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Resumo

A técnica de transferéncia de embrides (TE) consagrou-se como importante ferramenta no
melhoramento genético do rebanho eqiiino. O incremento nas taxas de gestacdo, em programas de TE, seria
fundamental para viabilizag¢do dos custos ainda elevados. Entre os diversos fatores que influenciam os resultados
desta técnica, destaca-se a égua receptora. Por isso, estudos tém sido realizados sobre o dia ideal do ciclo para a
TE e sobre o uso de drogas no intuito de melhorar o perfil progesterdnico da égua receptora, utilizando anti-
prostaglandinicos, progesterona e mais recentemente a hCG e andlogos do GnRH. O objetivo principal dos
trabalhos, recentemente realizados por nosso grupo, foi o de observar os efeitos da hCG sobre as caracteristicas
reprodutivas e taxa de prenhez em éguas receptoras de embrido. Como resultado destes experimentos,
observamos que a aplicacdo da hCG em éguas receptoras tanto para inducio da ovula¢io, como no dia seguinte
da ovulagdo (d1), ou ainda no dia da transferéncia (d5 a d8), promoveu um aumento na concentragdo plasmdtica
de progesterona, uma tendéncia a melhor taxa de prenhez quando aplicado no dia da TE, e ainda uma melhora
nas caracteristicas reprodutivas quando aplicado no d1. Portanto a hCG pode ser utilizada ndo s6 na inducio da
ovulacdo como também na melhoria das caracteristicas reprodutivas das receptoras, possibilitando assim uma
reducdo na relacdo doadora /receptora.
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Abstract

The Embryo transfer technique (ET) is already known as an important tool in genetic improvement of
the equine breeding. An increase in pregnancy rates resulting from ET programs would be fundamental to make
the still high costs, viable. Among the several factors that influence the results of this technique, the recipient
mare plays a major role. Thus, it has been studied the ideal day of the cycle for the ET, drug applications in
order to improve the progesteronic status, using anti-prostaglandinics, progesterone and recently, hCG and
GnRH analogues. The aim of these studies was to evaluate the effects of hCG on reproductive characteristics
and pregnancy rates of embryo transfer recipients. As noticed in these experiments, the application of hCG in
recipient mares to induce ovulation and on the day after ovulation (dl1), or on the day of embryo transfer (d5 till
d 8), caused an increase in plasmatic progesterone concentration, a tendency of higher pregnancy rate when
given on the day of transfer, and also an improvement of reproductive characteristics when given on day 1. The
use of hCG in recipients in an ET program seems to optimize the use of the recipient candidates, as it increases
the progesterone production and the percentage of approved mares at the selection for transfer. Therefore, the
hCG can be used not only in inducing ovulation but also in the improvement of reproductive characteristic in
recipient mares, permitting the reduction of donor/recipient ratio.

Keywords: equine, embryos, hCG, reproductive characteristics, pregnancy rate.
Introducio

A técnica de transferéncia de embrides (TE) é uma importante ferramenta para o melhoramento
genético por permitir uma maior influéncia das linhagens maternas, pois promove a obtengdo de um maior
nimero de produtos ao ano, além de permitir que potras com dois anos de idade sejam utilizadas como doadoras,
levando a diminui¢@o do intervalo entre geragdes e, conseqiientemente aumentando a velocidade e eficiéncia do
melhoramento genético do plantel. A TE também permite a obtencdo de gestagdes de éguas que se tornaram
subférteis por problemas adquiridos, cuja causa ndo tenha relacdo direta com a fertilizacdo do odcito e seu
transporte até o utero. Esta técnica promove ainda o melhor aproveitamento de éguas de alto valor zootécnico,
idosas ou que estejam participando de competi¢des hipicas.

No Brasil, a TE em eqiiinos foi primeiramente descrita em 1987 por Fleury et al. adaptando a
metodologia descrita por Douglas (1979) as condigdes brasileiras. Porém, com o advento de novos estudos e
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com os resultados positivos encontrados a metodologia atualmente utilizada € a transferéncia ndo cirtirgica
coberta, associada a avaliacdo e selecdo da égua receptora. Para se obter sucesso em um programa de TE, os
técnicos dependem de diversos fatores relacionados a égua doadora, ao garanhao, a manipulagcdo e manutengdo
dos embrides, a técnica de transferéncia, a receptora, as condigdes climaticas, entre outros. Entretanto, o fator
mais importante certamente estd relacionado a égua receptora, ja que esta ird reconhecer o embrido e terd que
fornecer as condi¢des necessarias ao seu desenvolvimento.

Atualmente, o grande entrave para uma maior utilizagdo da técnica de TE pelos criadores sdo as
receptoras. Para cada embrido a ser transferido, o ideal sdo ter trés receptoras sincronizadas com a doadora, para
serem avaliadas anteriormente a transferéncia do embrido. Considera-se fundamental a utilizacdo de receptoras
com o aparelho reprodutivo em perfeitas condi¢cdes e que estejam responsivas aos estimulos da progesterona, ou
seja, apresentando corpo ldteo, com tdnus uterino e cervical elevado e auséncia de edema uterino. Este fato
embasado nos melhores indices de prenhez obtidos quando se utiliza receptoras apenas de primeira e segunda
escolha, ou seja, éguas que apresentam as melhores caracteristicas reprodutivas de diestro (tdnus uterino e
cervical elevados, morfoecogenicidade uterina homogénea e presenca de corpo liteo) e auséncia de qualquer
anormalidade uterina e vaginal (Arruda et al., 2001).

Visando melhorar a qualidade da receptora e consequentemente a taxa de prenhez, pesquisadores t€m
buscado estudar métodos de aumentar o perfil progesterdnico das receptoras, ja que € reconhecido que animais com
concentragcdes maiores de progesterona apresentam maiores taxas de prenhez, tdnus uterino e cervical mais elevados e
auséncia de edema uterino. Em busca do aumento do perfil progesterdonico, tem se utilizado a aplica¢do de
farmacos como anti-prostaglandinicos, progesterona e mais recentemente a hCG e andlogos do GnRH.

Buscando responder qual firmaco melhor atuaria no aumento do perfil progesterdnico e
consequentemente na taxa de prenhez, foi realizado em conjunto a Central Fleury Reproducio Eqiiina e o Centro
de Biotecnologia em Reprodu¢do Animal da FMVZ - USP (Campus de Pirassununga) um primeiro trabalho com
o0 objetivo de avaliar os efeitos da hCG, de um andlogo do GnRH e de um progestageno (Norgestomet) em éguas
candidatas a receptoras de embrido.

Material e Método — Experimento 1

Este estudo, realizado na Central Fleury Reprodu¢do Eqiiina, utilizou 52 doadoras e 66 receptoras, todas
da raca Mangalarga no intuito de comparar diferentes tratamentos hormonais aplicados no dia da transferéncia
dos embrides, ou seja, entre 5 e 8 dias (d5 a d8) apds a ovulacdo (d0). Os objetivos principais foram: avaliar a
taxa de prenhez relacionando-a com as concentracdes plasmadticas de progesterona. Os animais foram divididos
em 4 grupos e receberam tratamento no dia da TE conforme descri¢do abaixo:

G1(n=18): Controle, solucao salina, SmL IM;
G2(n=17): 40 pg de acetato de buserelina, IM;
G3(n=16): 3000 UI de hCG, IM;

G4(n=16): implante de norgestomet, 3mg, SC.

Resultados

A concentragdo plasmdtica de progesterona entre o dia da transferéncia (d5 a d8) e o dia 13 do embrido
(diagnéstico de gestacdo) apresentou aumento significativo (P<0,001) nas receptoras tratadas com hCG (G3) no
dia da TE (Tab. 1).

Tabela 1. Concentragdo plasmatica de progesterona (média * erro padrdo) em éguas receptoras do dia da
inovulacdo até o dia do diagnético de gestacdo (D 13) submetidas a diferentes tratamentos hormonais no dia da
TE.

Tratamento n P4 (ng/mL)
Controle 97 7,8 +£0,38%
Buserelina 85 9,3+0,27°
hCG 83 11,8 £0,44°
Norgestomet 71 99 + 0,45b

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

As taxas de prenhez das receptoras ndo diferiram estatisticamente entre os grupos (P>0,05), porém,
observou-se um aumento numérico na taxa de prenhez em todos os grupos em relagdo ao grupo controle (Tab.
2). Destaca-se a diferenca numérica nesta taxa tanto no dia 13 como no dia 16 entre o grupo tratado com hCG e
os demais grupos (Tab. 2). Quando comparado com o grupo controle, o grupo tratado com hCG demonstrou um
aumento de 20,8 e de 25,7 pontos percentuais na taxa de prenhez aos 13 e 16 dias, respectivamente.

Ap6s a andlise dos dados encontrados no 1° experimento foi proposto um segundo experimento, este
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também realizado na Central Fleury Reproducdo Eqiiina.

Tabela 2. Taxa de prenhez (média * erro padrdo) nos dias 13 e 16, em éguas receptoras submetidas a diferentes
tratamentos no dia da TE.

Tratamento n Taxa de prenhez (%)
D13 D16
Controle 18 66,7 +0,11 55,6 +0,12
Buserelina 17 70,6 0,11 70,6 +0,11
hCG 16 87,5+0,08 81,3+0,10
Norgestomet 16 75,0£0,11 75,0£0,11

P>0,05
Material e Método - Experimento 2

Para este experimento foram utilizadas 84 éguas Mangalarga candidatas a receptoras de embrides. O
experimento teve como objetivos: verificar nos dias DO (dia da ovulacdo), D2, D4, D6 e D8 se o uso da hCG
altera a concentragdo plasmadtica de progesterona; avaliar no sexto dia pés-ovulagdo (D6) os efeitos da aplicacdo
da hCG em fémeas eqiiinas sobre as caracteristicas reprodutivas: tonus uterino e cervical, morfoecogenicidade
uterina; e ainda, avaliar o efeito da aplicagdo da hCG sobre a ordem de escolha em fémeas eqiiinas examinadas
no sexto dia pés-ovulagdo (D6). As receptoras foram aleatoriamente divididas em 3 grupos (G) que receberam os
seguintes tratamentos:

G 1 — Administragdo, IM, de 1 mL de solu¢do fisioldgica, quando o foliculo atingiu didmetro médio

igual ou maior que 35 mm.

G 2 - Administragdo de 2.500 UI de hCG (Vetecor®), IM, quando o foliculo atingiu diametro médio

igual ou maior que 35 mm.

G 3 - Administracdo de 2.500 UI de hCG (Vetecor®), IM, no dia seguinte a ovulacdo (D1).

Resultados
Foi observado efeito do tempo em relagdo a concentragdo plasmadtica de progesterona (P<0,05). Os
grupos tratados com hCG (G2 e G3) apresentaram no quarto dia pds-ovulagdo (D4) concentra¢do plasmadtica de

progesterona superior ao grupo controle (G1). Porém, os grupos tratados nao diferiram (P>0,05) entre si (Tab. 3).

Tabela 3. Concentracio plasmatica de progesterona (ng/mL) nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 ap6s a ovulacdio. Os dados
estdo apresentados com média + erro padrio. Dia 0 = dia da ovulagdo.

G Dias
rupo

DO D2 D4 D6 D8
Gl 0,94+0,05 3,86+0,57 8,42+1,24° 15,29+1,97 16,08+1,56
G2 1,12+0,05 5,65+0,47 16,01+1,27% 19,87+1,86 16,08+1,62
G3 1,08+0,06 4,50+0,52 14,85+1,69% 17,59+1,46 17,31+1,34

Letras diferentes na mesma coluna (a,b) mostram uma diferenca significante (p<0,05).

Quando o toénus uterino foi avaliado no D6, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos experimentais (P>0,05), conforme observado na Tab. 4.

Apesar de ndo existir diferenca estatistica pode se observar que o G3 apresentou 32,14% das éguas com
o tonus 4, enquanto os outros grupos apresentaram 10,71 (G2) e 7,14% (G1).

Quando se efetuou a soma dos escores de tonus uterino 1 e 2, o G1 apresentou 39,29% das éguas nesta
classificag@o, enquanto que o G2 apresentou 46,43 e o G3, 21,43%.

Tabela 4. Porcentagem de éguas examinadas no D6 com escores de tonus uterino 1 (flacido), 2, 3 ou 4 (firme)
entre os tratamentos.

Tonus uterino

Tratamentos
1 () 2 (n) 3 (m 4 ()
Gl 17,86 (5) 21,43 (06) 53,57 (15) 07,14 (2)
G2 10,71 (3) 35,72 (10) 42,86 (12) 10,71 (3)
G3 00,00 (0) 21,43 (06) 46,43 (13) 32,14 (9)

Teste exato de Fisher P=0,0517
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Foi observada diferenga estatistica (P<0,05) entre os grupos experimentais quanto a caracteristica
reprodutiva tonus cervical, conforme pode ser observado na Tab. 5.

O G3 demonstrou-se como o melhor tratamento para a caracteristica tonus de cérvix, ndo apresentando
éguas com tonus 1, enquanto o G1 apresentou 14,29% das éguas e o G2 3,57%. Ainda o G3 resultou em maior
porcentagem média de éguas com tdnus cervical 4 (28,57%), quando comparado com Gl (14,29%) e G2
(7,14%).

Quando se efetuou a soma dos escores de tonus cervical 3 e 4, a porcentagem de éguas foi de 46,43 para
0 G1, 46,43 para o G2 e 85,71% para o G3.

Tabela 5. Porcentagem de éguas examinadas no D6 com escores de tonus cervical 1 (flacido), 2, 3 ou 4 (firme)
entre os tratamentos.

Toénus cervical

Tratamentos
1 () 2 (n 3 () 4 (n)
Gl 14,29 (4) 39,29 (11) 32,14 (09) 14,29 (4)
G2 03,57 (1) 50,00 (14) 39,29 (11) 07,14 (2)
G3 00,00 (0) 14,29 (04) 57,14 (16) 28,57 (8)

Teste exato de Fisher P=0,0087

Nao foi observada diferenga estatistica entre os grupos analisados quanto a morfoecogenicidade uterina
(P>0,05). No entanto, quando se efetuou a soma dos escores nas categorias 1 e 2 pode ser observado que existiu
uma diferenga numérica entre os grupos que receberam o tratamento em comparacdo com o grupo controle
sendo que no G1 foi observado 57,14%, 78,57% no G2 e 89,03% no G3.

Na categoria ordem de escolha da candidata a receptora, existiu diferenga estatistica significativa
(P<0,05), sendo apresentada na Tab. 6.

Devido a importancia da ordem de escolha da candidata a receptora, apenas os animais de 1* e 2*
escolha devem ser selecionados para receberem os embrides (animais com melhores caracteristicas reprodutivas
como receptoras de embrides). Deste modo, ao analisar cuidadosamente os dados e apenas considerar a
existéncia de uma parcela de éguas aptas a receber o embrido e outras ndo aptas a receber, nota-se que as
receptoras dos grupos tratados com hCG possuem um maior (p<0,05) nimero de animais aptos a receber o
embrido (Tab. 7).

Tabela 6. Porcentagem de éguas examinadas no D6 segundo a ordem de escolha 1* (melhores caracteristicas de
diestro) 22, 3* e 4* (piores caracteristicas de diestro) entre os tratamentos.

Ordem de escolha da candidata a receptora

Tratamentos
* 2* () 3 () 4 (n
Gl1 21,43 (6) 35,71 (10) 39,29 (11) 3,57 (1)
G2 17,86 (5) 60,71 (17) 17,86 (05) 3,57 (1)
G3 32,14 (9) 57,16 (16) 10,71 (03) 0,00 (0)

Teste exato de Fisher P=0,0014

Tabela 7. Efeito do tratamento no nimero de éguas aptas a receberem o embrido no 6° dia apds ovulagdo.

Porcentagem de receptoras aptas

Grupo

Gl 15/28 (53,57)°
G2 23/28 (82,14)"
G3 24/28 (85,71)"

Letras diferentes (a,b) mostram uma diferenca significativa (p<0,05).

No experimento 1, o grupo tratado com hCG apresentou média superior na concentra¢do plasmética de
progesterona em relacdo aos outros grupos. No experimento 2 observou-se que a hCG parece antecipar a
luteinizagdo do CL, ja que os animais tratados atingiram o platd (Tab. 3) médio de producdo de P, antes dos
animais do grupo controle. Estes resultados podem ser explicados pela ag@o luteotréfica da hCG, uma vez que
ele promove uma mudanga funcional no corpo liteo com aumento do nimero de células luteais grandes,
produtoras da maioria da progesterona secretada pelo corpo liteo (Hansel e Blair, 1996). Estes resultados
corroboram com estudo de Kelly et al. (1988) que adicionando LH ou hCG em células luteais eqiiinas cultivadas
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in vitro demonstraram um aumento significativo nas concentragdes de progesterona.

Segundo Ginther (1992), ocorre um aumento no numero de receptores para LH no corpo liteo (21
vezes) e aumento na afinidade do receptor pelo LH (5 vezes) entre os dias 1 e 14 do ciclo estral na égua
justificando assim a acéo luteotré6fica da hCG neste periodo.

De acordo com Newcombe et al. (2000), a hCG contribui para a preven¢do do sinal luteolitico uma vez
que ela promove o aumento da secre¢do de proteinas uterinas e da secrecio de progesterona pelo corpo liteo.
Estes achados, justificando o aumento numérico na taxa de prenhez encontrado no primeiro experimento.
Acreditamos que estes resultados seriam significativos estatisticamente caso houvesse um maior nimero de
éguas por tratamento.

No experimento 2, embora ndo constatada diferenca estatistica em relacdo ao tdnus uterino, ocorreu
uma tendéncia numérica para o grupo G3 (hCG no d1) onde uma maior porcentagem de éguas tiveram tonus
uterino e cervical mais firmes. Segundo Carnevale et al. (2000) e Squires et al. (2003), éguas com tdnus cervical
e uterino mais tenso sdo as que devem ser selecionadas prioritariamente para receberem embrido, pois
apresentam melhores indices de prenhez. E além disto, os grupos tratados com hCG, demonstraram maior
porcentagem de receptoras aptas a receberem embrides (Tab. 7). Deste modo, verificou-se que a antecipacio na
maturagdo do CL, esta refletida na obtengdo prematura do platd da concentragdo plasmdtica de progesterona,
aumentou as chances das éguas apresentarem condi¢des uterinas para receberem o embrido. Provavelmente este
fato ocorra pelo aumento da exposi¢do (em dias) do organismo aos efeitos do hormdnio progesterona,

Podemos entdo concluir que, a hCG quando aplicada em fémeas eqiiinas, induz o aumento na produgao
de progesterona além de proporcionar maior porcentagem de éguas com caracteristicas reprodutivas desejadas
para a transferéncia de embrides. Este fato é notado na tendéncia de melhores taxas de prenhez nos grupos
tratados com hCG, o que estd de acordo com a melhora nos niveis de progesterona e nas caracteristicas
reprodutivas desejdveis. Portanto a hCG pode ser utilizada ndo s6 na induc¢do da ovulacdo como também na
melhoria das caracteristicas reprodutivas das receptoras, possibilitando assim uma reducdo na relacdo doadora
/receptora.
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