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DELCHIARO, Sofia Botsaris. Influéncia da contagem de foliculos antrais sobre
caracteristicas reprodutivas de éguas receptoras de embrido. 2022. 47 fls. Disserta¢do
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a estimativa da contagem de foliculos antrais (CFA) em
¢guas receptoras de embrido através da ultrassonografia transretal e relacionar a CFA com a
fertilidade. Um grupo de fémeas equinas (n=77) de diferentes idades (entre 5 e 16 anos) e ragas
(sem raga definida) foi avaliado para CFA. O grupo de baixa foi definido com CFA <11 foliculos
(n=43 ¢éguas) e alta > 11 foliculos (N = 34 éguas). O protocolo hormonal das receptoras dependeu
da fase do ciclo estral em que elas se encontravam. Receptoras ciclicas foram sincronizadas
juntamente com as doadoras e receberam o embrido entre os dias 4 e 6 (D4 — D6). As receptoras
aciclicas receberam 5 mg de benzoato de estradiol (BE) via intramuscular (IM) no dia da ovulacao
da doadora (D0), 4 mg de BE via IM no dia seguinte (D-3 receptora; D1 doadora) e 3 mg de BE
via IM (D-2 receptora; D2 doadora). Ademais, mais 1500 ml de progesterona (P4) via IM foram
aplicados no DO da receptora (D4 da doadora) e mais 1500 ml de P4 via IM aplicados no dia da
TE (D4-6). No dia da transferéncia de embrido (TE) foram aferidos, além da CFA, o peso do
animal, escore de condigao corporal (ECC), didmetro do corpo luteo (CL), idade e grau de edema
uterino, para estabelecer a relagdao desses parametros com a CFA. Ademais, foram considerados a
ciclicidade da receptora e estagdo do ano da TE. No D12 foi feito o diagndstico de gestacao da
receptora por meio da ultrassonografia transretal em modo B. Os dados foram analisados quanto
a normalidade de distribui¢do pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de variancias
pelo teste F. Diferencas entre os grupos estudados foram analisadas por ANOVA empregando
modelo de efeito misto, em que o grupo CFA, a estacionalidade reprodutiva e a estagdo do ano
foram consideradas efeitos fixos. Foi adotado um nivel de significancia quando P<0,05. A taxa de
concepcao foi maior em receptoras com baixa CFA em relacao aquelas com alta CFA (P = 0,016).
Nao houve influéncia da estagdo do ano (P = 0,798), mas foi observado efeito de sazonalidade
reprodutiva (P = 0,005; ciclica 81,40% vs. anestro estacional 58,82%), além de uma tendéncia (P
= 0,06) a interagao entre CFA e sazonalidade reprodutiva. A taxa de concepc¢ao foi maior em
receptoras de baixa CFA e nas que eram ciclicas, demonstrando um efeito da sazonalidade
reprodutiva. Contudo, ndo foi identificado interagao entre a CFA e a ciclicidade. Ainda, o edema
uterino também foi influenciado pela sazonalidade reprodutiva, éguas em anestro demonstraram
um maior grau de edema uterino quando comparadas com as ciclicas.

Palavras-chave: Contagem de foliculos antrais; transferéncia de embrido; receptora de embrido;
equinos; corpo lateo.



DELCHIARO, Sofia Botsaris. 2022. Influence of antral follicle count on reproductive
characteristics of embryo recipient mares. 47 fls. Dissertation (Master’s in animal science)
— State University of Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

The objective of this work was to estimate the antral follicle count (AFC) in embryo-receiving
mares through transrectal ultrasound and to relate AFC to fertility. A group of equine females
(n=77) of different ages (between 5 and 16 years) and breeds (undefined) were evaluated for AFC.
The low group was defined with AFC < 11 follicles (n=43 mares) and high > 11 follicles (N=34
mares). The hormonal protocol of the recipients depended on the phase of the estrous cycle in
which they were. Cyclic recipients were synchronized with the donors and received the embryo
between days 4 and 6 (D4 — D6). Acyclic recipients received 5 mg of estradiol benzoate (EB)
intramuscularly (IM) on the day of donor ovulation (D0), 4 mg of BE via IM the following day
(D-3 recipient; D1 donor) and 3 mg of BE via IM (D-2 recipient; D2 donor). Furthermore, another
1500 ml of progesterone (P4) via IM were applied on DO of the recipient (D4 of the donor) and
another 1500 ml of P4 via IM applied on the day of ET (D4-6). On the day of embryo transfer
(ET), in addition to AFC, the animal's weight, body condition score (ECC), corpus luteum (CL)
diameter, age and degree of uterine edema were measured to establish the relationship between
these parameters with the AFC. Furthermore, the cyclicity of the recipient and the season of the
year of the ET were considered. On D12, the recipient's pregnancy diagnosis was made through
B-mode transrectal ultrasound. Data were analyzed for normality of distribution by the Shapiro-
Wilk test and for homogeneity of variances by the F test. Differences between the groups studied
were analyzed by ANOV A using a mixed effect model, in which the AFC group, the reproductive
seasonality and the season of the year were considered fixed effects. A significance level was
adopted when P<0.05. The conception rate was higher in recipient mares with low AFC compared
to those with high CFA (P = 0.016). There was no influence of season (P = 0.798), but there was
an effect of reproductive seasonality (P = 0.005; cyclic 81.40% vs. seasonal anestrus 58.82%), in
addition to a tendency (P = 0.06) to interaction between AFC and reproductive seasonality. The
conception rate was higher in recipients with low AFC and in those that were cyclic,
demonstrating an effect of reproductive seasonality. However, no interaction between AFC and
cyclicity was identified. Also, uterine edema was influenced by reproductive seasonality, mares
in anestrus showed a greater degree of uterine edema when compared to cyclic mares.

Key words: Antral follicle count; embryo transfer; embryo recipient; equine; corpus luteum.
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1. INTRODUCAO

A indutstria equestre brasileira representa uma das principais influenciadoras na
economia do pais, movimentando em torno de R$ 16,5 bilhdes ao ano. Com 5,9 milhdes de
animais no rebanho nacional, o Brasil tem hoje o terceiro maior rebanho de equinos do mundo,
perdendo apenas para China e México (SANTOS et al, 2018). Responsaveis pelo
desenvolvimento dos principais ciclos econdmicos do pais, as atividades que envolvem os
equinos geram cerca de 3 milhdes de empregos, o que significa 6 vezes mais postos de trabalho
do que a industria automobilistica. (LIMA et al., 2006; LIMA e SINTRA, 2016).

O notdrio aumento do rebanho de equinos no Brasil se deve principalmente a crescente
procura de animais voltados para atividades esportivas. Uma das maiores vertentes que
envolvem o cavalo no pais sdo as competigdes equestres. No entanto, as fungdes tradicionais
dos equinos como o trabalho no campo e transporte de cargas, também continuam tendo papel
importante na utilizagdo do cavalo, assim como atividades voltadas para o lazer e reabilitagao
de portadores de necessidades especiais, a chamada equoterapia (VIEIRA, 2011; LIMA e
SINTRA, 2016).

Nexte contexto, juntamente com a evolugdo da industria esportiva voltada para os
equinos, surgiu uma maior demanda pela melhoria genética desses animais € com isso, as
pesquisas cientificas voltadas para eficiéncia reprodutiva da espécie se intensificaram
(CUERVO-ARANGO et al., 2020; GONCALVES et al., 2020). As fémeas equinas apresentam
menor eficiéncia reprodutiva quando comparada com fémeas bovinas, provavelmente devido a
utilizacdo de éguas mais velhas que possuem alto valor comercial na reprodugdo (TEZZA,
2006; ALVARENGA e TONGU, 2017).

Estudos voltados para a eficiéncia reprodutiva de fémeas bovinas tém abordado a
contagem de foliculos antrais (CFA), que demonstra o estoque folicular ovariano, como uma
potencial ferramenta de selecdo da fémea bovina por apresentar relagdo com diversos aspectos
relacionados a fertilidade (MOROTTI, 2016; 2017). Muito ainda precisa ser estudado sobre a
CFA, contudo sabe-se que a variagdo na CFA durante ondas foliculares estd associada
positivamente com concentracdes circulantes de hormonio anti-miilleriano (AMH), tamanho
do ovério, bem como ao numero total de odcitos morfologicamente saudaveis (IRELAND et
al., 2008). Ademais, a CFA ¢ uma caracteristica ovariana marcante na espécie bovina, sendo
altamente variavel entre as f€émeas, mas de alta repetibilidade num mesmo individuo (BURNS

et al., 2005).
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Além disso, sabe-se que foliculos préovulatérios maiores e mais vascularizados
produzem um corpo lateo (CL) maior e consequentemente, mais funcional. Esse CL ¢ capaz de
produzir maiores concentracdes sist€émicas de progesterona (P4), o que pode levar a um
ambiente uterino mais aprimorado e melhor adaptado para o estabelecimento da prenhez em
¢guas (ISHAK et al., 2017).

Dentre as biotécnicas reprodutivas aplicadas em equinos, a transferéncia de embrides ¢é
uma atividade altamente lucrativa. Tal estratégia consiste em realizar a coleta de embrides de
alto potencial genético de um animal doador e transferi-lo para uma égua receptora. Assim
sendo, a viabilidade de um programa comercial de transferéncia de embrides depende muito da
manutencdo ¢ do manejo de éguas receptoras, representando o componente mais caro de um
programa. Em programas de sucesso as receptoras alcangam altas taxas de prenhez apos a
transferéncia de embrides (MCCUE E SQUIRES, 2015). Desse modo, a sincronizagdo de
receptoras de embrides com éguas doadoras ¢ um dos fatores limitantes para a obtengao de boas
taxas gestacionais (MCCUE e SQUIRES, 2015; OLIVEIRA NETO et al., 2018). Embora, um
grande niimero de embrides equinos seja produzido e transferido em todo o mundo, a literatura
¢ particularmente escassa sobre fatores que influenciam na fertilidade dessas receptoras.

Considerando o vasto campo de estudo sobre a CFA na espécie bovina e os resultados
promissores que relacionam a CFA com a fertilidade, faz-se necessario pesquisas cientificas
que explorem a relagdo da CFA com aspectos reprodutivos de éguas, principalmente receptoras
de embrido, uma vez que a CFA tem demonstrado ser uma variavel influente no potencial
reprodutivo das fémeas e possuir relagdo com diversos aspectos relacionados a fertilidade,
como aos ovarios, taxas de prenhez no final da estacdo reprodutiva, responsividade ao
tratamento superovulatorio, potencial para producao de embrides, concentragdes circulantes de
progesterona e AMH e espessura endometrial (IRELAND, 2007;2008; MOROTTI et al., 2018).

Fatores como a concentragao de AMH circulante, nutri¢ao e escore de condi¢ao corporal
(ECC) de éguas ja foram descritos por possuirem relagdo direta com a fertilidade (MORLEY e
MURAY, 2015; CLAES et al., 2015). A relacdo da CFA e do AMH em equinos ja foi estudada
por Claes et al. (2015), apontando que hd uma correlag@o positiva entre o respectivo hormdnio
e a CFA, além dessa correlagdo variar de acordo com a idade do animal. Além disso, 0 mesmo
trabalho demonstrou que a CFA foi significantemente menor em éguas mais velhas, mostrando
que a idade também ¢ uma variante importante quando estudamos a CFA.

Adicionalmente, estudar a relagdo do ECC das fémeas equinas e a CFA ¢ de grande
importancia para elucidar a influéncia da nutri¢do no ciclo estral e no crescimento folicular de

¢guas (MORLEY e MURRAY, 2014). Ademais, a mensuracao do diametro do CL tem extrema
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importancia para que possa ser estudada a relagdo que a funcionalidade do CL em éguas tem
com o estabelecimento e manuten¢do da prenhez em receptoras de embrido.

Em suma, o presente estudo busca o melhor entendimento com relagdo a CFA ¢ sua
influéncia na fertilidade de fémeas equinas receptoras de embrides estudando diversas variaveis
como idade, ECC, peso, didmetro de CL e grau de edema uterino, sazonalidade e ciclicidade.
Além disso, em sabendo que a espécie equina possui um indice de fertilidade relativamente
inferior as outras espécies como os bovinos, os estudos sobre a fisiologia reprodutiva se
mostram importantes para maior conhecimento e, assim, aprimorar o desempenho reprodutivo

destes animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oogeénese e Foliculogénese

A origem do sistema reprodutor feminino se da ainda na vida embriondria na regido
sublombar localizada caudalmente aos rins. As células germinativas primordiais, que darao
origem a formacao da linhagem germinativa, originam-se no epiblasto proximal e depois se
direcionam do saco vitelinico para as cristas gonadais através do mesentério, perto do dia 30 do
desenvolvimento germinativo (GARCIA e FERNANDEZ, 2012). Nesse momento ainda estdo
presentes os ductos de Miiller ¢ Wolff que dardo origem ao trato reprodutivo da fémea e do
macho, respectivamente.

Ap6s a colonizagdo das cristas, em torno de 35 dias de gestacao, inicia-se 0 processo
de diferenciagdo através da especificacao das células somaticas da crista, onde as células de
Sertoli originardo o cromossomo XY e as células da granulosa originardo o cromossomo XX.
Nas fémeas, ha involugdo do ducto de Wolff (ou mesonefro) e desenvolvimento do ducto de
Miiller (ou paramesonefro). J& nos machos, como herdam do cromossomo Y o fator
determinante de testiculo (TDF), as cé€lulas de Sertoli liberam o hormdnio anti-miilleriano
(AMH) e inibem o desenvolvimento dos ductos de Miiller (SILVA-SANTOS et al., 2016;
LANDIM-ALVARENGA, 2017). Apds esse processo, sdo formadas as oogonias que através
de divisdes mitoticas e meidticas formam um ninho de oogdnias em formato tubular, e entdo,
inicia-se um processo de diferenciagdo em odcitos (SENEDA e SILVA, 2009).

Estruturas gonadais chamadas de cistos da linhagem germinativa sdo criadas nos
corddes ovigeros e circundadas por uma membrana basal logo em seguida da colonizacao das

cristas gonadais pelas células germinativas primordiais, processo esquematizado na Figura 1
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(BRISTOL-GOULD et al., 2006). As divisdes meioticas sdo iniciadas, até que o processo €
interrompido na profase I da meiose, quando ja estdo formados os odcitos primarios. Os oocitos
primarios, também ilustrados na Figura 1, sdo envoltos por uma camada de células
indiferenciadas da pré-granulosa (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). A interrup¢do da meiose
pode durar anos, até que um determinado foliculo entre em processo de crescimento retomando
a meiose ¢ dando continuidade ao desenvolvimento folicular através do foliculo primordial até

seu estagio final em foliculo antral (EPPIG et al., 1992).

Figura 1. Esquema de formagao da linhagem germinativa.

CGPs Cisto da Invasio pelas Odcitos ;

Chegada linhagem celulas:da envoltos' thculo's '

a gonada germinativa pré-granulosa pelas células primordiais
somaticas

CGPs - células germinativas primordiais.

Fonte: Adaptado de Bristol-Gould et al. (2006).

O crescimento folicular ¢ marcado por uma série de modificagdes celulares do
oocito, das células foliculares e da teca (RAJKOVIC et al., 2006). E iniciada na vida pré-
natal e caracteriza-se pela formagao, crescimento e maturagdo folicular. Este evento origina-
se com a formacao do foliculo primordial € culmina com o desenvolvimento do foliculo pré-
ovulatorio (SAUMANDE, 1981; MOORE e PERSAUD, 1994). Sendo assim, a
foliculogénese comega depois do inicio e termina antes do fim da oogénese (FIGUEIREDO
et al., 2008).

Foliculos primordiais que se encontram estacionados na profase I da meiose iniciam
seu desenvolvimento até se tornarem foliculos primarios e, depois, secundarios
caracterizando a fase pré-antral. Por fim, os foliculos atingem seu estagio final chamado de
terciario, caracterizando a fase antral (FIGUEIREDO et a., 1995).

Uma vez recrutado o foliculo primordial, cujas células da granulosa sdo achatadas, ele
passa a ser foliculo primario, onde ocorre uma transi¢ao dessas células achatadas para o formato

cuboide. A Figura 2 mostra que nessa fase ha surgimento da zona pelicida que permanecera ao
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redor do odcito por todo desenvolvimento do foliculo. Continuando a crescer, o foliculo
secundario ¢ constituido quando as células da granulosa se multiplicam e formam duas camadas
de morfologia cubica, além do surgimento das primeiras células da teca (VAN DEN HURK et
al., 2000). Na Figura 2 também ¢ possivel observar essa expansdo das células da granulosa no
foliculo caracterizado como secundario.

O crescimento desses foliculos secundarios (quando atingem aproximadamente 6 mm
¢ regulado pelo hormonio foliculo estimulante (FSH), que possui seus receptores nas células da
granulosa e quando estes atingem um tamanho maior (aproximadamente de 13 mm de diametro)
passam a ser controlados pelo horménio luteinizante (LH). Nesse estagio o foliculo ja é
caracterizado como terciario e possui receptores de LH nas células da teca que ja estdo
completamente organizadas, podendo ser observado a formagao do antro folicular (GURGEL
et al., 2008; Figura 2).

Em equinos, a divergéncia folicular se d4 quando o foliculo dominante est4 em torno
de 22mm, nesse momento o foliculo dominante comeca a secretar inibina e gradativamente
diminui sua dependéncia de FSH. A partir dai o desenvolvimento desse foliculo dominante
passa a ser mais dependente de LH, quando atinge a fase de foliculo pré-ovulatério em torno

de 33 a 35mm (SOUZA et al., 2011).

Figura 2 - Foliculos ovarianos (pré-antrais e antrais) durante o processo de foliculogénese.

(rrmontt | ((tranieso | (e ) (secmteo ) (et )

Zona Pelucida

Fonte: Adaptada de Lima et al. (2015)

2.2 Fisiologia da reproducdo em éguas

17



As éguas sdo consideradas poliéstricas estacionais, pois sua atividade reprodutiva ¢é
estimulada principalmente pela luminosidade. Dessa forma, é na primavera em que ocorre o
aumento da duragdo do dia (ou seja, aumento do fotoperiodo) e quando as éguas ciclam. Por
outro lado, a diminui¢do do fotoperiodo ocorre no final do verao e inicio do outono, estimulando
o término da estagdo reprodutiva das éguas (SA, 2017). Assim, a atividade reprodutiva das
¢guas ¢ sazonal, se estendendo do inicio da primavera até o final do verdo, ou seja, de outubro
a mar¢o no hemisfério sul (FLORES e MOYA, 2020).

A atividade folicular na égua durante o inverno ¢ minima e a ovulagdo € ausente. A
primavera e o outono (agosto a outubro) sdo marcados por periodos de transicao, caracterizados
pela irregularidade dos ciclos estrais tanto em relacdo a duracdo quanto ao momento em que
ocorre a ovulagao (KAMADA et al., 2013).

Durante a estacao reprodutiva, as éguas apresentam uma ovulacao, em média, a cada 21
dias. Neste intervalo médio de uma ovulagdo e outra, sdo observados duas fases predominantes
nas éguas, o estro (cio) e diestro. O estro dura em torno de 7 dias e a ovulagdo ocorre nas ultimas
24-48 horas. Durante a primavera e o outono, ele ¢ mais longo (7 a 10 dias) do que no meio do
verdo (4 a 5 dias) (SA, 2017).

O periodo de estro € caracterizado por uma atividade folicular intensa com alta produgao
de estrogeno pelas células da granulosa. Essa elevada concentragdo estrogénica ¢ responsavel
pelos sinais de cio caracteristicos da espécie: passividade a presenca do macho, elevacao da
cauda, contracao (ou inversao) do clitoris, mic¢do e aceitagao da monta. A partir do momento
que a f€émea apresenta os sinais caracteristicos do estro, deve-se fazer o acompanhamento dessa
fémea por meio da palpacdo retal e/ou ultrassonografia a cada 48h para o monitoramento do
crescimento folicular. A partir deste momento, o trato reprodutivo deve ser avaliado
diariamente visando detectar o dia da ovulacao (SA, 2017; FLORES e MOY A, 2020).

A elevada concentragdo circulante do estrogeno também ¢ capaz de causar alteracdes
em todo trato reprodutivo, as quais sdo visiveis somente com auxilio da ultrassonografia
transretal. Neste contexto, o endométrio se apresenta em camadas bem evidentes devido a
hiperplasia e hipertrofia das células endometriais. Essas dobras sdo conhecidas como “edema
uterino” e sdo caracteristicas do periodo de estro (LAGE, 2007; PORTO, 2007).

A partir da ocorréncia da ovulagdo, a égua se encontra no diestro, fase caracterizada pela
presenca do CL. Essa glandula ¢ produtora do hormdnio progesterona, que dentre outras acdes,
atuaréd diretamente no endométrio, preparando-o para uma possivel gestagdo. Além disso, os
sinais de estro ja ndo estdo mais presentes. Este CL permanecerd por todo periodo gestacional,

perdendo sua fungdo momentos antes do parto. Caso ndo ocorra fecundacdo do odcito, o
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endométrio liberard o hormoénio prostaglandina F2a (PGF2a), o qual sera responsavel pela lise

do CL em torno do 15° do ciclo (PIMENTEL et al., 2014).

2.3 Inseminagdo artficial e transferéncia de embrides em equinos

As biotecnologias da reprodu¢do em equinos vem crescendo de forma rapida,
principalmente em equinos destinados ao esporte (SQUIRES, 2019). A inseminagao artificial
(IA) € uma biotécnica que contribui para o melhoramento genético e a eficiéncia reprodutiva
em um sistema voltado para criagdo da espécie equina (WEISS, VIANA e MURADA, 2013).
Todavia, alguns fatores devem ser levados em consideracao para que se obtenha sucesso com
a técnica, como uma boa avaliacdo da égua que serd inseminada, um bom manuseio da técnica
pelo médico veterindrio e andlise e armazenamento do s€émem que serd utilizado (WATSON,
1995).

O controle do ciclo estral das éguas ¢ feito com uso de firmacos como a gonadotrofina
corionica humana (hCG) ou entdo, a deslorelina, que sdo hormonios indutores da ovulacao. A
inducao da ovulagdo nos permite ter um maior controle do tempo estimado para que a ovulagao
aconteca € para que possa ser programado o melhor momento para a inseminagdo. A aplicacao
hormonal ¢ feita quando o foliculo dominante atinge em média 35mm e a ovulagdo ocorre de
36 a 48 horas apos a administragdo dos hormonios (FARIA ¢ GRADELA, 2010; CONBOY,
2011; MELO et al., 2012). Vale ressaltar que o equino ¢ um animal que apresenta muitas
particularidades e deve-se avaliar cada égua individualmente para que se possa estabelecer a
conduta que seja mais adequada.

Na industria equestre, outra técnica que ganhou destaque ¢ a transferéncia de embrides
(TE), que sem duvida provou ser um grande sucesso comercial e uma ferramenta 1til para
reproducdo de éguas que desempenham atividades atléticas (SQUIRES et al. 1982;
VANDERWALL e WOODS, 2007, CUERVO-ARANGO et al., 2020).

Algumas das vantagens da TE € o maior nimero de potros produzidos por doadora de
embrido em um ano, reproducdo de éguas mais velhas ou que apresentem desafios e baixa
fertilidade, ou mesmo a obtencdo de produtos de éguas que participam de competicdes e sao
incapazes de se tornarem gestantes (HARTMAN, 2011; GOMES et al., 2016). Ap6s a colheita
do embrido por sucessivas lavagens uterinas, o0 mesmo ¢ transferido para égua receptora cerca
de 7 a 9 dias ap6s a IA (FLEURY et al, 2001).

Para o maior sucesso da TE € necessdrio total dominio sobre a técnica bem como do

momento que ela pode ser aplicada. Muitos fatores podem influenciar o procedimento como
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aqueles relacionado a propria égua como os relacionados ao ambiente e manuseio do embrido.

2.4 Influéncia da Contagem de Foliculos Antrais (CFA) sobre aspectos reprodutivos

A CFA vem ganhando bastante notoriedade no campo da reproducdo animal. Alguns
fatores como a espécie, raga, genética, niveis hormonais, status reprodutivo ¢ a idade da
fémea possuem influéncia sobre a populagdo de foliculos antrais ovarianos (BURNS et al.,
2005; GHANEM et al., 2016). Contudo, pouco ainda se sabe sobre os efeitos da CFA em
parametros reprodutivos da espécie equina.

Em bovinos a CFA ja vem sendo amplamente estudada e alguns aspectos que incluem
a CFA e a fertilidade de vacas ja sdo bem estabelecidos. Entre eles, sabe-se que a CFA ¢
altamente repetivel em um mesmo individuo e possui uma alta variabilidade individual (;
IRELAND et al., 2007, 2008; JIMENEZ- KRASSEL et al., 2009; SILVA-SANTOS et al.,
2014). Estudos mostraram que fémeas taurinas com baixa CFA demonstraram caracteristicas
negativas para fertilidade, tais como ovarios menores (IRELAND et al., 2008), taxa de prenhez
reduzida (MOSSA et al., 2012), menor nimero de embrides vidveis na técnica de superovulagao
(IRELAND et al., 2007), menores concentragdes de progesterona ¢ AMH (EVANS et al.,
2012), assim como endométrio com espessura reduzida (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009).

Por outro lado, alguns estudos conduzidos no Brasil revelaram que ndo necessariamente
vacas de baixa CFA apresentam fertilidade mais baixa (SANTOS et al., 2016; MORETTI et al.,
2016). Principalmente animais zebuinos e cruzados, revelaram maiores taxas de crescimento e
maior diametro do foliculo dominante (SANTOS et al., 2012). A grande variabilidade na CFA,
a grande heterogeneidade de rebanhos e categorias de f€meas, os diferentes manejos bem como
a falta de padronizacao nos critérios de classificacdo dos grupos de alta e baixa CFA, tornam o
total conhecimento da CFA sobre a fertilidade muito desafiador.

Ademais, segundo Batista et al. (2016), ja foi estabelecido que as concentragdes do
AMH, que ¢ liberado pelas células da granulosa de foliculos ovarianos em crescimento, estao
positivamente relacionadas com a entrada em puberdade das fémeas bovinas, ou seja, quanto
maior a concentragao sérica desse hormonio maior vai ser a CFA e suas variagdes em uma onda
folicular (IRELAND et al., 2008). Na espécie equina ja foi estudado que os niveis plasmaticos
de AMH tiveram uma correlagao direta com a CFA e também com a idade dos animais (CLAES
et al., 2016).

Burns et al. (2005) e Ireland et al. (2007) classificaram a CFA em trés categorias, sendo

elas baixa, média e alta. Os trabalhos com equinos sao escassos, um desses estudos, o de Claes
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et al. (2015) realizado com éguas, demonstrou que € possivel estimar a CFA nas fémeas equinas
a partir da visualizacdo de foliculos com > 2 mm de didmetro em ambos os ovarios. Outro
estudo do mesmo grupo feito com fémeas equinas revelou a repetibilidade da CFA entre os
ciclos estrais de éguas, ¢ a correlagdo entre a CFA e concentragdo plasmatica do AMH.
Dessa forma, ndo ¢€ possivel estabelecer respostas concretas sobre a influéncia da CFA
sobre parametros reprodutivos de fémeas equinas. Assim sendo, para que se possa ter um
melhor entendimento da relacdo da CFA e da fertilidade em éguas, mais estudos precisam ser

conduzidos.

2.5 Influéncia da idade na taxa de prenhez

Na espécie equina, as fémeas com idade avangada apresentam maiores desafios no
campo da reproducdo. Com relacdo a prenhez, perda embriondria e taxas de potros vivos, o
avango da idade da ¢égua pode afetar adversamente a eficiéncia reprodutiva. As causas para a
associacdo entre o aumento da idade da égua e o declinio da fertilidade sdo numerosas e
multifatoriais. Os exemplos incluem redu¢do da viabilidade oocitaria € embrionaria, alteragcdes
degenerativas do trato reprodutivo externo e interno e alteracdes no desenvolvimento das
membranas fetais (SCOGGIN, 2015).

Sabe-se que a condicdo uterina passa pelo processo de senilidade conforme a égua se
torna mais velha, observando-se uma maior taxa de perdas embriondrias em fémeas mais velhas,
além da maior qualidade dos oocitos (BALL et al., 1986; CARNEVALE ¢ GINTHER, 1992;
CARNEVALE et al., 1999). Além disso, Ginther et al. (2009) relatou uma atividade hormonal

e folicular diminuida, bem como foliculos pré-ovulatorios menores em €guas com maior idade.

2.6 Corpo Luteo e taxa de prenhez

Sabe-se que o CL ¢ uma estrutura de grande importancia nas fémeas equinas inseridas
em programas reprodutivos. O CL € o 6rgdo responsavel pela producdo do horménio P4 que
exerce papel fundamental na gestacdo, uma vez que prepara o Utero para receber o embrido e
mantém a gestacao. Segundo Sales et al. (2021), a vascularizagdo do CL nas éguas medida por
ultrassonografia Doppler se correlaciona com os niveis de P4 e com o dia da TE.

J& foi demonstrado que a atividade funcional do CL ndo depende do seu tamanho,

considerando que ndo foi encontrada relagdo entre a area do CL e as concentracdes de P4
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(LUTTGENAU et al. 2011; SALES et al., 2021). Outro estudo concluiu que ndo h4 razio para
sugerir que selecionar uma potencial égua receptora de embrides com base em um CL maior ou
mais vascularizado, ird melhorar os resultados da TE em éguas (BROGAN et al., 2016).
Contudo, o didmetro do CL pode ser levado em consideragdo, em conjunto com a
vascularizacdo medida por ultrassonografia Doppler, para avaliar a sua funcionalidade. Entao,
esses dois parametros podem ser usados como indicadores de um CL funcional (BROGAN et

al., 2016).

2.7 Grau de edema uterino e taxa de confirmacao da prenhez

O edema uterino ¢ caracterizado pela presenca de fluido e formagdo de pregas
endometriais. Essas mudangas ocorrem gradualmente ao longo do estro (HAYES et al., 1985)
devido ao aumento de fluido produzido pelas glandulas endometriais (MOURA ¢ MERKT,
1996) o que caracteriza o edema estral. Este ¢ resultado da acdo do estrogeno secretado pelo
foliculo dominante que promove alteragcdes tanto na consisténcia como na textura uterina
(GINTHER et al., 2008).

O utero, durante a fase folicular, desenvolve dobras endometriais ingurgitadas que
resultam em uma imagem ultrassonica tipica, a chamada 'roda de carrinho' efeito que representa
a alternancia e o entrelacamento de areas ecogénicas ¢ hipoecogénicas. O edema uterino
geralmente se torna menos proeminente a medida que a ovulagdo se aproxima (PELEHACH et
al., 2002).

O maior grau de edemaciacdo do utero, observado por meio da ultrassonografia
transretal em fémeas equinas pela visualizacdo das pregas endometriais, representa que a égua
estd em seu periodo de ciclicidade (CUERVO-ARANGO ¢ NEWCOMBE, 2008). O edema
uterino observado na ultrassonografia transretal pode ser classificado em uma escala de 0-5
(SAMPER, 1997), onde 0 representa éguas em diestro que ndo possuem edema uterino e 5

¢guas com edema uterino maximo.
2.8 Dia da transferéncia de embrido e taxa de confirmagdo do embrido na receptora

As taxas de prenhez ap6s a TE nos equinos, sdo afetadas pelo dia pos-ovulagdo (dia do
diestro) de éguas receptoras em que a transferéncia de embrido € realizada. Considerando o dia

da ovulagdo o DO, as taxas de prenhez tendem a diferir ao transferir embrides do dia 7 ou 8 para

receptoras entre 5 e 9 dias apds a ovulagdo. A idade e o tamanho do embrido também
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influenciam no sucesso das taxas de prenhez nas receptoras em programas de transferéncia de
embrido (CARNAVALE et al., 2000).

O estudo de Carnavale et al. (2000), demonstrou que a transferéncia de embrides
pequenos (D7 e 8) mostraram menores taxas de prenhez quando comparados a embrides
maiores. Mesmo quando a técnica de transferéncia de embrides estava ainda sendo
desenvolvida, Vogelsang et al. (1985) avaliou que as maiores taxas de prenhez seriam
correspondentes a embrides transferidos em D6 (61%), D7 (55%) e D8 (25%).

Dessa forma, poucos estudos existem comparando o dia da TE e as taxas de prenhez.
Essa variavel se torna bastante relevante uma vez que ¢ de suma importancia para a industria
equestre, pois quanto melhor for manipulado o embrido equino em procedimentos de

transferéncia, mais eficiente sera todo o processo (JACOB et al., 2012).

2.9 Epoca do ano e taxa de confirmagdo do embrido

Como ja relatado no tépico 2.2, a reprodugdo na espécie equina ¢ dependente da
sazonalidade, ou seja, épocas do ano como primavera e verao onde hd maior luminosidade e os
dias tém maior duragao, sdo os periodos do ano em que as €guas apresentam atividade hormonal
intensa e estdo ciclando. Isso porque ¢ nesse periodo em que o eixo hipotalamo-hipofise €
ativado pelo estimulo luminoso € os hormoénios envolvidos na reproducao sdo liberados
(TRUNDELL, 2020).

Alguns fatores podem influenciar a ciclicidade nessa espécie e até nos resultados de
prenhez, como o fotoperiodo, temperatura e chuvas (MCCUE et al., 2011). J& foi observado
diferencas na atividade folicular de éguas entre os meses do ano e esse fato se deve a variagao
sazonal da concentracdo de gonadotrofinas pituitarias (FSH) (GINTHER, 1992).

Apesar de ja ser estabelecido que durante o periodo reprodutivo a primavera e verao sao
as estagdes climaticas que proporcionam maiores chance de sucesso nas atividades reprodutivas
de éguas, maiores informagdes sdo necessarias para avaliar taxas de concepg¢ao. Pouco se sabe
sobre a influéncia dos efeitos da sazonalidade na taxa de confirmacdo de embrides nas
receptoras equinas, dessa forma mais estudos devem ser conduzidos a fim de verificar a

correlagdo entre essas variaveis.
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3. HIPOTESE

Fémeas equinas jovens receptoras de embrido, e aquelas que apresentam menor
contagem de foliculos antrais ovarianos (CFA), possuem taxas mais altas de concepg¢do apos a

transferéncia de embrido.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi verificar a relacio da contagem de foliculos antrais com

caracteristicas reprodutivas de éguas receptoras de embrido.

4.2 Objetivos especificos

Determinar a correlacdo das caracteristicas abaixo com a CFA e taxas de concepcdo em

fémeas equinas receptoras de embrido

e escore de condicao corporal (ECC)

® peso

e idade

e diametro do corpo luteo (CL)

e grau de edema uterino

e estacdo do ano da transferéncia de embriao

e sazonalidade
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5. ARTIGO PARA PUBLICACAO

“Relacdao da contagem de foliculos antrais com caracteristicas reprodutivas de éguas

receptoras de embriiao”

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a estimativa da contagem de foliculos antrais (CFA) em
¢guas receptoras de embrido através da ultrassonografia transretal e relacionar a CFA com a
fertilidade. Um grupo de fémeas equinas (n=77) de diferentes idades (entre 5 e 16 anos) e racas
(sem racga definida) foi avaliado para CFA. O grupo de baixa foi definido com CFA < 11
foliculos (n=43 éguas) e alta > 11 foliculos (N = 34 éguas). O protocolo hormonal das receptoras
dependeu da fase do ciclo estral em que elas se encontravam. Receptoras ciclicas foram
sincronizadas juntamente com as doadoras e receberam o embrido entre os dias 4 € 6 (D4 — D6).
As receptoras aciclicas receberam 5 mg de benzoato de estradiol (BE) via intramuscular (IM)
no dia da ovulagdo da doadora (D0), 4 mg de BE via IM no dia seguinte (D-3 receptora; D1
doadora) e 3 mg de BE via IM (D-2 receptora; D2 doadora). Ademais, mais 1500 ml de
progesterona (P4) via IM foram aplicados no DO da receptora (D4 da doadora) e mais 1500 ml
de P4 via IM aplicados no dia da TE (D4-6). No dia da transferéncia de embrido (TE) foram
aferidos, além da CFA, o peso do animal, escore de condi¢dao corporal (ECC), didmetro do
corpo luteo (CL), idade e grau de edema uterino, para estabelecer a relagdo desses parametros
com a CFA. Ademais, foram considerados a ciclicidade da receptora e estacdo do ano da TE.
No D12 foi feito o diagnostico de gestacao da receptora por meio da ultrassonografia transretal
em modo B. Os dados foram analisados quanto a normalidade de distribuicao pelo teste de
Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de varidncias pelo teste F. Diferengas entre os grupos
estudados foram analisadas por ANOV A empregando modelo de efeito misto, em que o grupo
CFA, a estacionalidade reprodutiva e a estacdo do ano foram consideradas efeitos fixos. Foi
adotado um nivel de significancia quando P<0,05. A taxa de concepg¢ao foi maior em receptoras
com baixa CFA em relagao aquelas com alta CFA (P =0,016). Nao houve influéncia da estagao
do ano (P = 0,798), mas foi observado efeito de sazonalidade reprodutiva (P = 0,005; ciclica
81,40% vs. anestro estacional 58,82%), além de uma tendéncia (P = 0,06) a interacao entre CFA
e sazonalidade reprodutiva. A taxa de concepcao foi maior em receptoras de baixa CFA e nas
que eram ciclicas, demonstrando um efeito da sazonalidade reprodutiva. Contudo, ndo foi
identificado interagao entre a CFA e a ciclicidade. Ainda, o edema uterino também foi
influenciado pela sazonalidade reprodutiva, éguas em anestro demonstraram um maior grau de
edema uterino quando comparadas com as ciclicas.

Palavras-chave: Contagem de foliculos antrais; transferéncia de embrido; receptora de
embrido; equinos; corpo luteo.
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INTRODUCAO

O uso de biotécnicas da reprodugdo em equinos tem ganhado um grande destaque
devido ao interesse pela criagdo de cavalos de alto mérito genético e, consequentemente, alto
valor agregado. Neste proposito, a transferéncia de embrides (TE) € uma técnica possibilita uma
melhor selegdo genética, permitindo a producao de mais de um produto por ano de uma mesma
¢gua. Ademais, a TE torna possivel a geragdo de descentes de éguas atletas que participam de
competigdes, além de representar uma alternativa para muitas éguas que apresentam certos
desafios reprodutivos (OLIVEIRA NETO et al., 2018).

Um parametro reprodutivo que vem sendo amplamente estudado ¢ a populacdo de
foliculos antrais, esse ¢ um parametro que pode influenciar a fertilidade dos animais pois tem
relacdo com diferentes variaveis envolvidas na atividade reprodutiva. Em equinos a contagem
de foliculos antrais (CFA) j4 vem sendo estudada, principalmente em trabalhos com doadoras
de embrides (GONCALVES et al., 2020). Sendo assim, estudos que envolvem éguas receptoras
de embrides sdo raros e, portanto, estudar essa categoria de fémeas ¢ essencial visto o grande
avango de programas de TE.

Na espécie bovina, sabe-se que a CFA ¢ variavel entre os animais e altamente repetivel
emum mesmo individuo (SILVA-SANTOS et al., 2014; MORAES et al., 2019). Também nessa
espécie ja foi demonstrado que alguns fatores podem influenciar a CFA, como a idade
(CUSHMAN et al., 2009), niveis plasmaticos de alguns hormonios e a dinamica folicular, o
que pode afetar diretamente a qualidade oocitaria e a produgdo de embrides (IRELAND et al.,
2007; MOSSA et al., 2012). Em fémeas bovinas Bos taurus a CFA esta relacionada com alguns
parametros reprodutivos como taxas de prenhez no final da estagdo reprodutiva, responsividade
ao tratamento superovulatorio, potencial para produgdo de embrides e embrides viaveis
concentragdes circulantes de progesterona e AMH e espessura endometrial (MOROTTI et al.,
2018).

No que diz respeito a influéncia da CFA sobre a fertilidade de fémeas equinas pouco se
sabe devido ao escasso niimero de trabalhos que estudaram esse conceito nessa espécie. Apesar
de ndo ser possivel afirmar que a idade e edema uterino influenciam o didmetro do foliculo pré-
ovulatdrio e as taxas de recuperagdo embrionaria Gongalves et al. (2020) demonstraram que a
idade em éguas possui influéncia sobre a CFA, uma vez que éguas mais novas demonstraram
uma CFA maior do que éguas mais velhas. Além disso, éguas de baixa CFA apresentaram um
maior edema uterino durante o estro, comparado aquelas f€meas de alta CFA.

Outro parametro que vem sendo estudado a fim de tornar mais eficiente a aplicagdo das
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biotécnicas da reproducdo em éguas ¢ a avaliagdo da funcionalidade do corpo lateo (CL), que
pode influenciar as taxas de confirmagdo de prenhez em éguas receptoras de embrido. Salles et
al. (2021) concluiram que a vascularizagcdo do CL se correlaciona com as concentracdes de
progesterona e com o dia da TE. Contudo, a area e o diametro do CL ndo foram diferentes entre
0s grupos experimentais e ndo se correlacionaram. Esses resultados sugerem que os parametros
morfométricos ndo sdo precisos para estimar a producdo de progesterona (SALLES et al.,
2021).

Com base no que foi apresentado, observa-se que a CFA pode ser utilizada como uma
ferramenta para selecdo de €guas receptoras que podem vir a ter um melhor desempenho em
programas reprodutivos. Visto que estudos envolvendo a CFA na espécie equina sdo escassos,
percebe-se a necessidade de realizar trabalhos que tenham como foco a CFA e sua relacdo com
a fertilidade nessa espécie.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a relacdo da CFA com as caracteristicas
reprodutivas e dados de fertilidade em éguas receptoras de embrido. Dessa forma, a hipotese ¢
que receptoras jovens que apresentam menor contagem de foliculos antrais ovarianos e

apresentem um melhor desempenho reprodutivo.

MATERIAL E METODOS

Animais

Para este estudo, foi utilizado um grupo de fémeas equinas receptoras de embrido (n=77)
de diferentes idades (entre 5 e 16 anos) e ragas, provenientes de uma propriedade localizada no
municipio de Londrina (PR). As éguas foram avaliadas quanto contagem de foliculos antrais,
bem como foram obtidas informagdes referentes a idade, raca, peso, escore de condigdao
corporal, diametro do corpo luteo e grau de edema uterino. Também foram avaliados a
sazonalidade e ciclicidade das receptoras bem como a estagao do ano na qual foi realizada a
TE. A idade quando ndo informada precisamente pelo proprietario, foi estimada através do
exame da arcada dentéria (SILVA et al., 2003). Os animais tiveram o peso aferido utilizando
uma fita de peso propria para equinos. O escore de condi¢do corporal foi determinado em uma
escala, de 0 a 9, seguindo a técnica descrita por Henneke et al. (1983).

A utiliza¢do dos animais nesse estudo foi autorizada pelo comité de ética para o uso de
animais (CEUA - UEL) sob o processo de n® 091.2021. Todas as fémeas permaneceram

saudaveis e em 6timo estado nutricional durante todo o periodo do experimento.
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Realizagdo da contagem de foliculos antrais por meio da ultrassonografia transretal

A quantificacdo da contagem de foliculos antrais foi realizada por meio do exame de
ultrassonografia transretal, no qual todos os foliculos > 2 mm foram contados, considerando o
par de ovarios para a estimativa. Cada ovario foi avaliado minuciosamente, de forma seriada,
de um bordo ao outro, com o intuito de possibilitar a avaliagdo de todo o 6rgdo, bem como nao
haver a repeti¢do da contagem de um mesmo foliculo, semelhante ao descrito por Claes et al.
(2016). Para tanto, as fémeas eram contidas em tronco de contengdo adaptado para a espécie e
o exame era realizado apenas por um avaliador experiente para possibilitar a padronizacao das
avaliagdes.

No dia da TE para a receptora, cada ovario (direito e esquerdo) foi escaneado pelo
ultrassom e todos os foliculos visiveis no exame foram identificados e contados a cada
avalia¢do. Os dados coletados foram descritos em fichas individuais de controle, contendo o
numero dos foliculos, bem como informacdes adicionais. Previamente a analise estatistica, os
grupos de CFA foram estabelecidos a partir da média total de foliculos antrais extraidos das 77
receptoras avaliadas. A CFA média foi de aproximadamente 11 foliculos, portanto seguindo a
metodologia propostas por Gongalves et al. (2020) o grupo de baixa foi definido com CFA <11
foliculos (N =43 ¢éguas) e alta >11 foliculos (N = 34 éguas).

Avaliag¢do ultrassonogrdfica do iitero e CL

Através de exame ultrassonografico em modo B com transdutor linear transretal de 5
MHz, foirealizada a avaliacdo ultrassonografica do utero, as imagens foram pausadas na regido
de transicdo entre o corpo e cornos uterinos, € o grau de edema uterino classificado numa escala
de 0 a4 (MCCUE, SCOGGIN e LINDHOLM, 2011). Com o mesmo aparelho de ultrassom, o
didmetro do CL foi obtido pela média da distancia entre as margens superior e inferior e a

distancia entre os bordos laterais do mesmo.
Inseminacdo artificial e colheita de embrides
Durante todo o acompanhamento de crescimento folicular, as éguas foram submetidas

ao procedimento de inseminagdo artificial (IA) ao final de cada ciclo estral. Assim que foi

identificado um foliculo de didmetro > 35 mm, foi administrado pela via intramuscular (IM)
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250 pg do indutor de ovulacdo acetato de histrelina (Strelin, Botupharma®, Botucatu, Sao
Paulo, Brasil) associado a 1000 UI de gonadotrofina coridnica humana (hCG; Vetecor, Ceva®,
Paulinia, Sao Paulo, Brasil), e entdo, apds 48 horas da indugao, estas fémeas foram submetidas
ao procedimento de A com o uso de sémen fresco, refrigerado ou congelado. A colheita de
embrides foi realizada entre os dias 8 e 9 pds 1A, por meio da lavagem uterina pelo método
transcervical. Foi administrado 1 litro de ringer com lactato (JP Industria Farmacéutica S.A.,
Ribeirdo Preto, SP., Brasil) por vez, através da sonda para colheita de embrido equino (CH 32,
Minitube®), totalizando no méaximo 3 lavagens. Quando ndo foi visualizado o embrido durante
os 3 ciclos completos de lavagens, foi retirado o contetido e a sonda, e entdo, o processo foi
finalizado. As anotacdes a respeito do sucesso ou ndo na obtengdo de embrides coletados das

éguas em cada ciclo foram feitas em planilhas de controle.

Protocolo de transferéncia de embrido para as receptoras

Ap6s coletado o embrido das éguas doadoras, 0 mesmo foi transferido a uma receptora
sincronizada farmacologicamente e apta a receber esse embrido. Foram utilizadas receptoras
ciclicas e aciclicas, sendo que o protocolo hormonal de sincronizagdo com a doadora variou
entre elas e conforme a fase do ciclo estral. Receptoras ciclicas foram sincronizadas juntamente
com as doadoras durante o controle folicular, conforme ja descrito previamente. Elas receberam
o embrido entre os dias 4 ¢ 6 (D4 — D6). As receptoras aciclicas receberam 5 mg de benzoato
de estradiol (BE; 5 ml) via IM (Gonadiol; Zoetis®, Nova Jersey, Estados Unidos) no dia da
ovulacdo da doadora (DO; D-4 receptora), 4 mg de BE (4 ml) via IM no dia seguinte (D-3
receptora; D1 doadora) e 3 mg de BE (3 ml) via IM (D-2 receptora; D2 doadora). Ademais,
mais 1500 mg de progesterona (P4; 5 ml) via IM (P4-300; Botupharma®, Botucatu, Brasil)
foram aplicados no DO da receptora (D4 da doadora) e mais 1500 mg de P4 (5 ml) via IM
aplicados no dia da TE (D4-6 receptora) (Figura 1).

No dia da TE foram aferidos, além da CFA, o peso do animal, ECC, didmetro do CL e
idade, para que posteriormente, fosse possivel estabelecer a relagdo desses pardmetros com a
CFA. Ademais, foram considerados a ciclicidade da receptora além da estagdo do ano da TE.
Apds 8 a 10 dias (D8-10 receptora; D12 do embrido) foi feito o diagnostico de gestagdo (DG)
da receptora por meio da ultrassonografia transretal em modo B e os dados foram anotados. Nas
receptoras que tiverem o DG positivo, foi iniciado um ciclo de P4 semanal através da aplicacao

IM de 1500 mg de P4 (5 ml) até os 120 dias de gestacao (Figura 2).
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Figura 1 — Protocolo de sincronizagdo hormonal das doadoras de embrido

Doadoras (sémen congelado)

250 pg AH+ 1A Coleta de embriio
1000 UI hCG
D-2 DO D9

Doadoras (sémen fresco e refrigerado)

250 pg AH + i Coleta d -
1A 1 oleta de embriio

1000 UT hCG ovulacao

b D1 Do DS

HA — acetato de histrelina; hCG — gonadotrofina coridnica humana; IA — inseminacdo artificial

Figura 2 — Protocolo de sincronizagdo hormonal das receptoras de embrido ciclicas e aciclicas

Receptoras ciclicas (n=43)

ALTA CFA e BAIXA CFA
250 pg AH + i (;l"}!i
1000 UI hCG ovulagio / De
Edema UT receptora O CL
D-2 DO D4 - D6 D 8-10

Receptoras aciclicas (n=34)

ALTA CFA e BAIXA CFA TE
CFA
Smg 4mg 3mg 1500 mg P4 1500 mg P4 DG
BE BE BE Edema UT
D4 D-3 D-2 D-1 DO D4 -D6 D 8-10

BE - benzoato de estradiol; CFA — contagem de foliculos antrais; CL — corpo luteo; DG — diagndstico de gestagao;

P4 — progesterona; TE — transferéncia de embrido; UT — uterino

Andlise estatistica
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Os dados foram analisados quanto a normalidade de distribui¢ao pelo teste de Shapiro-
Wilk e quanto a homogeneidade de variancias pelo teste F. Diferencgas entre os grupos estudados
foram analisadas por ANOVA empregando modelo de efeito misto, em que o grupo CFA, a
estacionalidade reprodutiva e a estacdo do ano foram consideradas efeitos fixos. Os animais
foram considerados como efeito aleatoério, ¢ a idade, o peso e o ECC foram consideradas
covariaveis. Efeitos principais e possiveis interagdes entre os efeitos principais também foram
considerados no modelo. A taxa de concepcao foi avaliada pelo modelo de regressao logistica
binaria, sendo considerado os mesmos efeitos fixos, além do dia da TE e covariaveis descritos
previamente. Na presenca de efeito significativo, o ranking entre as taxas de concepcao foi
analisado por teste de proporcao 2x2. Para analise descritiva, os dados estdo apresentados como
média £ erro padrao (M = SE) ou como propor¢do. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no software estatistico Minitab® 18, adotando um nivel de significancia quando P

for < 0,05 e tendéncia quando P <0.1.

RESULTADOS

O edema uterino foi semelhante (P = 0,674; Tabela 1) entre receptoras com baixa e alta
CFA e nao sofreu influéncia da estacdo do ano (P = 0,934), mas foi influenciado pela
sazonalidade reprodutiva (P = 0,05). Embora éguas consideradas em anestro (2,7 + 0,1)
desenvolveram maior grau de edema endometrial em relagao as ciclicas (2,4 = 0,1), ndo houve
interacao entre CFA e ciclicidade (P = 0,435).

A idade, o peso e o ECC foram semelhantes entre as receptoras com baixa e alta CFA
(P=0,109; P=0,486; P = 0,193, respectivamente; Tabela 1), ndo sendo fonte de variagao para
taxa de concepcao do presente estudo. Da mesma forma, o didmetro do CL ndo demonstrou ter
relacdo com as taxas de concepgao das receptoras e, também, ndo demonstrou ter interagdo com

a CFA das éguas estudadas (P = 0,233; Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros reprodutivos de receptoras de embrido equina classificadas em alta (>
11 foliculos) e baixa (< 11 foliculos) contagem de foliculos antrais (CFA) durante o programa

de transferéncia de embrido.

Alta CFA Baixa CFA
Variaveis Valor de P
(M + EP) (M + EP)
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Animais (n)

Idade (anos)

Peso (kg)

ECC (1-5)

Numero de foliculos antrais (n)
Edema uterino (0 a 4)
Diametro do CL (mm)

Taxa de concepcao % (n)

34
9,35+ 0,52
402,06 = 4,58
3,24+ 0,10
15,41 £ 0,59
2,5+ 0,1
26,80 + 0,89

61,76 (21)

43
10,65 + 0,47
403,72 +3,12
3,43 + 0,09
8,90 = 0,37
2,5+ 0,1
28,67 + 0,67

79,07 (34)

0,109
0,486
0,193
<0,0001
0,674
0,233

0,016

A taxa de concepc¢do foi maior em receptoras com baixa CFA em relagdo aquelas com

alta CFA (P = 0,016). Nao houve influéncia do dia da TE (P = 0,940) e da estacdo do ano (P =

0,798), mas foi observado efeito de sazonalidade reprodutiva (P = 0,005; ciclica 81,40% vs.

anestro estacional 58,82%), além de uma tendéncia (P = 0,06) a interacdo entre CFA e

sazonalidade reprodutiva (Figura 3). Nesse contexto, receptoras de alta CFA utilizadas durante

0 anestro estacional apresentaram a menor taxa de concepc¢ao em relagdo aos demais grupos.

90 1
80
70 A

40 1 37.50
30 A
20 A
10 A

Taxa de concepcao

Alta* Anestro

P =0,06

83.33

Alta*Ciclica

77.78

Baixa*Anestro

80.00

Baixa*Ciclica
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Figura 3 — Efeito da interagdo entre contagem de foliculos antrais (CFA; baixa ¢ alta) e a estacionalidade
reprodutiva (ciclicas e anestro) sobre a taxa de concepgao de receptoras de embrido equinas.

a-b indica diferenca estatistica entre os grupos de interagao.

DISCUSSAO

Esse ¢ o primeiro trabalho a estudar a CFA e sua influéncia na fertilidade em éguas
receptoras de embrido. Em relacdo a varidvel taxa de concepgao, tivemos efeitos isolados tanto
da CFA quanto da ciclicidade. A CFA foi um parametro avaliado que influenciou as taxas de
concepcao das receptoras equinas, uma vez que éguas de baixa CFA apresentaram uma maior
taxa de concepcdo e também, a CFA teve tendéncia a uma interacdo com a sazonalidade
reprodutiva. Esse resultado confirma a hipdtese inicial do nosso trabalho, de que éguas de baixa
CFA apresentariam melhor desempenho reprodutivo. Contudo, nossos resultados se contrapoe
com o que foi demonstrado no estudo de Gongalves et al. (2020), onde €guas jovens e de alta
CFA apresentaram maior taxa de crescimento folicular.

Sugere-se que, uma justificativa plausivel para esse acontecimento seria a de que, assim
como nos bovinos (MOROTTI et al., 2018), o diametro folicular das éguas ciclicas de baixa
CFA pode ter sido maior pelo ambiente uterino ser mais adequado e dessa forma, ter sido
possivel a formagao de um CL mais ativo em termos de producao de P4. Contudo ndo se pode
afirmar que hd uma relagao da quantidade de foliculos antrais com o didmetro do foliculo pré-
ovulatorio uma vez que nao foi realizada a mensuracdo do mesmo nas receptoras em nosso
estudo.

Em vacas da raca Nelore ja foi demonstrado por Morotti et al. (2018), que o nimero de
foliculos antrais pode influenciar no desempenho reprodutivo desses animais uma vez que, o
didmetro folicular das vacas Bos indicus inseridas em programas de inseminag¢ao artificial em
tempo fixo, foi maior naquelas de baixa CFA. Em contrapartida, estudos avaliando a CFA e
fertilidade em éguas sdo escassos, o que dificulta o total entendimento sobre a dindmica
folicular e o desempenho reprodutivo dessa espécie.

Outro ponto interessante do nosso estudo foi a sazonalidade reprodutiva, que foi um
fator influente na fertilidade das receptoras equinas estudadas. O fato de a égua ndo estar na

fase de anestro teve a uma interag@o positiva com as taxas de concepcao, ou seja, éguas ciclicas
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tiveram melhor desempenho reprodutivo. O melhor desempenho das éguas ciclicas deve-se ao
fato de que o controle endécrino do ciclo estral pelo eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal, que
¢ controlado principalmente pelo fotoperiodo, esta em pleno funcionamento o que favorece a
ocorréncia da ovulagdo (PIMENTEL et al., 2014).

Sabe-se que a duracdo do anestro pode ser influenciada pela idade, nutricdo, raca e
temperatura (OBERHAUS e PACCAMONTI, 2013), dessa forma durante a transicdo de
primavera (de agosto a outubro) o ciclo estral se inicia, contudo, estes sdo anovulatorios e
prolongados. Nesse periodo alguns animais podem desenvolver algumas patologias como
distrofia ovariana, ovulagdo retardada, atresia folicular, cistos luteinicos e cistos foliculares
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O edema uterino foi avaliado em todas as receptoras e foi semelhante tanto nas éguas
de baixa como nas éguas de alta CFA. Contudo, o edema uterino foi influenciado pela
sazonalidade reprodutiva, éguas em anestro apresentaram maior grau de edema endometrial do
que éguas ciclicas. Esse fato provavelmente ¢ devido a aplicacdo exdgena de benzoato de
estradiol nas éguas em anestro que receberam o protocolo hormonal de sincronizagdo da
ovulacdo. O estradiol ¢ um hormodnio esteroidal que, conhecidamente, apresenta efeito
vasodilatador, estando relacionado a formagao do edema uterino em éguas e a proliferacao e
diferenciacao celular do endométrio e miométrio (GINTHER, 1992; FORD, 1982;).

No que diz respeito a relagdo do grau de edema uterino e CFA, ndo foram encontradas
diferencas entre as éguas de alta e baixa CFA, contudo, ja foi demonstrado que ha uma variagao
desse parametro de acordo com a baixa ou alta CFA (GONCALVES et al., 2020). Ainda,
Carnavale et al. (1992) também j4 havia relatado que existiria uma tendéncia ao aumento no
grau de edema uterino com o passar da idade das éguas estudadas.

No presente estudo ndo foi encontrada relacdo do didmetro do CL com as taxas de
prenhez as receptoras de embrido, bem como com a CFA. Embora o CL seja o orgdo
responsavel pela producdo de P4, hormdnio extremamente importante para a gestagdo, o
tamanho do CL ndo influenciou no resultado final da TE. Maia (2015) e Gomes (2008)
estudaram a relacdo do CL com a inducdo da ovulacdo em éguas e ndo encontraram nenhuma
correlcdo significativa entre essas varidveis. Ademais, Medeiros et al. (2017) estudou a
vascularizacdo do CL, area luteal e niveis séricos de P4 em éguas e também ndo encontrou
nenhuma relagdo entre esses parametros.

No que se refere a idade dos animais estudados, ndo foi demonstrado influéncia dessa
varidvel com a CFA e os parametros reprodutivos. Contudo, ja foi estudado em éguas, que ha

um maior intervalo entre ovulagdes de éguas com idade avancada e de baixa CFA (CLAES et
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al., 2016; 2017). Além disso, Gongalves et al (2020), que estudou éguas da raga Quarto de
Milha e doadoras de embrido, considerou grupos de baixa (< 8 foliculos) ou alta (> 9 foliculos)
CFA e grupos de éguas consideradas jovens (< 9 anos) ou velhas (> 10 anos), demonstraram
que éguas mais jovens tendem a ter uma maior populagdo de foliculos antrais bem como um
maior crescimento folicular quando comparadas com éguas mais velhas. Dessa forma,
pressupoe-se que a idade e a CFA sejam fatores relevantes a serem considerados em programas
reprodutivos de equinos.

Por fim, vale ressaltar a importancia do peso e do ECC das éguas receptoras de embrido
em um programa reprodutivo. A condicdo corporal estd diretamente relacionada com a
eficiéncia reprodutiva, exercendo efeito sobre a duracdo do anestro estacional, periodo de
transicdo para a ciclicidade, periodo interovulatorio, entre outros (BENDER et al., 2014). No
presente trabalho nao foi constatada correlacdo entre a CFA, peso ¢ ECC das éguas,

provavelmente porque os animais possuiam esses parametros dentro dos valores desejados.

CONCLUSAO

O presente estudo traz resultados promissores no que diz respeito a CFA e sazonalidade,
sendo que a taxa de concepcao foi maior em receptoras de baixa CFA e nas que eram ciclicas,
demonstrando uma relacao da fertilidade com CFA e sazonalidade reprodutiva. No entanto, nao
foi observada relagdo da CFA com idade, peso, ECC, edema uterino e¢ diametro do CL das

receptoras equinas avaliadas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Receptoras de alta CFA utilizadas durante o anestro estacional apresentaram a menor

taxa de concepg¢do em relagdo aos demais grupos

e Eguas consideradas em anestro desenvolveram maior grau de edema endometrial em

relagdo as ciclicas
e Nao houve interagao entre CFA e ciclicidade

e Nao houve influéncia da estagdao do ano sobre a CFA, taxa de concepcao e edema uterino

46



	BANCA EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	Muito obrigada!
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	1 INTRODUÇÃO 11
	2 REVISÃO DE LITERATURA 13
	REFERÊNCIAS 22
	3 HIPÓTESE 29
	4 OBJETIVOS 30
	5 ARTIGO PARA PUBLICAÇÃO 31
	INTRODUÇÃO 32
	MATERIAL E MÉTODOS 33
	Animais 33
	RESULTADOS 37
	DISCUSSÃO 39
	CONCLUSÃO 41
	REFERÊNCIAS 42
	6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 45
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 Oogênese e Folículogênese
	CUERVO-ARANGO, J.; MARTÍN-PELÁEZ, M. S. e CLAES, A. N. A practical guide to estimate the age of the early CL by ultrasonography in mares examined for the first time to be used as recipients in a commercial embryo transfer program. Theriogenology, v. 1...
	JACOB, J. C. F.; HAAG, K. T.; SANTOS, G. O.; OLIVEIRA, J. P.; GASTAL, M. O.; GASTAL, E. L. Effect of embryo age and recipient asynchrony on pregnancy rates in a commercial equine embryo transfer program. Theriogenology, v. 77, n. 6, p. 1159-66, 2012.
	SQUIRES, E. L. Perspectives on the development and incorporation of assisted reproduction in the equine industry. Reproduction, fertility, and development, v. 31, n. 12, p. 1753-1757, 2019.
	RESUMO (1)
	Animais
	Realização da contagem de folículos antrais por meio da ultrassonografia transretal

	JACOB, J. C. F.; HAAG, K. T.; SANTOS, G. O.; OLIVEIRA, J. P.; GASTAL, M. O.; GASTAL, E. L. Effect of embryo age and recipient asynchrony on pregnancy rates in a commercial equine embryo transfer program. Theriogenology, v. 77, n. 6, p. 1159-66, 2012. (1)
	MAIA, V.N. Avaliação da vascularização e da angiogênese de corpos lúteos de éguas com ovulação natural e induzida por acetato de deslorelina. 2015. 67f. Tese (Doutorado em Ciência Animal Tropical) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE
	MEDEIROS, M. C. R.; FARINASSO, A.; NERY, I. H. A. V.; SOUZA, H. M.; VASCONCELOS, J. L. A; TRINDADE, K. L. G.; BATISTA, A. M.; MANSO FILHO, H. C.; CARNEIRO, G. F.; WISCHRAL, A. Estudo da vascularização folicular e do corpo lúteo de éguas cíclicas trata...

