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Resumo

Existem diversos meios de manutencao de embrides equinos a disposigao para serem utilizados desde a lavagem, transporte
e inovulagao do embrido na receptora. Apds a lavagem, o embrido permanece durante o intervalo de tempo até a inovulagao
e ¢ de fundamental importancia que ele seja capaz de manter a qualidade do embrido para que os indices de fertilidade
ndo sejam afetados.O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de dois diferentes meios comerciais de manutengao
de embrides equinos por até 120 minutos a temperatura ambiente em relagdo aos indices de gestagdo pds-inovulagao em
éguas receptoras da raga Mangalarga Marchador. Os 80 embrides coletados foram, aleatoriamente manipulados e mantidos
em um dos meios de manutengdo: Grupo 1 TQC Holding Plus® (n=44) ou no grupo 2 BotuEmbryo Holding® (n=36) até
o momento de inovulagdo a temperatura ambiente por no maximo 120 minutos. A taxa de gestag¢do aos 14 dias do Grupo
1 foi de 75% (33/44) e do Grupo 2 foi de 83,3% (30/36). Nao foi observada diferenga estatistica em relagdo as taxas
de gestagdo entre os dois meios de manutengao avaliados (p=0,3295), concluindo-se que ambos os meios se mostraram
eficientes em conseguir taxas satisfatorias de gestagdo com embrides mantidos até 120 minutos a temperatura ambiente.

Palavras-chave: Embrides. Equinos. Meio de manutengao de embrido.

Abstract

Different commercial solutions areused for washing and transport embryos during the procedures of equine embryo
transfer (EET). The objective of this study was to evaluate the efficiency of two different commercial solutions for
embryo transfer for 120 minutes at room temperature in relation to post-embryo transfer pregnancy rates in recipient
mares of the Mangalarga Marchador. This study used 80 embryos divided randomly in two groups, Holding Plus®
QFT Group 1 (n = 44) or BotuEmbryo Holding® in group 2 (n = 36) until the time of embryo transfer at room
temperature kept to 120 minutes. The pregnancy rate at 14 days in Group 1 was 75% (33/44) and Group 2 was
83.3% (30/36). There was no difference statistic to pregnancy rates between the two group (p = 0.3295), concluding
that both buffers were effective in pregnancy rates to 120 minutes before embryo transfer at the temperature room.

Keywords: Embryos. Equine. Medium for embryo transfer.

e coordenacdo de componentes que afetam o sucesso
da taxa de prenhez, como o manejo da égua doadora,
qualidade da égua receptora e da sincronizagdo, meio de
manutengao habilidade/técnica na transferéncia.

A taxa de taxa de prenhez é a porcentagem
de embrides transferidos que se tornam gestantes na
éguareceptora de embrides. A maioria dos embrides
recuperadossdo oriundos de ovulagdes simples
espontaneas, resultando em uma taxa de 50% de
recuperagdo de embrido por tentativa e em torno de
50% de taxa de prenhezapdés a inovulacdo® A taxa
de recuperagdo embrionaria ¢ de gestagdo sdo muito
importante para o sucesso na implantacdo de um
programa de TE e pode ser influenciada por varios
fatores. Dentre eles, podemos citara qualidade dos
embrides, o método de inovulagdo, sincronizacdo entre
doadora e receptora, condi¢des nutricionais e uterinas

Introducao

O Brasil ¢um dos lideres no uso da Transferéncia
de Embriao (TE) em equinos no mundo, junto aos EUA
e a Argentina. No Brasil, a industria equina gera por
volta de 1,2 milhdes de empregos.

A transferéncia de embrides foi fundamental
para a criacdo de cavalos, por garantir o melhoramento
genético nas diferentes ragas. Porém, os altos custos da
técnica e a estrutura para realizar a mesma sao algumas
das limitagdes para uma maior difusdo da técnica. Um
dos principais entraves seriam os gastos em manter as
éguas receptoras’.

Atécnicada TE tem baixa complexidade quando
comparada com técnicas mais avancadas, porém, a
dificuldade de um programa de TE estd na organizacao
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das doadoras e das receptoras além do manejo geral das
receptoras>.

As receptoras também devem ser examinadas
diariamente quando em cio para monitoramento do
crescimento folicular e ovula¢do, permitindo assim,
no momento da inovulag@o, escolher a que apresenta
as melhores condi¢des reprodutivas para receber o
embrido®.

Para a transferéncia de embrides equinos
existem diferentes meios comerciais para manutengao,
manipulagdo, transporte e inovulagdo dos embrides.
Dentre esses, destacam-se 0s que apresentam em
sua formulagdo o tampdo bicarbonato, fosfato
e zwitteridnico. Exemplos desses meios sao,
respectivamente, a solu¢do Ham’s F10®, a solugdo
fosfato tamponada modificada por Dulbeco (DPBS®)
e o Embriocare®. Mais recentemente surgiram o TQC
Holding® e Botuembryo Holding®, este ultimo de
formulacao e fabricagdo nacional, ambos apresentando
o tampao zwitterionico em suas formulagdes.

Os meios tamponados por bicarbonato
apresentaram taxas de gestacdo de 45 e 60% em
receptoras classificadas como aceitaveis e marginalmente
aceitaveis, respectivamente> Neste experimento, o0s
embrides foram refrigerados por um periodo que variou
de 5 a 36 horas. O que dificulta sua utilizagdo a campo
¢ o fato de necessitarem de uma atmosfera gasosa. Os
meios tamponados por bicarbonato apresentaram taxas
de gestagdo composta de 5% CO,, 5% O, € 90% de N,
para manterem a estabilidade tamponante. Em 1966,
Goode colaboradores criaram uma solugdo tampao a
base de bicarbonato associada ao fosfato, denominada
de solugdo Hepes que tem a vantagem de ser estavel
em atmosfera de oxigénio. Essa associacdo de forma
uma solu¢do metabolicamente inerte, ou seja, juntos
sdao neutralizados. Solugdes com esta caracteristica
denominam-se tampdes zwitterionicos.

Os meios tamponados com solugdes Hepes
(zwitterionicas) sdo bastante utilizados, pois seus
constituintes estabilizam a zona pelicida, nao
atravessam a barreira celular e previnem uma possivel
inibicdo do crescimento que podem ser causadas pelo
tampao fosfato®.

Outro meio tamponante que nao necessita de
atmosfera modificada é a solu¢do tamponada por
fosfato modificada por Dulbeco (DPBS). Nesta solugao
0 embrido podera permanecer por até 60 minutos em
temperatura ambiente se for adicionado 10% de soro
fetal bovino’. Ja Fleury, em 1998, conseguiu 73,3% de
taxa de gestagdo ao utilizar o meio DPBS em embrides
mantidos por sessenta minutos transportados em
temperatura ambiente (23 a 35°C).

Em 2009, Caiado e colaboradores avaliaram
a taxa de prenhez com a utilizagdo de dois meios
comerciais de manutengao. O primeiro usado foi o meio
Embriocare®, (tampao zwitterionico) em receptoras da

raca Mangalarga Marchador. O segundo meio usado foi
DPBS com 0,4% de BSA, com tampao fosfato. Uma taxa
de prenhez de 80% foi observada nas éguas inovuladas
com embrides tratados com o meio Embriocare® com
trinta minutos de descanso e uma taxa de 75% prenhez,
com embrides que permaneceram em descanso no meio
de manutengdo por sessenta minutos.

O objetivo do presente estudo foi comparar as
taxas de gestacdo pos-inovulagao de embrides mantidos
em dois diferentes meios comerciais de manutengao
por até 120 minutos a temperatura ambiente.

Material e Métodos

Animais e delineamento experimental

O experimento foi desenvolvido no Centro
Avangado de Reprodugdo Equina localizado no
municipio de Vassouras/RJ (Latitude de 22°24°14” S;
Longitude de 43°39°45” W; Altitude de 434 m), durante
a estacdo reprodutiva nos periodos de setembro de
2012 a abril de 2013. Foram utilizadas 25 éguas (n=
25) da raga Mangalarga Marchador com idade média de
14 anos e peso corporal entre 350-500 kg, com satde
reprodutiva normal.

Para as inseminagdes artificiais foi utilizado
sémen diluido de dois garanhdes da raca Mangalarga
Marchador com idade média de 12 anos, pesando cerca

de 500 kg.
As éguas eram submetidas ao controle
folicular diario, através de exames palpagdo

eultrassonografiatransretais. Ao ser detectado foliculo
com média de 35 mm de diametro associado a edema
uterino ao exame ultrassonografico, as éguas recebiam
1.666 Ul de hCG para inducdo da ovulagdo e, entdo, a
inseminacao artificial era realizada no dia seguinte.

O presente trabalho foi registrado na CEUA —
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Severino Sombra sob o parecer n° 2013/011.

Inseminacdo artificial e colheita de

embrioes

As doadoras foram inseminadas, utilizando
a dose de sémen fresco diluido de 500 a 1 bilhdo de
espermatozoides vidveis provenientes de um dos 2
garanhdes utilizados no experimento. As éguas foram
inseminadas por metodologia convencional (pipeta
pela cérvix e deposicdodo s€émen no corpo do utero)
utilizando o diluente comercial Botu-sémen®.

As colheitas dos embrides foram realizadas no
oitavo dia apds a ultima ovulacdo, utilizando-se 03
lavados uterinos de 1 L de ringer com lactato de sodio
cada.

Somente embrides classificados em grau [ de
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acordo com classifica¢do ja descrita em literatura® eram
conduzidos a fazer parte do experimento.

Rastreamento, manipulacao e inovulacao
dos embrides

Na etapa de rastreamento, realizada em placa
de Petri descartavel, com auxilio de microscépio
estereoscopio com aumento maximo de 35 vezes, os
embrides foram,aleatoriamente, divididosemdois grupos
distintos. No Grupo 1, os embrides foram manipulados
e mantidos no meio de manutencdo comercial TQC
Holding Plus®(tampdo zwitterionico). Ja os embrides
que pertenciam ao Grupo 2 foram manipulados e
mantidos em meio comercial BotuEmbryo®(tampao
zwitteridnico). Em ambos os Grupos (1 e 2) os embrides
forammantidos a temperatura ambiente por no maximo
120 minutos, entre a colheita e a inovulagdo na receptora
de embrides.

As inovulagoes foram realizadas até 120 minutos
em receptoras sincronizadas com as doadoras de acordo
com técnica descrita em literatura’.

is U
Figura 1. Embrido recuperado e identificado para posterior
lavagem.

Figura 2. Foto do embrido sendo preparado para inovula-
¢ao.

Diagnéstico de gestacio

Ap6s sete dias da inovulag@o, as receptoras foram
submetidas ao exame de ultrassonografia, visando o

diagnostico de gestagdo, pela visualizagdo da vesicula
embrionaria.

Analise Estatistica

Para comparagdo dos indices de confirmagao
embrionaria (prenhez) entre os dois meios comerciais
de manutengao, foi utilizado o Teste Exato de Fisher. O
nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discussao

Foram coletados 80 embrides, sendo que 44
foram mantidosno meio comercial 1 (TQC Holding
Plus®), resultando em 33 (75,0%) éguas receptoras
gestantes. No Grupo 2 (BotuEmbryo®),dos 36 embrides
inovulados, obteve-se um total de 30 de éguas receptoras
gestantes (83,3%). Os dados estdo demonstrados na
Tabela 1.

Tabela 1. Numero de embrides inovulados e taxa de prenhez de
¢éguas receptoras da raga Mangalarga Marchador, submetidos a
dois diferentes meios de manutengdo no Grupo 1 (TQC Holding
Plus®) e Grupo 2 (BotuEmbryo®)

Estacdo de Monta  Embrides

2012/2013 inovulados N Prenhez
Grupo 1 44 33 75,0
Grupo 2 36 30 83,3

Total 80 63 78,75

Ambos o0s meios de manutencao utilizados
nesse experimento contém tampao zwitterionico. Os
resultados de prenhez do presente trabalho foram
semelhantes aos relatados por outros pesquisadores'®
que ao utilizar o meio Embriocare®, também com
tampdo zwitterionico, obteve 80% (12/15) de taxa de
gestacdo dos embrides mantidos por até 30 minutos.
Entretanto, quando sdo somadas as taxas de gestagdo de
todos os grupos que utilizaram o Embriocare® (0, 30, 60
e 120 minutos), igualando ao tempo do presente estudo,
a taxa de gestacao caiu para 65% (39/60), sendo inferior
as encontradas no presente estudo que foram de 75%
(TQC Holding Plus®) e de 83,3% (BotuEmbryo®).

Em outra pesquisa'! foi obtido taxa semelhante
de prenhez (73,5%) as encontradas no presente estudo.
Entretanto, com metodologia diferente, j& que os
embrides foram submetidos a refrigeracao de 15 a 18°C
por periodo de 1 a 4 horas.

Os resultados encontrados no presente estudo
se assemelham aos encontrados anteriormente por um
pesquisador'?> que obteve taxa de gestagdo de 73,3%
com embrides transportados em temperatura ambiente
por até 60 minutos em meio DPBS, sendo o tempo do
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presente estudo (120 minutos) o dobro do utilizado
por esse autor, ou seja, obtiveram-se taxas de prenhez
também satisfatorias num intervalo de tempo maior, o
que possibilita o transporte desses embrides por mais
tempo, caso seja necessario.

Afim de testar qual associagdo seria melhor
para armazenar o embrido em 24 horas”, alguns
pesquisadores obtiveram taxa de prenhez de 70% com o
meio Ham's F10® + CO,, bem proxima as encontradas
no presente estudo. Apds 24 horas em uma temperatura
reduzida (5 °C), embrides armazenados em Ham’s F10
+ CO0, apresentaram melhor (p< 0,5) qualidade do que
aqueles armazenados em Ham’s F10 + Hepes, embora
a maioria dos embrides tenham sido classificados ainda
como excelente ou bom morfologicamente em ambas
as associagdes.

Utilizando a coloragdo DAPI", pesquisadores
compararam a viabilidade de embrides equinos frescos
ou refrigerados a 5 °C por 6 ou 24 horas em meio Ham’s
F-10® ou EmCare®, observando-se niimero de células
mortas significativamente menor para os embrides
frescos ou refrigerados por 6 horas em comparagdo
aos refrigerados por 24 horas, sem que fosse detectada
diferenga no nimero de células mortas entre os meios
utilizados. Estudo complementar dos mesmos autores'’
verificou a viabilidade in vitro de embrides de sete
dias (D7) mantidos por 6 ou 24 horas a 5 °C em Ham’s
F-10®, EmCare® ou em meio ViGro®. Os resultados
indicaram viabilidade embrionaria similar nos trés meios
avaliados, porém detectou-se aumento no nimero de
células mortas (coloragdo DAPI) com o maior tempo de
refrigeragdo. No mesmo experimento, avaliou-se a taxa
de gestacdo apos a transferéncia de outros embrides D7
refrigerados a 5°C por 24 horas em meio Ham’s F-10®
ou EmCare®, obtendo-se 53% e 47% de gestagdo para
os embrides refrigerados, respectivamente (p>0,05),
indicando que a maior porcentagem de células mortas
observadas in vitro possivelmente ndo influenciou nas
taxas de prenhez. E possivel que as taxas satisfatorias de
prenhez obtidas em ambos os grupos do presente estudo
sejam devido a uma baixa mortalidade das células
embrionarias durante a manutengao nos dois meios e que
estes embrides tenham mantido a viabilidade durante o
periodo de transporte até a inovulagao.

Um fator importante a ser analisado seria quanto
ao custo dos meios TQC Holding Plus® ¢ BotuEmbryo®
encontrados no mercado.OBotuEmbryo® tem um custo
menor, pois o preco equivalente a 8 mL do produto
suficiente para as fases de rastreamento, lavagem,
manutencdo ¢ inovulagdo do embrido, usado durante o
experimento, foi de R$ 12,00, o que corresponde a R$
1,50 cada 1 mL. Ja o preco, de um frasco de 6mL de
TQC Holding Plus® utilizado na fase de rastreamento,
lavagem, manuten¢do e inovulacdo do embrido, foi de
R$ 11,58, correspondendo a R$ 1,93 cada 1 mL. Fato
este importante, principalmente quando se trabalha

em um programa que apresenta um volume grande de
transferéncia de embrides realizado.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos neste
experimento, pode-se concluir que ambos os
meios de manutengdo de embrides com tampao
zwitterionicoBotuEmbryo® e TQC Holding  Plus®
foram eficientes em manter embrides equinos em
temperatura ambiente por até¢ 120 minutos, resultando
em taxas de prenhez satisfatorias. Essa informacgao ¢
importante, pois permite o transporte de embrides sem
a necessidade de refrigeracdo, quando o intervalo entre
a coleta e a inovulacdo ndo exceder 120 minutos.
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