse que se justifica pela ocorréncia de MO por alguns
animais, ressalta-se que esta foi superior na categoria jovem.

A taxa de gestacdo aos 60 dias das receptoras foi diferente entre as
categorias etarias (P<0,05) (Tabela 3). As doadoras com até 15 anos apresentaram
maior taxa de gestacdo, demonstrando que 62,32% dos embribes transferidos
evoluiram para uma gestacdo, jA as fémeas com idades superiores a 16 anos,
incluindo os outros dois tratamentos, apresentaram menor taxa de gestacéo, sendo
iguais ente si e representadas, respectivamente, por 34,21% e 23,08%.

Este cenario de discrepancia se repete para taxa de gestacdo em outros
estudos, sendo de: 61% a 77% (JACOB et al.,, 2010; 2012), 76,3% (CUERVO-
ARANGO et al., 2017), 62,2% (CAMARGO et al., 2013) e 80% a 100%(GOMES et
al., 2014).
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Foi avaliada a taxa de prenhez aos 40 dias, em programa de TE contendo
doadoras com diferentes idades, divididas em quatro grupos de acordo com a idade,
sendo: G1 por fémeas de 2 a 10 anos (73,7%), G2 de 11 a 15 anos (71,3%), G3 de
16 a 20 anos (67,6%) e G4 de 21 a 24 (63,8%), demonstrando um decréscimo na
taxa de prenhez com o avancar da idade das doadoras (PANZANI et al., 2016).

Corroborando com o observado no presente estudo.

Tabela 3. Taxa de gestacdo aos 60 dias de embribes provenientes de éguas

doadoras em diferentes faixas etarias em Programa de Transferéncia de Embribes.

Faixa etéaria da

doadora (anos) Taxa de gestacdo aos 60 dias

5-15 62,32% (43/68)?
16 — 19 34,21% (39/114)°
20 - 25 23,08% (6/26)°

Numeros seguidos por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%

de probabilidade.

Neste mesmo experimento foi avaliado a taxa de absor¢cdo embrionaria para
0s 4 grupos, identificou-se uma relacdo crescente entre o avancar da idade e a
perda embrionaria 14 dias ap0s a transferéncia, sendo G1 (5,1%), G2 (8,9%), G3
(9,0%) e G4 (22,8%) nao houve diferenca entre os grupos 1,2 e 3, o grupo 4 foi
diferente dos demais (PANZANI et al., 2016).

Ginther (2009), em seu estudo, para avaliar a dinamica folicular em éguas
com diferentes idades, dividiu éguas em trés grupos: éguas jovens de 4 a 6 anos,
éguas com idade intermediaria de 10 a 14 anos e éguas velhas com idade acima de
18 anos. O autor concluiu que h&d uma reducdo no numero de foliculos, com o
avancar da idade, demonstrando que éguas jovens apresentam maior numero de
foliculo, sendo portanto reflexo de uma maior fertilidade por reserva folicular,
entretanto, o diametro folicular n&o foi influenciado pela idade.

Um estudo avaliou a taxa de gestagéo ao decorrer de uma estacao de monta,
verificou que para cada ano acrescido na idade da égua, exercia uma reducdo na
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taxa de gestacéo no primeiro ciclo a um fator de 0,94 e de 0,91 no final da estacéo.
Eguas com mais de 14 anos necessitaram mais tempo para se tornarem gestantes
apos o inicio da estacdo em comparacdo com as éguas mais jovens. As chances de
concepcao para éguas com 14 anos ou mais foram 0,64 vezes menores que as
éguas com menos de 9 anos (HANLON et al., 2012).

Panzani et al. (2016), avaliando a taxa de perda embrionéria em fungao do dia
da coleta, identificaram que embrides recuperados nos dias 9 e 10, foi maior,
guando comparado aqueles recuperados no dia 8. Notou-se também que embrides
com diametro menor 399um, tiveram maiores taxas de perdas, assim como aqueles
cujo diametro foi superior a 1.200pum, quando comparado aos de diametro variando
entre 400- 1.200um. Doadoras mais velhas séo lavadas mais tardiamente, devido ao
atraso no desenvolvimento embriondrio e por isso éguas com mais de 20 anos
tiveram perdas significativamente maiores quando comparadas as éguas jovens.

Em seu estudo, Marione et al. (2015) avaliaram a taxa de prenhez apés a
transferéncia de embrido, ndo observaram diferenca significativa para os embribes
provenientes de doadoras de idade variando de 3 a 26 anos. Contrapondo 0s
resultados encontrados neste trabalho, que demonstrou uma reducéo na taxa de
concepcao apoés transferéncia do embrido de doadoras com o avancar da idade.

Diversos pesquisadores ja demonstraram diminui¢do na eficiéncia reprodutiva
a partir dos 15 anos, porém € preciso entender como se comportam as fémeas
posteriormente a tal idade, uma vez que o técnico de campo recebe por embrido
efetivado, ficando evidente que estes animais apresentam menor eficiéncia e
necessitam de maior nimero de intervencdes para que se obtenha uma gestacao,
torna-se necessario um ajuste no valor do servigo prestado para a categoria.

E relevante avaliar também a viabilidade da utilizacdo de sémen de
garanhdes que estejam distantes das doadoras, levando em consideracdo o custo
com coleta e transporte, o tempo decorrente desde a coleta até inseminagcéao e
ovulacédo, enfatizando ainda mais a necessidade de um estudo apurado da
viabilidade econd6mica de se realizar um procedimento nesta categoria de doadoras,
objetivando a obtencédo de uma prenhez.

Outro quesito importante a ser avaliado, é quanto a utilizacdo de sémen
criopreservado de garanhdes em éguas idosas, cujo material genético seja escasso,
visto que as mesmas sdo menos eficientes e necessitardo de mais palhetas para

obtencdo de um produto. Quando este for necessario, deve-se optar por técnicas
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que potencializem o uso dos mesmos, sendo a ICSI (injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide) a mais indicada.
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5. CONCLUSAO

O avanco da idade exerce acdo negativa sobre a eficiéncia reprodutiva de
éguas em programas de TE, sendo notado declinio na taxa de recuperacao
embrionéria, reducdo no numero de embrides por ciclo e taxa de gestacdo a partir

dos 16 anos de idade.
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