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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a fertilidade de éguas cobertas apds a
ovulagdo, segundo um manejo de palpagdo retal a cada 24 (P1) ou 12 horas (P2), e cobertas por
dois garanhdes (G1 e G2). O estudo utilizou 84 ciclos estrais de 50 éguas mesticas do tipo
militar, distribuidos ao acaso, por meio de sorteio, segundo um esquema fatorial 2 x 2, em seus
respectivos tratamentos: T1 (P1G1) - 17 éguas e 25 ciclos estrais; T2 (P2G1) - 20 éguas e 33
ciclos estrais; T3 (P1G2) - 12 éguas e 16 ciclos estrais e T4 (P2G2) - 10 éguas e 10 ciclos
estrais. A taxa de gestacdo para o primeiro, segundo e terceiro ciclos estrais foram de 29,41%
(5/17) e 50,00% (4/8) para o grupo P1G1; 25,00% (5/20), 54,54% (6/11) e 100,00% (2/2) para o
grupo P2G1; 41,66% (5/12) e 50,00% (2/4) para o grupo P1G2; e de 60,00% (6/10) para o
grupo P2G2, respectivamente. A taxa de gestacdo total/ciclo, para cada um dos quatro
tratamentos, foi de 36,0% (9/25), 39,40% (13/33), 43,75% (7/16) e 60,00% (6/10). A taxa de
concepgdo por ciclo estral ndo diferiu (p>0,05), pelo teste Exato de Fisher ou pelo Qui-
quadrado, entre os grupos de intervalos de palpacdo retal e entre os garanhdes, tanto dentro
como entre os tratamentos. Assim, os dados foram reagrupados levando-se apenas em
consideragdo a freqiiéncia de palpagdo retal, e obteve-se 39,02% (16/41) e 44,19% (19/43) de
taxa de concepcao/ciclo e 55,20% (16/29) e 63,30% (19/30) de taxa de concepgao total para os
intervalos de palpacao de 24 ¢ 12 horas, respectivamente.

Palavras-chave: cobertura pos-ovulagdo, eqiiinos, monta natural, taxa de concepgao.
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ABSTRACT

The objective of the experiment was to study the fertility of mares bred after ovulation, detected
by rectal palpation every 24 (P1) or 12 hours (P2), using two stallions (G1 and G2). This study
was done with 84 estrus cycles of 50 military crossbred mares, randomly assigned to four
treatments: T1 (P1G1) - 17 mares and 25 estrus cycles; T2 (P2G1) - 20 mares and 33 estrus
cycles; T3 (P1G2) - 12 mares and 16 estrus cycles; and T4 (P2G2) - 10 mares and 10 estrus
cycles. The conception rate for first, second and third estrus cycles were 29.41% (5/17) and
50.00% (4/8) for group P1G1; 25.00% (5/20), 54.54% (6/11) and 100.00% (2/2) for group
P2G1; 41.66% (5/12) and 50.00% (2/4) for group P1G2; and 60.00% (6/10) for group P2G2,
respectively. The conception rate for each treatment were 36.00% (9/25), 39.40% (13/33),
43.75% (7/16) and 60.00% (6/10). The conception rate by estrus cycle did not differ (p>0.05) by
Fisher Test or Chi-Square, nether between rectal palpation intervals nor stallions. The data
obtained were regrouped considering only the rectal palpation frequency and it was obtained
39.02 (16/41) and 44.19% (19/43) for conception rate by estrus cycle and 55.2% (16/29) and
63.3% (19/30) for total conception rate for 24 and 12 to rectal palpation intervals, respectively.

Key-words: conception rate, equine, natural breeding, post ovulation breeding.
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1. INTRODUGCAO

A determina¢do do dia ou momento da
ovulagdo podera ter consideravel impacto
na coordenacdo do momento da cobertura,
tanto por monta natural quanto por
inseminacdo artificial.  Isto  permite
maximizar o uso do garanhao, diminuindo o
risco de contaminagao uterina, por reduzir a
quantidade de inseminagdes ou montas por
ciclo estral, além de propiciar melhor
manejo as éguas susceptiveis a endometrite
(vanBuiten et al., 2003).

Na espécie eqiiina, a fase folicular ¢
altamente varidvel e inconsistente, o que
torna dificil a determinag¢do do final do
estro, dificultando a predicdo do momento
da ovulacdo (iRoig et al., 2005; Bowman,
2006). Contudo, o exame continuo, com
quatro ou seis horas de intervalo, durante o
periodo do estro podera predizer, com
relativa confiabilidade, o momento da
ovulag@o em éguas (Kloppe et al., 1988). O
intervalo entre palpagdes freqiientes, gera
grandes desgastes aos animais € aos
médicos veterindrios responsaveis pelo
manejo reprodutivo. Porém, este tipo de
manejo freqiiente de palpagdo, possibilita a
cobertura da égua o mais proximo da
ovulagdo, de forma que tanto o gameta
masculino quanto o feminino estejam
viaveis no momento da fecundacdo (Jacob
et al. 2000). Isto porque o oocito, apds ser
liberado, possui periodo muito curto de
sobrevivéncia, quando comparado as
células espermaticas (Hunter, 1990).

A taxa de concepgdo de éguas cobertas,
apdés a ovulagdo, tem sido citada desde a
década de 30 (Saltzman, 1940) relatando
que inseminagdes realizadas apos 12 horas
da ovulacdo, tanto com sémen a fresco
quanto por monta natural, possuem baixa
taxa de fertilidade (Koskinen et al., 1990).
Isto se deve, segundo alguns autores, ao
curto periodo de viabilidade do oo6cito no
trato genital, considerado ser de 8 a 10
horas (Chang, 1951; Hunter, 1990).

Todavia, Silva (1995), que trabalhou com
monta natural seis e 12 horas po6s-ovulagao,
demonstrou que o odcito eqiiino mostra-se
viavel por até 12 horas ap6s ser ovulado,
sendo sua viabilidade dependente do
estadio de desenvolvimento em que este se
encontra no momento da ovulagdo (Hunter,
1990). Assim, devido o tempo de
viabilidade do oo6cito depender do seu
estadio de desenvolvimento no momento da
ovulacdo, os oocitos fecundados 12 e 24
horas apo6s serem ovulados podem gerar
taxa de concepgdes similares as encontradas
para coberturas realizadas proximas ao
momento da ovulagdo (Hunter, 1990).

Além disso, deve-se também considerar a
fertilidade do garanhdo que também
participa como importante fonte de variacao
para a fertilidade do rebanho. Da mesma
forma que para as éguas velhas e de baixa
fertilidade, a utilizacgdo de garanhdes
velhos, e possuindo baixa qualidade
seminal, implica em menores indices de
concepgdo por ciclo estral, caso nao sejam
adequadamente manejados. A partir deste
raciocinio, estratégias de manejo de
palpacdo, a cada 12 ou 24 horas, poderiam
ser utilizadas como alternativas viaveis e
aplicaveis para determinar situagdes nas
quais o garanhdo, ou mesmo algumas
éguas, exigem que sejam adotadas para se
conseguir bons indices de fertilidade, a
partir de animais limitados para esta fungao.

O presente  experimento  objetivou
determinar a taxa de fertilidade de éguas
mesti¢as cobertas, por monta natural apos a

ovulagdo, seguindo-se o manejo de
palpacdo retal a cada 12 ou 24 horas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alguns aspectos da reproducio
eqlina

2.1.1 Sazonalidade
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A espécie eqiiina € poliéstrica sazonal, com
o inicio da estacdo de monta ocorrendo na
primavera, associada com o aumento da
luminosidade diaria, da temperatura e da
disponibilidade de alimento. Assim como
em outras espécies sazonais, possui ritmo
reprodutivo circanual que sincroniza seu
padrdo endogeno entre o inverno € o verao
(Nagy et al., 2000), assegurando que o
produto nasca em condigdes climaticas
favoraveis e no momento do ano apropriado
(Aljarrah, 2004).

A mudanga anual no fotoperiodo é o fator
ambiental primario usado para regular o
ciclo estral da égua, modulando a atividade
reprodutiva, via glandula pineal, por meio
da melatonina que regula a secrecdo do
horménio liberador de gonadotropinas
(GnRH). Quando o comprimento do dia ¢
curto (inverno), a melatonina liberada pela
glandula pineal suprime a sintese e
liberagdo de GnRH. Contudo, no verdo,
com os dias tendo maior comprimento da
fase clara, a secre¢do de melatonina ¢
menor ¢ sua influéncia inibitoria, sobre a
reproducgdo, é removida (Aljarrah, 2004).

A melatonina influencia a liberacdo de
GnRH em pontos diferentes do cérebro,
segundo o modelo estudado, podendo ser
encontrada proxima da area mediobasal do
hipotdlamo em carneiros, na darea
supraquiasmatica em hamsters e eqiiinos e
na por¢do da pars tuberalis em cavalos e
jumentos (Gerlach e Aurich, 2000). Apesar
da divergéncia quanto ao local preciso de
atuagdo da melatonina, considera-se que,
em mamiferos, ela iniba a liberagdao de LH
induzida pelo GnRH, por diminuir a
concentracao intracelular de
adenosinamonofosfato ciclico (AMPc) e
bloquear a mobilizagdo e o influxo de Ca*’,
através dos canais voltagem-regulados, nos
gonadotropos (Pang et al., 1998).

A inibicao da secrecdo de GnRH nao ocorre

somente pela agdo da melatonina. Ha uma
complexa cadeia de interneurdnios que
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envolvem diferentes neurotransmissores
dentro do hipotalamo, talvez por caminhos
independentes que mediam o efeito dos
fatores internos e externos, tais como o
ritmo enddgeno, o fotoperiodo, a nutrigdo e
a temperatura (Nagy et al., 2000).

Na espécie eqiiina, os dados com relagdo
aos neurotransmissores, ainda sdo escassos.
Alguns estudos com peptideos opiodides
endogenos (POEs) (Smith e Jennes, 2001)
determinaram que sua acdo ocorre,
primariamente, no sistema nervoso central
(SNC) por meio da sensibilizagdo dos
receptores p-, 6- e k-opiodide, nas areas pré-
optica e hipotalamica. Tais peptideos
transmitem as informagdes do ambiente
esteroidal aos neuronios de GnRH, através
da inibicdo de interneurdnios (Cosgrove et
al., 1993; Smith e Jennes, 2001),
modulando, assim, a liberacdo de LH em
fémeas ciclicas (Aurich et al., 1996a).

A acdo inibitoria dos POEs, sobre a
liberagdo de gonadotropinas, ¢ regulada por
uma seqiiéncia de mudancas entre os
hormonios esterdides gonadais. Assim, ¢
preciso que haja acdo prolongada do
estrogeno, pois a progesterona sozinha nio
¢ suficiente para ativar a regulacdo da
secrecdao de LH, através do sistema opidide
em éguas, durante a estagdo de monta
(Aurich et al., 1996a).

Em ratos, o estrogeno induz a manifestagdo
de receptores de progesterona nos
neurdnios  produtores de  opidides
enddgenos, inibindo a liberagdo de GnRH.
Esses neur6nios sdo expostos ao estrogeno
antes de serem ativados pela progesterona.
Este mecanismo ¢ semelhante em eqiiinos e
pode tentar explicar o mecanismo pelo qual
a progesterona, por si so, ndo influencia a
regulacdo da liberagdo de LH através dos
POEs. Mas, modula a atividade dos
opidides em animais que foram
primeiramente  expostos ao  estradiol
(Aurich et al., 1996Db).



Apesar de haver divergéncia sobre a
atuacdo dos POEs, durante a estagdo ndo-
reprodutiva de animais sazonais, pode-se
afirmar que, em eqiiinos, ocorre inibi¢do da
secre¢do de LH mediada pelos peptideos
opidides enddgenos. Isto porque, fora da
estacdo reprodutiva, as éguas respondem
com aumento imediato da concentragdo
plasmatica de LH, apds injecdes de
naloxone (antagonista de opidides). Este
mecanismo pode contribuir para o
decréscimo na concentracao de
gonadotropinas, durante o anestro sazonal
(Aurich et al., 1996a). Neste periodo, a
inibicdo do LH, por meio dos peptideos
opidides endogenos, ¢ maior porque as
éguas apresentam certo grau de atividade
ovariana, com prolongada influéncia das
baixas concentragdes de estrogeno (Aurich
et al., 1996ab; Nagy et al., 2000).

Além do sistema opidide, os neurdnios
produtores de catecolaminas também tém
sido implicados na supressdo sazonal da
secrecdo de GnRH (Nagy et al., 2000).
Segundo Fitzgerald e Mellbye (1988), a
administracdo de um agonista a-2-
adrenérgico, em éguas com anestro sazonal,
aumenta a freqiiéncia dos pulsos de FSH ¢
LH, sugerindo a existéncia do mecanismo
inibitério adrenérgico sobre a pulsatilidade
sazonal de LH.

A dopamina, em ovelhas, parece mediar a
retroalimentag@o negativa do estradiol sobre
0 anestro sazonal, por agir, diretamente,
sobre os neurdnios GnRH. J4 em éguas, os
efeitos dos antagonistas de dopamina sobre
o inicio da atividade reprodutiva sao
altamente variaveis, sendo questionavel o
papel da dopamina na regulagdo sazonal
nesta espécie (Nagy et al., 2000).

Apesar de existirem receptores de
dopamina do tipo D-2 no cérebro das éguas,
trabalhos utilizando doperidone
(antagonista  dopaminérgico que ndo
ultrapassa a barreira hematoencefalica)
demonstraram que a dopamina pode atuar

diretamente no ovario, ligando-se aos
receptores D-2 do cortex ovariano,
presentes nas cé€lulas da granulosa ou da
teca. A descoberta da producdo de uma
neurotropina, gonadotropina dependente,
pelos foliculos antrais na ovelha, fornece
evidéncia para o mecanismo pelo qual pode
haver o controle dindmico da proliferacdo
neuronal da estrutura ovariana (King et al.,
2005).

A administragao de antagonista
dopaminérgico resulta no aumento da
secrecdo de prolactina que pode exercer
efeito, a nivel ovariano, por elevar o
numero de receptores de gonadotropinas e,
desta forma, mediando o efeito das
gonadotropinas circulantes. O tratamento
prolongado com antagonista de receptores
D2-dopamina induz a ciclicidade ovariana
de éguas em anestro sazonal. Todavia,
quando usado em éguas em anestro
profundo, sdo necessarios 50 a 60 dias para
induzir a atividade ovariana (Kelley, 2004;
King et al., 2005).

Os dados disponiveis na literatura indicam
que os antagonistas de dopamina aceleram
o inicio da atividade ovariana ciclica de
¢guas no periodo de transicdo reprodutiva.
Mas, o tratamento pode ser inefetivo
durante o anestro profundo. Esses achados

sugerem, mas nao confirmam
completamente, a hipdtese de que a
dopamina, assim como outros

neurotransmissores, exerce inibicao tonica
no controle hipotalamico da ciclicidade
sazonal da égua. E possivel que o
antagonista dopaminérgico exerca seu
efeito sobre a atividade ovariana,
incrementando a responsividade do ovario
as gonadotropinas circulantes, por meio do
aumento dos receptores de LH e FSH,
induzidos pela prolactina (Aljarrah, 2004).
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2.1.2 Ciclo estral, dindmica folicular e
ovulagdo na égua

O ciclo estral é definido como o periodo
entre duas ovulagdes subseqiientes,
acompanhadas por estro e concentragdes
plasmaticas de progesterona abaixo de
Ing/ml (Hughes et al., 1975), podendo ser
dividido em fase folicular (processo
ovulatorio) e luteal ou diestro (Bain, 1957;
Hughes et al.,, 1975; Blanchard et al.,
1998).

A fase folicular, também conhecida como
estro, varia em seu comprimento de quatro
a sete dias, na égua. E acompanhada pelo
crescimento folicular, selegdo, maturagdo
e, entdo, ovulagdo, que resulta em rapido
decréscimo das concentragdes plasmaticas
de estrogeno. A fase luteal, considerada
como o periodo restante do ciclo estral,
possui cerca de 14 a 15 dias de
comprimento e ¢ varidvel de acordo com a
duragdo do estro. Ela se inicia com a
ovulagdo, através da formagdo do corpo
luteo e com a conseqiiente secrecdo de
progesterona (Ginther, 1979; Murrell,
2003).

A regularidade do vciclo estral ¢
determinada pelo balango dos hormonios
produzidos pela  glandula  pineal,
hipotalamo, hipdfise, ovarios e endométrio.
O hipotalamo, considerado ponto chave do
comando  reprodutivo, produz  um
hormoénio decapeptideo (GnRH), liberado
no sistema porta hipotalamico-hipofisario,
afim de estimular a sintese e a liberacao de
gonadotropinas: hormoénio foliculo
estimulante (FSH) e hormoénio luteinizante
(LH), responsaveis pela  maturagio
folicular, produgdo de estrogeno, ovulacio
e luteinizagdo do corpo lateo (CL)
(Aljarrah, 2004).

Na espécie eqiiina (Ginther et al., 2004;
2005), assim como na mulher, o ciclo estral
¢ caracterizado por ondas de crescimento
folicular ovariano (Hughes et al., 1972;
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Shirazi et al., 2002), com dois padrdes
tipicos: onda folicular maior - possui
foliculos dominante e subordinado,
podendo normalmente iniciar-se na metade
final do ciclo estral e terminar com a
subseqiiente ovulagdo; e¢ onda folicular
menor - o maior foliculo ndo atinge o
didmetro necessario para promover a
divergéncia entre os futuros foliculos
subordinados, iniciando-se entre o final do
ciclo estral e inicio do diestro (Dinger e
Noiles, 1984). As ondas que emergem na
metade final do ciclo estral ¢ culminam na
ovulagdo sdo classificadas como ondas
foliculares primarias, sendo que as ondas
que surgem entre o final do ciclo e inicio
do diestro sdo denominadas secundarias
(Gastal, 1999).

A emergéncia de uma onda folicular
ovariana ¢ estimulada pelo pico de FSH
(Dinger e Noiles, 1984; Gastal, 1999) que,
na espécie eqiiina, ¢ responsavel pelo
recrutamento de foliculos com didmetro de,
aproximadamente, 13 mm. Quatro a cinco
dias apds a concentragdo plasmatica de
FSH ter atingido o seu valor maximo, os
dois maiores foliculos alcancam o diametro
médio de 22 ¢ 19 mm. Neste momento, 0s
foliculos iniciam a divergéncia do
diametro, caracterizada pela selecdo e
crescimento continuo do maior foliculo,
que sera considerado como dominante,
enquanto os foliculos remanescentes,
considerados como subordinados (Gastal,
1999), reduzem sua taxa de crescimento.

A diferenca do didmetro entre os dois
maiores foliculos, no inicio da divergéncia,
¢ equivalente a um periodo de crescimento
de, aproximadamente, 24 horas.
Aparentemente, este € 0 momento para que
o maior foliculo estabeleca o processo de
dominancia, antes que o segundo maior
foliculo alcance diametro similar. Neste
momento, o futuro foliculo dominante (FD)
exerce papel primario na supressio da
concentracdo circulante de FSH (Ginther,
2000; Ginther et al., 2003).



O crescimento do FD, apos o processo de
selecdo, ¢ menos dependente de FSH, cuja
concentracdo ¢ mantida em niveis basais
devido a produgdo de estrogeno (E,) e
inibina, que fazem retroalimentagdo
negativa a nivel hipofisario. Contudo, a
manutengdo de uma  concentracdo
plasmatica minima de FSH ¢ essencial para
sua sobrevivéncia; e a sua supressdo, a
baixo do nivel basal, predispde o foliculo
dominante a atresia (Mihm e Bleach,
2003).

Apds o processo de selegdo, o crescimento
e a atividade estrogénica do foliculo sdo
controlados pelos pulsos de LH. O foliculo
selecionado pode, ao superar a dependéncia
de FSH, tornar-se extremamente sensivel a
pulsatilidade do LH, ao adquirir receptores
para esse hormdnio nas células da
granulosa, bem como pela sintese de
enzimas esteroidogénicas (Macmillan et
al., 2003; Rawlings et al., 2003), que sdo
fundamentais a expressdo génica da enzima
aromatase (conversora de androstenediona
em estradiol) nas células da granulosa
(Fair, 2003; Mihm e Bleach, 2003).

A dependéncia de menores concentragdes
de FSH para a manuten¢do do crescimento
do FD coincide com a elevagdo do
estradiol e de fatores de crescimento locais
(Ginther, 2000), bem como as menores
concentracdes de proteinas ligadoras de
fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFBP-2, 4 e 5). As baixas
concentracdes de IGFBPs disponibilizam
maiores concentragdes intrafoliculares de
fatores de crescimento semelhantes a
insulina livres (IGF) (Granger et al., 1989),
induzindo a expressdo dos receptores de
LH e regulando a atividade da aromatase
(Fortune, 2003).

Os IGFs, tipo- 1 e 2, estimulam a atividade
mitogénica e a esteroidogénica das células
da teca e da granulosa, por meio de
mecanismos endocrinos, autocrinos €
paracrinos  (Voge et al., 2004),

amplificando os efeitos endocrinos do FSH
e permitindo, ao futuro FD, a rapida
regulacdo da produgdo de estradiol. Desta
maneira, a supressdo do FSH circulante,
por meio da eleva¢do da concentragdo de
estradiol, previne os foliculos subordinados
de adquirirem a dominéncia, sem que haja
interferéncia do desenvolvimento do
foliculo selecionado para ovular (Fortune,
2003).

Associado ao IGF, os foliculos dominantes
apresentam aumento na concentragdo da
proteina plasmatica associada a prenhez
(PAPP-A), uma enzima que promove
rapida  mudanca nas  concentragdes
intrafoliculares de IGFBP, ao degradar dois
subtipos de proteinas ligadoras (IGFBP-4 e
5) e, conseqiientemente, levam ao aumento
dos niveis intrafoliculares de IGF-1
(Fortune et al., 2004). As concentracdes
intrafoliculares de IGF-1 e de IGFBP-3
permanecem  relativamente  constantes
durante o crescimento folicular. Todavia,
os niveis de IGFBP-2, 4 e 5 variam
bastante, indicando que a
biodisponibilidade de IGF-1 no foliculo ¢
ditada por mudangas nos niveis das
IGFBPs (Voge et al., 2004).

A avaliacdo das mudangas temporais nas
concentracdes do E,, IGF, IGFBP ¢ PAPP-
A do fluido folicular, sugere que o aumento
desta ultima proteina ¢ a diferenca
bioquimica mais precocemente detectavel,
no futuro foliculo dominante; e que a
selecdo folicular ¢é resultante de uma série
de mudangas iniciando-se com a expressao
da PAPP-A (Fortune et al., 2003). Em
eqiinos, o estradiol, o IGF-1 livre, a
ativina-A e a inibina-A come¢am a
aumentar, diferencialmente, no futuro
foliculo dominante cerca de um dia antes
da divergéncia folicular (Ginther et al.,
2003; Deichsel et al., 2006).

Tem sido postulado que a sele¢do do FD,

na espécie eqiiina, ¢ dependente da
associacdo das mudangas na concentracao
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de FSH e do crescimento e
desenvolvimento folicular. A elevagdo nas
concentracdes de LH circulantes foi
determinada proximo a divergéncia, e pode
exercer papel no crescimento continuo do
maior foliculo (Ginther et al., 2003). No
entanto, ndo é conhecido se o LH comeca a
ser utilizado pelo maior foliculo antes,
durante ou apds o inicio da divergéncia
folicular. Alguns estudos sugerem que o
LH ndo influencia o crescimento do FD,
em eqiiinos, até que se inicie a divergéncia
(Gastal, 1999; Ginther, 2000).

Apds a divergéncia, quando o foliculo
atinge o estadio pré-ovulatério de + 40
mm, na espécie eqilina, ha aumento da
concentracao plasmatica de LH
desencadeando uma série de eventos que
comprometem a integridade do tecido
ovariano, levando a ovulacdo (Murdoch et
al., 1986). O local da ruptura ovariana
(estigma) desenvolve-se nas células
epiteliais onde o foliculo estd em intimo
contato com a superficie ovariana
(Murdoch, 1996).

O complexo estrutural e secretorio, além
das outras mudangas funcionais que
ocorrem no ovario no momento da
ovulagdo, estdo intimamente associados
com as mudancas locais do fluxo
sanguineo dentro da parede do foliculo pré-
ovulatorio. Estes eventos estdo associados
as interacOes entre peptideos vasoativos,
prostaglandinas e esterdides que exercem
papel chave na cascata da ovulagdo (Acosta
e Miyamoto, 2004).

A libera¢do de prostaglandina folicular,
que inicia o processo de lise da parede do
foliculo, esta associada com o aumento da
enzima oOxido nitrico sintase endotelial
(NOSe) que aumenta o fluxo sanguineo
ovariano e, conseqiientemente, ativa os
peptideos vasoativos: angiotensina II (Ang
II), endotelina-1 (ET-1) e o peptideo atrial
natriurético  (ANP). Estes peptideos
promovem a modulacdo do tonus vascular
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sistétmico e alteram o fluxo sanguineo
folicular, contribuindo para o processo de
ovulagdo (Acosta et al., 1999).

O fato da ET-1 estimular a liberacdo do
ANP, e este estimular a liberagdo de Ang II,
indica que esses peptideos atuam
localmente, semelhante a uma reagdo em
cadeia. Esta cascata pode mediar a agdo do
LH opara acelerar a produgdo de
prostaglandinas, durante o periodo pré-
ovulatério (Acosta et al., 1999). Estudos in
vivo com bovinos, a Ang II inibe,
diretamente, a liberacdo de ANP da camada
das células da teca de foliculos maturos.
Isto implica que a Ang II, no fluido
extracelular das células da teca, modula a
producdo local de ANP e ET-1 nos
foliculos de bovinos. Desta forma, a ET-1 e
o ANP podem exercer papel permissivo ou
de modulacdo na produgdo local ovariana
de Ang II (Acosta e Miyamoto, 2004).

Em resposta a elevagdo do LH, ocorre
secregdo  dos  peptideos  vasoativos,
juntamente com a uroquinase € O
plasminogénico ativador. Estas substancias
ativam as colagenases latentes e estimulam
a liberacao do fator de necrose tumoral tipo
alfa (TNF-a). Este, induz,
progressivamente, a expressdo génica das
metaloproteinases, a apoptose e a resposta
inflamatéria (Murdoch e McDonnel, 2002).

A liberacdo de colagenases e a morte
celular s3o eventos que precedem a
formagdo do estigma e a ruptura ovariana
(Murdoch, 1996). Para que ocorra a quebra
do colageno ¢ necessario que as células da
teca, que sdo dependentes da 9-ceto-PGE,-
redutase, convertam o PGE, em PGF,,
(Weems et al., 2006). Este processo induz a
liberagdo do TNF-o que pode promover a
transducdo de  sinais  apoptéticos,
resultando na morte celular programada.
Esta se caracteriza pela ativacdo de
endonucleases, por fragmentagdo inter-
nucleossomal do DNA, além da
condensacdo nuclear e citoplasmatica



(Murdoch et al, 1997). Esta onda
apoptdtica inicial é sucedida por necrose
(degeneragdo indiscriminada de DNA e lise
celular), extravasamento de células
sanguineas e colapso vascular. No local da
isquemia e, conseqiientemente, da iminente
ruptura, os foliculos sdo, essencialmente,
destituidos da superficie ovariana. As
colagenases, induzidas pelo TNF-o,
desorganizam a rede de fibras da teca e da
tunica albuginea (via matriz
metaloproteinase 1 - MMP-1), promovendo
a digestdo da base da membrana que
sustenta o epitélio ovariano e da granulosa
(via MMP-2). A protedlise e a remogao
celular causam o progressivo estreitamento
da parede ovariana, com a conseqiiente
formacdo do estigma e a ruptura folicular
(Murdoch € McDonnel, 2002).

Os estudos realizados para demonstrar o
envolvimento dos diferentes sistemas na
ruptura  do  foliculo  pré-ovulatério
(Murdoch, 1996; Murdoch et al.,, 1997;
Acosta et al., 1999; Murdoch e McDonnel,
2002; Acosta e Miyamoto, 2004) nao
envolveram a ¢égua como modelo
experimental. Apesar de haver inversdo das
camadas do estroma ovariano eqiiino, a
cadeia de eventos deve ser similar, ja que o
ponto principal de ag@o dos peptideos
vasoativos e das prostaglandinas, bem
como do TNF-q, sdo as células epiteliais do
foliculo que estdo em intimo contato com a
superficie ovariana que, na égua, ¢ a fossa
de ovulagao.

2.1.3 Desenvolvimento e maturacdo do
odcito

O numero de o6citos com os quais a fémea
nasce depende do nivel de FSH
embrionario (Mayes, 2002). A oogénese
estda completa antes ou logo apods o
nascimento, em todos o0s mamiferos
domésticos. As oogonias se multiplicam
por mitose depois da diferenciagdo sexual,
durante a fase embrionaria-fetal, até a
formacdo dos odcitos primdrios, que serao

destinados a sofrer divisdo por meiose.
Apbés o nascimento, os o00citos crescem
ampliando seu citoplasma e desenvolvem
uma membrana, a zona pelucida,
simultanecamente com a proliferacdo de
células epiteliais adjacentes, as futuras
células da granulosa (Franz, 2002;
Gonzalez, 2002).

O odcito necessita sofrer meiose para
tornar-se uma célula hapldide (In de
DNA), cujo processo se inicia,
aproximadamente, entre os dias 75 e 80
apos o nascimento. A partir dai, progride
por varios estadios transitorios da profase e
permanece no estadio de diploéteno (Mayes,
2002), ao entrar no estadio dictiado (ultima
fase da profase 1 da meiose). Nesta fase
possui cromossomos altamente difusos e
envolvidos pela membrana nuclear (estadio
de vesicula germinal) e permanecem, neste
estadio, mesmo durante o continuo
crescimento folicular, ndo retomando a
meiose até a puberdade, quando sofrera
influéncia das gonadotropinas (Franz,
2002).

Os oo6citos de mamiferos sofrem
crescimento  significativo durante a
oogeénese, seguida por grandes
modificagdes citoplasmaticas e nucleares,
imediatamente antes da ovulacdo, no
processo  conhecido por  maturagdo
oocitaria (Fissore et al., 2002). A
habilidade para ser fecundado depende da
ocorréncia normal da maturagdo, tanto
nuclear  quanto  citoplasmatica. A
maturagdo nuclear pode ser facilmente
identificada pela configuragdo
cromossomica. Ja a  citoplasmatica,
necessaria ao  desenvolvimento  pos-
fecundagao, ¢ pouco avaliada (Fernandes,
2004).

A maturagdo oocitaria, ponto determinante
para aquisicdo da capacidade para ser
fecundado, ocorre em duas fases. A
primeira ¢ conhecida como fase de
crescimento e confere ao oo6cito a
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capacidade de reiniciar a meiose, regulando
a sintese de proteinas e a formacdo de
organelas, que o diferencia em um gameta
funcional. A segunda fase, caracterizada
pelo reinicio da meiose, ¢ normalmente
denominada de maturagdo final do odcito e
ocorre apos a puberdade, em foliculos pré-
ovulatorios (Fernandes, 2004).

A maturacdo oocitaria ¢ regulada pela
combinacdo de efeitos das células
foliculares, dos hormonios esteroidais, das
gonadotropinas hipofisarias e dos fatores
de crescimento, que possibilitam a
maximizacao do desenvolvimento
embrionario apds a fecundagdo. Assim, a
penetragdo de um espermatozoide no
odcito inicia uma prolongada oscilagdo na
concentracdo intracelular de calcio livre,
responsavel pelos eventos da ativacdo do
oocito e inicio do desenvolvimento
embrionario (Fissore et al., 2002).

A completa maturacdo nuclear, por si so,

nao garante 0 subseqiiente
desenvolvimento embrionario. As
transformacdes citoplasmaticas que

preparam a célula para suportar a
fecundacdo e o inicio do desenvolvimento
embrionario, também auxiliam no processo
de maturagio (Mayes, 2002). O
desenvolvimento citoplasmatico inclui a
ocorréncia  de  processos estadio-
especificos, tais como: sintese de proteinas,
liberagdo de granulos corticais e de calcio
dos estoques intracelulares, relocalizagdo
das mitocondrias e descondensagdo da
cabeca do espermatozoide. Semelhante ao
que ocorre no nucleo, a maturagdo do
citoplasma ¢ adquirida por etapas que
requerem o completo desenvolvimento
antral e a permanéncia funcional das
jungdes comunicantes (ou tipo gap) entre
as células somaticas (da granulosa) e a
germinativa (Cecconi, 2002).

As juncdes comunicantes s3o canais

compostos por proteinas da familia das
conexinas (Cx; proteinas integrais de
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membrana), que mediam a maioria das
informagdes entre as células da granulosa e
0 o6cito. Através destas jungdes, de modo
heter6logo, as células da granulosa
auxiliam o crescimento das células
germinativas e previnem a retomada
prematura da meiose, por transferirem
fatores inibidores as células, tais como as
purinas ¢ a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) (Cecconi, 2002).

O AMPc exerce papel central na regulagao
da maturagdo meidtica do oocito de
mamiferos, atuando por meio da proteina G,
que ativa (Gs) ou inibe (Gi) a adenilato
ciclase, que é a enzima responsavel por sua
formacdo (Jamnongjit ¢ Hammes, 2005).
As elevadas concentracdes de AMPc, no
odcito, estdo implicadas na parada meiotica;
a queda na sua concentracdo & essencial
para o reinicio da meiose. No entanto, a
estimulagdo do processo ovulatorio pelo
LH, incluindo o retorno do processo
meiodtico, esta claramente associado com o
aumento da concentracdo de AMPc nas
células somaticas dos foliculos (Laforest,
2005). Este paradoxo ¢ o resultado,
provavelmente, da regulacdo seletiva das
fosfodiesterases (PEDs) especificas dos
compartimentos das células somaticas e
germinativas do foliculo pré-ovulatorio.
Desta forma, a regulacdo diferencial das
PEDs, pelas gonadotropinas nas células
somaticas, que contém PDE4 e, nas células
germinativas, que contém PED3, pode estar
envolvida na regulacdo dos valores de
AMPc. Estes eventos explicariam o declinio
da concentracio de AMPc no odcito
permitindo a retomada da meiose,
concomitante a sua elevacdo  nos
compartimentos das células somaticas, em
resposta a estimulacao pelo LH (Wiersma et
al., 1998).

As PEDs atuam, essencialmente,
metabolizando o AMPc e transformando-o
no metabolito 5°-AMP, que ¢ inefetivo
para ativar a proteina quinase A (PKA)
(Sirard et al., 1996). Os mecanismos que



controlam a sua atividade ndo sdo bem
compreendidos, mas envolvem, a curto
prazo, a ativacdo da PKA e, a longo prazo,
a regulagdo na expressdo do RNAm e de
certas proteinas ovarianas. Além destas
vias, especula-se que a purina, hipoxantina,
iniba a acdo das PEDs no metabolismo do
AMPc (Jamnongjit e Hammes, 2005).

Sugere-se que os fatores inibitorios da
retomada da meiose sdo produzidos nas
células da teca e/ou da granulosa da parede
folicular ovariana. Em bovinos, alguns
experimentos  demonstraram que a
maturacdo do oocito é regulada pelo seu
contato com as células da granulosa ou
com o complexo cumulus oophorus, ja que
a perda desta comunicacdo induz a
maturagao oocitaria (Sirard et al., 1996). Ja
Sirard e Coenen (1993) negam a
necessidade desse contato para que ocorra
a estagnacao da maturag@o do odcito.

Apesar de haver divergéncia entre os
trabalhos que tentam determinar a
importancia da coesdo entre as células de
contato do odcito com a parede folicular,
frente a parada meiotica, € bem conhecido
que a presenga das jungdes comunicantes,
entre células localizadas dentro da
membrana basal do foliculo, resulta na
formag@o de um sincicio eletrofisioldgico.
Este complexo permite a transferéncia, em
duas vias, de moléculas entre as células
somaticas e as germinativas. Isto favorece
a transferéncia de fatores, tais como AMPc,
que poderdo manter a quiescéncia meidtica
do odcito (Sirard et al., 1996).

Em ratos, a retomada da meiose tem sido
correlacionada com a perda de células do
cumulus oophorus nas jungoes
comunicantes. Em bovinos, a mesma
correlacdo tem sido feita, mas a juncdo
permanece funcional até a metafase-II, que
leva a pressuposi¢do de que o decréscimo
nas jungdes comunicantes €&, apenas,
cronologicamente correlacionado. Todavia,
outros fatores s3o necessarios para

controlar a parada meidtica (Sirard et al.,
1996).

Diferente dos mamiferos, as linhas de
pesquisas sobre o controle da maturagdo do
odcito em vertebrados, como teledsteos e
anfibios, tém focado a producdo e acdo de
um hormoénio indutor da maturagdo (MIH)
que desencadeia, diretamente, a retomada
da meiose. As informagdes atuais indicam
que este processo ocorre em duas fases:
durante o primeiro estadio de maturacgao, as
células somaticas do foliculo adquirem a
habilidade em produzir MIH, responsavel
pela aquisicdo da competéncia de
maturagdo oocitaria (OMC). No segundo
estddio, as células do foliculo produzem
MIH e liberam o odcito da estase meidtica.
Nestes eventos estdo implicados o IGF-1 e a
serotonina, dentre outros fatores que podem
mediar ou modular a ag¢do do LH em
induzir a OMC que requer a ativagdo da
proteina quinase A (Patifio et al. 2001).

E bem provavel que o foliculo ovariano
necessite tanto de fatores inibitérios quanto
de estimulatorios para que o odcito ovulado
esteja no correto estado nuclear para fundir-
se ao espermatozodide. Para isto, ele requer
interagdes altamente dindmicas e a
atividade sintética constante no
compartimento folicular. Desta forma, ¢
improvavel que um simples produto possa
ser reconhecido como o regulador chave do
controle meidtico do oocito (Sirard et al.,
1996).

2.1.4 Ativacdo e fecundacao do odcito

A interacdo do espermatozoide com o
oocito ocorre sob trés niveis distintos,
durante a fecundagdo: (i) na camada do
cumulus oophorus; (ii) na zona pelacida
(ZP) induzindo a exocitose do conteudo
acrossdOmico  espermatico; (iii)) na
membrana plasmatica do ooécito, que se
inicia com a adesdo ao oolema e termina
com a fusdo da membrana espermatica
(Evans, 2002). Para que isto ocorra, o
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espermatozoide fecundante precisa passar
por um laborioso processo, pois ¢ incapaz
de fecundar o oocito, sem que antes sofra
algumas modificacdes (Amann ¢ Graham,
1993). Logo, ele deve permanecer no trato
reprodutivo feminino, por algum tempo,
para que possa sofrer tais alteragdes e
tornar-se capaz de se unir e penetrar no
od6cito (Bedford, 1983).

Apods a deposi¢do do sémen, no utero da
égua, o espermatozdide precisa ser
transportado até o local da fecundagao, ser
mantido no trato feminino até que ocorra a
ovulagdo e ser preparado para fecundar o
od6cito liberado. A motilidade espermatica,
a contragdo miometrial ¢ a inflamagdo
uterina  espontdnea  pods-cobertura  sdo
fatores importantes para o transporte e a
sobrevivéncia do espermatozoide no trato
reprodutivo da fémea. O utero inflamado se
torna um local hostil, devido aos
espermatozoides desencadearem o influxo
de neutrofilos polimorfonucleares (PMNs)
para o limen uterino, via ativagdo do
sistema complemento (Troedsson et al.,
1998).

A cascata do complemento media uma série
de reagdes biologicas incluindo: aumento
da permeabilidade vascular, quimiotaxia,
opsonizacdo para fagocitose, ativacdo da
lipase na membrana e lise de organismos-
alvo. A ativagdo desta cascata resulta na
clivagem do fator C5 em C5a e C5b, sendo
o fator complemento C5a responsavel pela
quimiotaxia dos PMNs (Troedsson et al.,
1995), que se ligam e fagocitam os
espermatozoides. A base molecular desta
ligagdo ainda ndo ¢é conhecida. Apos a
ligacdo, os espermatozoides sdo fagocitados
pelos PMNs ativados liberando,
conseqiientemente, PGF,, das membranas
celulares, produto resultante do
metabolismo do 4cido aracdOnico, via
enzima cicloxigenase (Troedsson et al.,
1998). Além de ser um mediador
inflamatério, a PGF,, causa contragdo da
musculatura lisa do miométrio. Assim,
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contribui para a remocao fisica dos fluidos
e dos produtos inflamatérios nocivos
liberados durante o processo inflamatério
(Troedsson et al., 2005; Fiala et al., 2006).

Frente a esse processo, acredita-se que o
plasma seminal seja importante no
transporte espermatico. Ele possui efeitos
inibitorios sobre a quimiotaxia e fagocitose
dos polimorfos nucleares, uma vez que
contém ocitocina e prostaglandina que
podem proteger os espermatozoides,
quando no tutero (Katila, 2001). Em
eqiiinos, o aumento no transporte
espermatico e no fluxo sangiliineo para o
utero e tuba uterina, tem sido associado
com a presenca do plasma seminal.
Embora seus componentes tenham sido
implicados influenciando o transporte
espermatico, em varias espécies, esta
informacdo, na espécie eqiiina, ainda ¢€
limitada. Em trabalhos com suinos,
acredita-se que a presenca de estrogeno, no
plasma seminal, tenha efeito positivo sobre
o transporte espermatico e a fecundacdo
(Claus e Schams, 1990).

Os espermatozoides, quando no trato
reprodutivo da fémea, necessitam atingir a
tuba uterina, dentro de poucas horas, para
que possam evitar a fagocitose por parte
dos PMNs. Estes estdo presentes no lumen
uterino, cerca de 30 minutos apds a
cobertura, alcancando concentrac¢do
maxima entre oito e 24 horas. Em eqiiinos,
varios estudos demonstram que um grande
numero de espermatozoides esta presente
na tuba uterina ap6s quatro horas da
cobertura (Fiala et al., 2006). A partir dai,
eles podem ser armazenados, no estado
funcional, por varios dias (Troedsson et al.,
1998).

Nos eqiiinos, o principal local de
armazenamento (reservatorio espermatico)
parece ser a tuba uterina, especificamente a
regido caudal do istmo, onde ocorre a
capacitacdo  espermatica  (Delpech e
Thibault, 1993). Durante a passagem pelo



trato reprodutivo, com a subseqiiente
chegada a tuba uterina, os espermatozdides
sofrem alteragdes, principalmente nos
componentes da membrana plasmatica, que
podem ser acrescentados ou removidos
pelas secrecdes do trato genital feminino,
provocando a desestabilizagdo da bicamada
fosfolipidica. Conseqiientemente, ocorrera
fusdo da membrana plasmatica com a
membrana acrossomal externa, iniciando-se
o processo de reagdo acrossdmica (Amann e
Graham, 1993; Bazer et al., 1995), além das
alteragdes na motilidade que resultam em
hiperativagdo do espermatozoide (Bedford,
1983; Delpech e Thibault, 1993).

Para manter a integridade da membrana,
durante o transporte pelo trato genital
feminino, as proteinas do plasma seminal se
aderem a membrana espermatica, formando
uma camada de glicoproteinas. Os
espermatozoides, ao passarem do plasma
seminal para os fluidos do trato genital
feminino, sofrem algumas alteragdes, tais
como remo¢ao ou modificagdo da camada
glicoprotéica (Gadella et al., 2001);
alteracdo do fluxo i0nico transmembrana;
exposicdo dos sitios de receptores da
membrana espermatica; remo¢ao dos
componentes que cobrem a cauda, evitando
que haja restrigdo da motilidade hiperativa
do flagelo. Outras mudangas também
ocorrem nas por¢des caudal e rostral da
cabeca do espermatozoide, precedendo a
reagdo  acrossOmica; € nas  pegas
intermedidria e principal, antecedendo a
hipermotilidade (Amann e Graham, 1993).

As mudangas nos componentes da
membrana espermatica seguem-se,
progressivamente, com perda ou reducao do
peso molecular de suas proteinas, redugdo
da propor¢do de colesterol/fosfolipidio,
além do aumento da mobilidade lateral de
lipidios e proteinas. A redugdo da
propor¢dao de colesterol/fosfolipidios, nas
membranas plasmatica e acrossomal,
aumenta sua fluidez (Delpech e Thibault,
1993), ocorrendo efluxo de colesterol pela

sua transferéncia para as albuminas e as
lipoproteinas de alta densidade da tuba
uterina (Amann e Graham, 1993).

O colesterol tem uma importante fungdo na
estabilizagdo das membranas. A sua
remo¢dao  desestabiliza a  membrana
promovendo a  reorganizacdo  dos
componentes da bicamada, incluindo a
redistribui¢do  de  proteinas  integrais
(Amann e Graham, 1993). Existem
evidéncias que o bicarbonato também
facilita a desorganizagdo da membrana
(Gadella et al., 2001), principalmente na
regido apical da cabega do espermatozoide.
A desestabilizagdo, por afetar a porcdo
lipidica da membrana, altera sua
permeabilidade i6nica, particularmente para
o calcio, além de também modificar suas
propriedades  fusogénicas, que  sdo
importantes para a reacdo acrossomica
(Amann e Graham, 1993).

O processo de capacitagdo espermatica, in
vivo, dependente tanto do Ca®" quanto do
bicarbonato que, supostamente, esta
presente em maiores concentragdes na tuba
uterina (20 mM) do que no fluido
espermatico (<1 mM; Colenbrander et al.,
2002). O bicarbonato estimula uma forma
soluvel da adenilciclase (AC), abundante
nos espermatozoides. Como resultado, tem-
se aumento dos niveis de AMPc que ativa a
proteina quinase A (PKA) que, por sua vez,
induz a fosforilagdo de tirosina de varios
substratos (Gadella et al., 2001). Esta
fosforilacdo media uma variedade de
fungdes celulares, tais como: regulagdo do
crescimento, controle de ciclos celulares,
regulacio de ions, formacdo do
citoesqueleto, além de ativar as proteinas da
membrana plasmatica relacionadas com a
ligacdo a zona pelucida (Visconti e Kopf,
1998), importante no processo de
capacitagao.

Quando em baixas concentragées, o0s

radicais livres, tais como o 4anion
superéxido (O%), o peréxido de hidrogénio
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(H,0,) e o oxido nitrico (NO,), em sua
maioria originados de atividade metabolica
normal dos espermatozoides, t€ém um papel
importante na  fungdo  espermatica,
especificamente na fosforilagdo de tirosina
(Lamirande et al., 1997). Eles podem
induzir a hiperativagdo, capacitacdo e
reacdo acrossOmica. Todavia, quando em
altas concentragdes sdo prejudiciais a célula
espermatica (Ball et al., 2002).

Os processos de hiperativacao e capacitagao
espermatica envolvem mecanismos
distintos (Bedford, 1983; Amann e Graham,
1993). A liberacdo de colesterol e a
redistribui¢do de proteinas da membrana
plasmatica permitem a abertura dos canais
de calcio e, conseqiientemente, o aumento
do célcio intracelular. Ha evidéncias de que
a hiperativacdo esteja mais relacionada aos
niveis celulares de AMPc, que ¢ calcio
dependente. O progressivo aumento nos
niveis de AMPc precede o inicio da
motilidade  hiperativada  (Delpech e
Thibault, 1993).

Bedford (1983) sugere que a hiperativacdo
maximiza a chance de contato do oocito
com 0s poucos espermatozoides presentes
na ampola, além de ajudar no transporte
espermatico do istmo inferior para a
ampola, facilitando a penetragao no odcito.

Segundo Gadella e Colenbrander (2003), a
hipermotilidade induzida pelo bicarbonato,
causando a fosforilacdo da tirosina, pode
agir na cauda espermatica, levando ao
aumento da amplitude do batimento
flagelar. Isto se deve tanto a maior
flexibilidade da peca intermediaria quanto
pela mudangca do movimento progressivo
para circular, devido a ndo rotacdo da
cabega do espermatozoide (Bedford, 1983;
Delpech e Thibault, 1993).

Juntamente com a hiperativacdo, o
espermatozoide passa pelo processo de
capacitacdo. Durante este evento, ocorrem
modificagdes necessarias no acrossoma
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para que o espermatozdide possa penetrar
no oocito. Para isto ocorre a reagdo
acrossomica, caracterizada pela fusdo das
membranas  plasmatica e acrossomal
externa (Amann e Graham, 1993; Bazer et
al., 1995). Por esse motivo, as funcdes da
capacitagdo previnem a ativagdo prematura
do acrossoma, até que o espermatozoide
atinja o local de fecundagdo do odcito, ou
seja, a ampola da tuba uterina (Bazer et al.,
1995), impedido que isto ocorra
precocemente durante a passagem do
espermatozoide no trato genital feminino.
Embora a duracdo do processo de
capacitagdo in vitro tenha sido determinada
para varias espécies, 0 mesmo ndo ¢
conhecido in vivo (Amann e Graham,
1993).

Proximo da ovulagdo, os espermatozdides
capacitados s3o liberados do epitélio da
tuba uterina e se deslocam até o local da
fecundacdo. A tuba e o proprio odcito
parecem coordenar a fung@o espermatica e
a interagdo dos gametas (Topfer-Petersen
et al., 2000). O oocito liberado na ovulagdo
encontra-se circundado pela zona pelicida,
pelas células da corona radiata e, ao redor
delas, algumas vezes, ha células do
cumulus oophorus. Estas ultimas sdo
impregnadas por progesterona, hormoénio
capaz de desencadear o estimulo
fisiologico da reagdo acrossomal em uma
pequena populacdo de espermatozoides que
possui receptor de membrana especifico
para este hormoénio (Meizel e Turner,
1996).

Tanto o cumulus oophorus quanto as
células foliculares da corona radiata devem
ser atravessadas pelo espermatozdide para
que ele possa atingir a zona pelucida (ZP).
Nesse ponto, ele interage especificamente
com o oo6cito antes da sua penetragdo
(Osman et al, 1989). A proteina
espermatica de superficie (PH-20), com
hialuronidase ativa, ¢ responsavel pela
passagem do espermatozodide através das
camadas do cumulus oophorus. Isto foi



provado por um experimento, utilizando
anticorpos contra PH-20 (elimina a
hialuronidase ativa), que previnem a
penetragdo através da ZP. Por outro lado, a
hialuronidase ativa ndo ¢ requerida para a
ligacdo do espermatozoide a ZP. Tem sido
especulado que o dominio do carbono
terminal da PH-20 pode funcionar como um
dominio de adesdo, além de mediar a
ligacdo do espermatozdide a ZP (Myles e
Primakoff, 1997).

Apos passar pelas células do cumulus
oophorus, a ZP prové uma barreira para
ligacdo do espermatozodide capacitado,
induzindo a reagdo acrossOmica e
permitindo sua penetracdo e fusdo ao
oolema para que, entdo, possa bloquear a
polispermia. Esse importante papel da ZP
foi reconhecido ha muitos anos mas,
somente ha pouco tempo, teve sua agdo
atribuida a glicoproteinas especificas
(D’Cruz, 1996; Wassarman et al. 2004).

Em geral, a zona pelicida dos odcitos de
mamiferos, como os de camundongos, ¢
composta por trés glicoproteinas (ZP1, ZP2
e ZP3), que interagem entre si por ligagdes
ndo-covalentes. A ZP2 e a ZP3 estdo
presentes em quantidades aproximadamente
iguais e s8o muito mais abundantes do que
a ZP1 (Wassarman et al. 2004). Cada uma
das trés glicoproteinas consiste de um
polipetideo unico, que ¢ heterogencamente
glicosilado tanto com o oligossacarideo
ligado a asparagina-(N), quanto com o que
se liga a serina/treonina-(O) (Gupta et al.,
2004).

Dos trés componentes, a ZP3 ¢ a
responsavel tanto pela ligagdo espermatica
primaria a ZP, quanto pela inducdo da
reagdo acrossomica, e a ZP2 pode participar
na ligagdo secundaria a ZP (Lasserre et al.,
2003). A ligacao espécie-especifica do
espermatozoide ao odcito ¢ mediada por
oligossacarideos ligados a ZP3. Os
peptideos da ZP, apesar de especificos, t€ém
varias regides identificadas que incluem:

uma seqiiéncia de sinais de terminal-N, um
grande dominio da ZP, um consenso do
local da clivagem pela furina (CFCS) e uma
regido transmembrana hidrofobica, proxima
ao terminal-C (Wassarman et al. 2004).

Entre o terminal-C do dominio da ZP e o
CFCS existe uma regido do polipeptidio da
ZP3 que ¢ referida como o local especifico
de adesdo do espermatozodide. Esta regido
possui residuos glicosilados de serina (Ser)
para que o espermatozoide, com acrossoma
intacto, possa se ligar durante a fecundagdo
(Gupta et al., 2004). A ZP3 do camundongo
possui cinco residuos de Ser nesta regido (-
Ser-Asn-Ser-Ser-Ser-Ser-), mas somente
duas dessas (Ser-332 e a Ser-334) tém
oligossacarideo O-ligado, reconhecido pelo
espermatozoide. Embora a estrutura desses
oligossacarideos ndo tenha sido
determinada, existem evidéncias que
sugerem que varios acucares incluindo
galactose, fucose e glucosamina-acetil-N,
podem estar envolvidos no reconhecimento
pelo espermatozoide. E notavel que,
embora a Ser-332 e a Ser-334 sejam
conservadas na ZP3 de camundongos e
humanos, esta regido sofreu consideraveis
mudancas durante a evolucdo (Wassarman
et al., 2004).

Em contraste as informagdes disponiveis
acerca da composi¢do da ZP e do seu papel
durante a fecundagdo, a caracterizagdo da
identidade molecular e bioquimica das
proteinas  espermaticas envolvidas na
ligagdo da ZP, ainda ndo foram
completamente elucidadas. Em humanos,
varias proteinas tém sido propostas como
participantes da ligacdo primaria e
secundaria da ZP. Dentre estas estdo o
antigeno FA-1, receptor zona quinase
(ZRK), P34H, lectina-manose, -
hexosaminidase (Hex, E.C.3.2.1.52), um
antigeno reconhecido pelo anticorpo
mitocondrial 4AS8, selectinas, proteina
YLP12, proteinas reativas anti-SLIP,
SOB3, PH20, SP10 e proacrosina. A
codificacdo da seqiiéncia aminoacidica de

25



algumas dessas proteinas ja foi realizada.
Contudo, ainda ndo foi provado que elas
sdo essenciais a interagdo  oocito-
espermatica (Lasserre et al., 2003).

A penetracdo da zona pelicida ¢ um dos
passos cruciais para a fecundagdo. Por isso,
os espermatozdides que sdo incapazes de
reconhecerem e de se ligarem as suas
glicoproteinas, falham em fecundar o
odcito. O reconhecimento do gameta e as
proximas interagdes sdo realizados pelas
associagdes  proteina-carboidrado  dos
receptores da zona pelucida que ativam o
sinal da cascata, iniciando a exocitose
acrossomal pelas reacdes de fosforilagao/
defosforilacdo (Topfer-Petersen et al.,
2000).

A interacdo da ZP com o espermatozdide
capacitado, levando a exteriorizagdo das
cadeias de oligossacarideos dentro da
estrutura tridimensional da ZP, pode iniciar
a formacdo de um complexo receptor na
membrana espermdtica, mediado pelo
calcio. Estes eventos levam a agregacao de
moléculas sinalizadoras do complexo que,
entdo, ativam a cascata, com exocitose,
penetragdo da zona pelucida e a fusdo do
espermatozoide com o odcito (Topfer-
Petersen et al., 2000; Ben-Yosef e Shalgi,
2001).

A fusdo das membranas é o evento chave
para diversos fenomenos celulares e, dentre
eles, a fecundacdo (Evans, 2002). A fusao
leva a adesdo da membrana plasmatica do
espermatozoide ao oolema, e numerosos
investigadores tém estudado a contribuigao
das varias moléculas de adesdo celular na
fusdo do espermatozdide com o o06cito
(D’Cruz, 1996; Evans, 2002).

A ligacdo a integrina do odcito ¢ um pré-
requisito para a fusdo da membrana
espermatica, durante o processo de
fecundacgao dos mamiferos. Mais
especificamente, a integrina Bl tem sido
implicada como a proteina requerida para a
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fusdo do espermatozoide (He et al., 2003).
O conceito que uma integrina do oocito seja
requerida para a fusdo de membranas,
originou-se da identifciagdo de uma
proteina espermatica de superficie, a
fertilina (originalmente descrita como PH-
30; Myles, 1993), que foi implicada na
fusdo dos gametas (He et al., 2003).

Varias linhas de pesquisa ap6iam a hipdtese
de que a integrina, na superficie do oocito,
possa ser o receptor para as moléculas da
superficie do espermatozoide que leva a
fusdo das membranas. As integrinas sio
determinadas como uma classe de
moléculas de adesdo que ligam as células a
matriz extracelular ou a outras células. Elas
sdo formadas por duas subunidades
heterodimeras (o e B), com multiplos tipos,
tanto do a (120-180 kDa) quanto do B (90-
110 kDa), e que podem estar associadas
(Myles, 1993).

A fertilina ¢ uma proteina da superficie
espermatica que se liga as integrinas do
odcito. Assim como as integrinas, a fertilina
¢ um heterodimero composto por
subunidades o e [, pertencentes as
desintegrinas e metaloproteinases (ADAM;
Primakoff e Myles, 2002). Tem sido
proposto que o dominio da desintegrina da
fertilina espermatica podera se ligar a
integrina do o6cito (He et al., 2003).

As integrinas do odcito (Evans, 2002) agem
sobre as fertilinas por meio da CD9 em
varias células (He et al., 2003). A CD9
pertence a superfamilia da tetraspanina
(TM4SF), que sdo proteinas integrais da
membrana plasmatica. Essas proteinas
possuem quatro dominios transmembrana,
duas alcas extracelulares e trés segmentos
citoplasmaticos curtos. Elas atuam como
“moléculas facilitadoras” por trazerem e
estabilizarem complexos moleculares. As
tetraspaninas  t€ém  sido  associadas
fisicamente com os membros da familia das
integrinas, com a classe do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC), dentre



outras. Embora seu mecanismo preciso de
acdo permaneca incerto, a tetraspanina
(CD9) interage com as integrinas a3f1,
a6Bl, o4pl e allbp3, sendo sugerido que
sua acdo na sinalizagdo, migragdo e adesao
a matriz extracelular dos substratos seja
realizada por intermédio destas integrinas
(Chen et al., 1999).

Apos o espermatozoide chegar ao espaco
perivitelinico (PVS), onde interage com as
microvilosidades do oolema, ele ¢é
engolfado pelo citoplasma do odcito, onde
o nucleo do  espermatozoide @ ¢é
descondensado e, mais tarde, transformado
no pro-nticleo masculino. A partir deste
ponto, a reagdo dos granulos corticais ¢é
iniciada, a segunda divisdo meiodtica ¢
retomada e, entdo, ha aumento da atividade
metabolica como  remodelagem  do
citoesqueleto (Meng e Wolf, 1997) e,
subseqiientemente, ocorre a formagdao do
pro-nucleo  feminino.  Posteriormente,
havera sintese de DNA, tanto no pré-nucleo
masculino quanto no feminino, seguido
pela unido genOmica e a primeira divisdo
meidtica (Kaji e Kudo, 2004).

De todas as reagdes que se iniciam com a
ativacdo do oocito, a ativacdo dos granulos
corticais (reagdo cortical — RC) ¢
considerada como ponto fundamental para
impedir a poliespermia. Estes granulos sdo
organelas especializadas, localizadas no
citoplasma do odcito e em intimo contato
com a membrana. Eles aparecem,
primeiramente, durante o crescimento do
odcito como um produto do complexo de
Golgi, e contém uma variedade de enzimas
hidroliticas. A RC envolve a fusdo dos
granulos corticais com a membrana
plasmatica do oocito, liberando seu
contetido (exocitose) dentro do espago
perivitelinico, em resposta a fecundagdo. A
exocitose, provavelmente, procede por
sinais de transdugdo, similar ao que ¢
descrito para células somaticas
(Wassarman, 1993). As enzimas dos
granulos corticais, ap6s sua liberacao,

entram na ZP altamente porosa e, por
modificarem as glicoproteinas da ZP2 ¢ da
ZP3, estabelecem a rea¢do de zona. Este
processo ¢ caracterizado pela diminuicao da
solubilidade da ZP e pela perda da
receptividade aos espermatozoides livres,
devido a protedlise parcial da ZP2 e pela
acdo das glicosidases dos granulos que
digerem os oligossacarideos O-ligados da
ZP3 (Liu et al., 1997).

Em algumas espécies, como o ourigo-do-
mar ¢ as rds, a ligacdo do espermatozoide
promove a despolarizagdo imediata da
membrana do oocito impedindo, assim, a
entrada de mais espermatozdides. Na
maioria dos animais estudados, a ligacao do
espermatozoide induz a uma grande e
transitoria elevagdo das concentragdes do
jon Ca**, dentro do obcito, que se inicia no
local da fecundagdo e se move por todo o
odcito em forma de uma onda (Ben-Yosef e
Shalgi, 2001). Esta onda de Ca’" induz a
fusdo das vesiculas corticais com a
membrana plasmatica, resultando no
espessamento do envelope de fecundacao
(ZP), formando uma barreira a penetracio
de outros espermatozoides (Hable e Kropf,
2000).

Essa onda transitéria de Ca®" ¢ requerida
ndo somente para ativar a reagdo cortical,
mas também para a reativacdo da meiose,
formacdo pro-nuclear, inicio da sintese de
DNA e progressdo normal da clivagem
embrionaria. Além do mais, pesquisas
recentes sugerem que a freqiiéncia e a
duragio do Ca*" podem ter impacto no
desenvolvimento dos estddios embrionarios
pré e pos-implantagdo. O mecanismo exato
pelo qual o espermatozoide inicia a
oscilagio na [Ca’]i no odcito nio é
completamente entendido, mas sabe-se que
envolve a produgdo de inositol 1, 4, 5-
trifosfato (IP3). O IP3 se liga aos receptores
no reticulo endoplasmatico, principal local
de estoque de Ca”" intracelular, permitindo
o efluxo de Ca*" para dentro do citosol
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(Ben-Yosef e Shalgi, 2001; Bedford et al.,
2004).

Tem sido postulado que a producdo de IP3
pode ser iniciada pela proteina G ou por
caminhos de sinalizac¢do da tirosina quinase
ligada aos receptores presentes no oolema.
Entretanto, outros estudos mostram que a
fusdo espermatozodide-odcito precede o
aumento transitorio do [Ca®']i, antes de ser
detectado o primeiro pico de [Ca®']i, que é
consistente com o tempo requerido para a
difusdio da molécula fornecida pelo
espermatozoide (Bedford et al., 2004).

A primeira onda transitéria de [Ca®']i é
seguida por uma série de ondas mais curtas
e de alta amplitude. A oscilagdo do Ca™" ¢
observada em todos os oocitos de
mamiferos  estudados, embora  sua
freqliéncia seja espécie-especifica. Em
roedores e em humanos, as oscilagdes sao
de alta freqiiéncia, com intervalos regulares
pico a pico, mudando entre dois e quatro
minutos. Com o transcorrer da fecundacgéo,
a amplitude e a freqiiéncia do Ca*
decrescem, enquanto sua dura¢do aumenta
até a cessagdo completa da oscilagdo do
Ca®’, durante a entrada da interfase e da
formacao do pré-nucleo, varias horas apos a
entrada do espermatozoide. A oscilagdo do
Ca®" requer influxo continuo deste fon para
preencher os estoques do reticulo
endoplasmatico. Embora uma simples
elevagio do Ca®* seja suficiente para
produzir a ativacdo, a oscilagdo pode ser
requerida para o desenvolvimento de
eventos adicionais (Ben-Yosef e Shalgi,
2001).

Hoje, tem-se a compreensdo clara do papel
do Ca*® na fecundagio, tanto na
concentracdo requerida quanto na sua
competéncia para a ativagdo do odcito.
Todavia, ndo foi estabelecido como os
espermatozoides, durante a fecundacao, sdo
capazes de promoverem as mudangas do
[Ca’']i em odcitos, nem como a mudanca
nos diferentes padrdes de [Ca®']i afetam o
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desenvolvimento embrionario. Ainda ¢

incerto o desencadeamento da maturagdo do
O . 249

oo6cito mediado pelo [Ca”']i, embora o

impedimento de sua mudanca intracelular

possa inibir a maturagdo meidtica, em

estadios especificos (Homas et al., 1993).

Em resumo, o odcito e os espermatozdides
de mamiferos passam por importantes
eventos durante o curso da fecundagdo,
sendo que alguns mecanismos s3o0 comuns
para ambos os gametas. Por exemplo, os
eventos que acontecem na fusdo das
membranas (reagdo acrossémica, reacio
cortical e fusdo espermatozdide-odcito) e
0os que envolvem a protedlise da ZP
(penetracdo e reagdo da ZP). Os trés
primeiros processos utilizam transducéo de
sinais intracelulares (do odcito ou do
espermatozoide) e, mais tarde, os dois
processos subseqiientes utilizam enzimas
presentes em organelas especializadas,
semelhantes & lisossomos (acrossoma € os
granulos corticais) para modificarem as
glicoproteinas da  ZP. Tanto o
espermatozoide quanto o 06cito necessitam
da adesdo de moléculas, espécie-especifica,
presentes na superficie de interagdo dos
gametas e que precede a fusdo. Desta
forma, apesar da consideravel diferenca, o
espermatozdéide e o odbcito  usam
mecanismos comuns para alcangarem o
objetivo da geragdo de novo produto, por
meio do processo de fecundacdo
(Wassarman, 1993).

2.1.5 Envelhecimento do gameta feminino

Na maioria dos mamiferos placentarios o
odcito, apds a ovulagdo, tem viabilidade
bastante curta, com tempo médio de 8 a 10
horas (Hunter, 1990). Na espécie eqiiina os
dados sdo conflitantes. Alguns autores
(Woods et al., 1990) relatam 12 horas
como o tempo maximo de viabilidade do
odcito e, para outros (Salzman, 1940), este
tempo pode ser muito maior. No entanto, o
ponto comum entre todos os estudos que
envolvem a qualidade e a viabilidade do



odcito eqiiino, pés-ovulado, ¢ o valor que
possui o tempo transcorrido da ovulagdo a
fecundacao.

O odcito eqiiino, quanto a seu estadio de
desenvolvimento nuclear a ovulagdo, pode
variar entre animais e entre ciclos estrais,
podendo ser liberado, ocasionalmente, no
estadio primario, embora seja mais
freqiiente o secundario (Hunter, 1990).
Uma vez que o estro é prolongado e o
tempo da ovulagdo imprevisivel, se ocorrer
demora na fecundacdo, o desenvolvimento
do odcito pode ser iniciado precocemente.
Isto leva a incidéncia relativamente alta de
mosaicismo Nnos Cromossomos sexuais, o
que sugere envelhecimento celular (Blue,
1981). o mesmo caracteriza-se,
principalmente, pela instabilidade das
organelas citoplasmaticas e nucleares, com
fragmentacdo, desenvolvimento anormal e
morte celular (Fissore et al., 2002).

Estudos em camundongos confirmam esses
achados ao demonstrarem que odcitos
envelhecidos exibem caracteristicas
morfologicas anormais antes da
fecundacido, tais como o desaparecimento
da area rica em microfilamentos acima do
fuso meidtico (Hunter, 1990), rompimento
e localizagdo anormal do fuso e
desorganizagdo da cromatina (Fissore et
al., 2002).

Estas caracteristicas promovem
deterioragdo  progressiva, levando a
fragmentacdo do oo6cito, mesmo na
auséncia de fecundagdo. Estes eventos
advém, supostamente, da morte celular
programada, ja que a deterioragdo
citoplasmatica é acompanhada pela
fragmentacdo de DNA, determinada pela
presenga da enzima deoxinucleotidil
transferase terminal (TdT; Fissore et al.,
2002). Estes eventos sdo caracterizados
pela diminui¢do do volume celular (nucleo
e citoplasma), alteragdes de membrana,
fragmentacdo e condensagdo de cromatina
nuclear e segmentacao da célula dentro de

corpos apoptoticos (Yuan et al., 2005).
Essas mudancas morfoldgicas sao resultado
da ativa¢do de um grupo de proteases, tais
como as caspases-1, 2 e 3 existentes nas
células, como proé-enzimas inativas, que
apos serem ativadas pela clivagem de
residuos especificos de aspartato destroem
uma variedade de proteinas, tais como a
polimerase  poli-ADP-ribose ~ (PARP),
histona-H1 e proteinas quinases
dependentes de DNA (Men et al., 2003).

O envelhecimento do odcito, apos a
ovulacdo, pode acarretar no rompimento de
algumas das membranas mitocondriais, ou
mesmo, em sua habilidade de gerar
adenosina  trifosfato =~ (ATP), tendo
conseqiiéncias negativas sobre a
proliferagdo e a sobrevivéncia da célula
(Fissore et al., 2002). Os danos
mitocondriais promovem o colapso do
potencial transmenbrana da organela,
provocando a separagdo da cadeia
respiratoria com liberacdo prejudicial de
radicais livres. Conseqiientemente, havera
superproducdo de anions superoxidos,
interrupcdo da biogénese mitocondrial,
efusdo de glutationa e calcio da matriz e,
por fim, a liberagdo de proteinas
transmembrana soliveis. Isto levara a
ativagdo das caspases e, secundariamente,
de endonucleases, tendo como
conseqiiéncia a fragmentacdo do DNA
(Cummins, 2004).

A indugdo da fragmentagcdo e da ativagdo
das caspases, em oo6citos envelhecidos,
também pode ser realizada pela sinalizag¢ao
do influxo de célcio [Ca®'] devido a
fecundagao, implicando que este sinal pode
atuar como indutor de apoptose. Contudo,
persiste a divida de como o mesmo sinal
possa responder por vias diferentes, ou seja,
ativacdo e morte do oo6cito. A mudanga da
homeostase do Ca*", associada com necrose
celular e  apoptose, em  odcitos
envelhecidos, ¢ alterada (Fissore et al.,
2002).
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A Dbase molecular para esta regulagdo
defeituosa de Ca®" ndo tem sido elucidada.
Ela pode envolver a redugdo na
concentracdo de trifosfato de adenosina
(ATP) concomitante a redugdo da expressao
de Bcl-2 (proteina anti-apoptotica), em
odcitos envelhecidos. A baixa
disponibilidade de ATP pode diminuir a
fun¢do da bomba do sistema calcio-ATPase
no reticulo sarcoplasmatico (SERCA), que
¢ responsavel pelo enchimento do reticulo
endoplasmatico (ER). A  quantidade
reduzida de Bcl-2 pode, negativamente,
impedir a fungdo do SERCA, embora o seu
papel na homeostase do Ca®" permaneca
controverso. O mau funcionamento do
sistema  calcio-ATPase do  reticulo
sarcoplasmatico pode ser o responsavel pela
homeostase anormal do Ca**, em odcitos
envelhecidos (Fissore et al., 2002).

Os granulos corticais durante a ativagdo do
ob6cito, com o envelhecimento pos-
ovulatorio, comecam a intumescer e se
mantém mais profundos no cortex do
oocito. Com isto, ndo se fundem com a
membrana plasmatica e,
conseqilentemente, ndo liberam seu
contetido dentro do espago perivitelinico.
Nesta condi¢do, a liberagdo do conteudo
dos granulos corticais ndo se segue a
ativagdo e o bloqueio a polispermia nao ¢
induzido (Hunter, 1990).

Os oocitos envelhecidos exibem reducdo
de: quinases meidticas, fator promotor de
maturagdo  (MPF), proteina  quinase
mitogénica ativada (MAPK), proteinas anti-
apoptose ¢ conteudos de Ca*" nos estoques
do reticulo endoplasmatico. Também,
apresentam fun¢do mitocondrial suprimida
e liberam produtos proé-apoptoticos apos
estimulagio pelo Ca** (Gordo et al., 2002).

Desta forma, mesmo que o oécito possa,
posteriormente, ser penetrado por um
espermatozoide, a fecundacdo normal e a
formagdo do zigoto com o niimero correto
de cromossomos (diploide), pode nao
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ocorrer. Assim, o resultado mais comum ¢é
a morte embrionaria precoce (Hunter,
1990).

2.1.6 Influéncia da idade materna sobre a
distribui¢do cromossOmica em oo6cito de
mamiferos

@) aumento da idade materna,
principalmente na espécie humana (Bukvic
et al., 2001), esta associado a deterioragdo
na qualidade do odcito. Poucos estudos t€ém
tratado deste assunto em eqiiinos. A
reduzida fertilidade em éguas, mais velhas,
pode ser atribuida a perda embrionaria
precoce (pré-blastocisto), ocasionada por
disturbio do odcito, oriundo das alteracdes
no crescimento folicular, com grande
incidéncia de aneuploidias (Ball, 2000).
Em humanos, esta alteragdo é o fator
essencial de andlise em gametas femininos
de mulheres mais velhas, embora os
mecanismos biologicos inerentes a este
fendmeno sejam mal entendidos (Plachot,
2003).

Aneuploidia é definida como o numero
anormal de cromossomos que ndo possui
um multiplo exato do numero haploide. Os
fatores e o0s mecanismos etioldgicos
responsaveis pelo aumento dos erros na
distribuicdo dos cromossomos, durante a
formagdo das células germinativas, ainda
ndo sdo totalmente conhecidos, podendo ser
distribuidos entre os estaddios iniciais de
formacdo das células germinativas e a
meiose no embrido, durante o periodo da
parada meidtica do odcito, antes da
retomada da maturagdo, proximo ao fim do
tempo médio de vida reprodutiva da fémea,
durante a maturagdo do odcito, antes da
fecunda¢do e na meiose II (Baird et al.,
2005).

De todas essas possibilidades, a teoria mais
aceita ¢ aquela em que os erros meioticos
maternos, que, preferencialmente, ocorrem
durante a primeira divisdo meidtica (MI;
Pellestor et al., 2006), sdo os responsaveis



por quase todas aneuploidias. Existem
varios padroes de segregacdo anormal da
MI: (i) ndo-disjuncao “verdadeira”, na qual
os homdlogos sdo transportados em
conjunto para o mesmo poélo celular; (ii)
ndo-disjuncdo “aquiasmadtica”, na qual
homologos que falham em parear e/ou
reagrupar sdo transportados,
independentemente, ao mesmo polo; e (iii)
separagdo prematura das cromatides irmas
(PSSC) que, no lugar dos homologos,
segregam uma da outra. A nao-disjuncao,
na segunda divisdo meidtica (MII), resulta
da falha das cromatides irmis em se
separarem (Baird et al., 2005).

A ndo-disjuncdo dos  cromossomos
bivalentes e a separagdo prematura das
cromatides irmas, tém sido discutidas como
sendo os principais mecanismos de
ocorréncia de aneuploidia. Alguns autores
(Angell et al., 1993) tém identificado a pré-
divisdo das cromatides como a principal
fonte de aneuploidia entre oocitos. Outros
estudos tém sugerido que apesar dos dois
erros da meiose I estarem envolvidos na
incidéncia de aneuploidia, a separagdo pré-
matura das cromatides sdo relatadas como
artefato de cultura (Zhivkova et al., 2006).

Alguns estudos demonstraram que a
freqiiéncia do cruzamento entre as
cromdtides (quiasma) reduz com o
aumento da idade materna e, a freqiiéncia
de bivalentes com terminais quiasmaticos ¢
muito maior em odcitos mais velhos. O
decréscimo na freqliéncia de quiasmas ¢
acompanhado pela produgao de
univalentes, que sdo responsaveis pela nao-
disjuncdo e podem estar relacionados com
o disturbio de fuso (Plachot, 2003). Assim,
a formacdo do fuso pode ser afetada pelo
desafio metabolico do odcito ou pelos seus
precursores durante o longo periodo de
descanso no estadio dictiado no ovario,
antes da retomada da maturacao que pode
ser, diretamente, afetada pela redugdo do
pH interno (Eichenlaub-Ritter, 1998). O
envelhecimento pode comprometer a

habilidade do aparato meidtico em
balancear, diretamente, a segregagdo
cromossdmica (Plachot, 2003).

O erro do balanceamento cromossémico
pode levar a falha na fecundacdo e na
implantacdo, além da perda embrionaria,
que pode incluir a reabsor¢dao e aborto em
varios estadios da gestagdo. Estudos
comparativos entre oocitos de éguas velhas
e potras demonstraram que a aneuploidia
pode estar associada a diferencas
morfologicas citoplasmaticas secundarias,
sendo que os odcitos de éguas mais velhas
apresentam atraso na maturagdo da
metafase Il (Aguiar et al, 2002). Estes
00citos possuem menor area ocupada pelos
granulos corticais, maior area ocupada pelo
reticulo endoplasmatico liso e maiores
vesiculas  citoplasmaticas por odcito,
indicando aumento da incidéncia de
defeitos degenerativos (Armstrong, 2001).

A atuacdo da aneuploidia sobre o atraso na
maturacao do odcito pode estar relacionada,
principalmente, com a atividade do fator
promotor de maturacdo (MPF) e da proteina
quinase mitogénica ativada (MAPK;
Bertagnolli et al., 2004). A atividade dessas
quinases ¢ dirigida pela
fosforilagdo/defosforilagdo, degradagdo e
sintese de proteinas, além de ser,
propriamente, dependente do estado do
citoesqueleto do fuso no odcito. A analise
dos padrdes de fosforilagdo de proteinas em
oocitos de camundongos, parados no
estadio dictiado, prové algumas evidéncias
preliminares para taxas alteradas de sintese
ou fosforilacdo de proteinas no odcito de
individuos envelhecidos. Isto sugere uma
relacdo causal entre fosforilagdo alterada,
atividade das quinases, regulacdo do ciclo
celular e predisposicdo a aneuploidia
(Eichenlaub-Ritter, 1998).

Um ensaio sobre a atividade da MAP
quinase ¢ da MPF mostrou que a progressao
precoce da anafase I, em odcitos
envelhecidos, ¢ acompanhada pela queda
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precoce na atividade da MPF, quando o
primeiro corpusculo polar ¢ formado.
Inicialmente, a atividade de ambas quinases
sd0 menores nos oocitos de camundongos
velhos (Eichenlaub-Ritter, 1998). Parece
provavel que, em oocitos de éguas velhas,
esta reducdo seja secundaria ao aumento da
incidéncia de aneuploidia, apesar de ndo
comprovado (Ball, 2000).

Apesar da falta de comprovagdo, na espécie
eqiiina, do envolvimento da aneuploidia na
perda precoce da gestacdo, alguns trabalhos
demonstraram haver diferenca na taxa de
gestacdo entre odcitos de éguas jovens e
velhas. Assim, a taxa de aneuploidias pode
ser maior em éguas mais velhas e, até
mesmo, maior do que em seres humanos.
Independentemente dos efeitos da tuba e
das patologias uterinas, a taxa de
subfertilidade em éguas mais velhas podera
ser conseqiiéncia da fecundagdo de oocitos
que nao tiveram maturacdo meiodtica
apropriada, bem como pela maior
prevaléncia de  anormalidade  dos
cromossomos nesses animais. Isto porque o
oocito de éguas mais velhas requer maior
periodo de tempo para maturar até a
segunda metafase, quando comparado com
od6cito de éguas mais jovens (Brinsko et al.,
1995).

Além disso, por serem a formagdo do fuso
meidtico, mitético e a segregacdo
cromossdmica processos ativos,
dependentes da energia gerada pelas
mitocondrias, especula-se que o
impedimento da fun¢do mitocrondial ¢ a
principal causa do aumento da incidéncia de
anormalidades cromossdmicas em embrides
de fémeas mais velhas. Durante o
crescimento e a maturacdo do o006cito, o
nimero de mitocondrias aumenta de
dezenas a centenas, no estadio de foliculo
primordial; e de centenas a milhares no
momento da ovulagdo. Neste ponto a
replicagdo mitocondrial do oocito para e,
pelo menos em camundongos, ndo reinicia
até o inicio do estddio de gastrulacao do
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desenvolvimento do embrido. Como
resultado, o inicio da divisdo celular
embrionaria envolve um grupo finito de
mitocondrias derivadas do odcito (Rambags
et al., 2006).

Especula-se que, em éguas velhas, uma
espécie de oxigénio reativo, gerado durante
a fosforilacdo oxidativa constitutiva, tem
mais tempo para causar danos cumulativos
sobre a membrana mitocondrial do odcito.
No entanto, essa lesdo so se torna aparente
quando a demanda de energia pelo odcito ¢
maior, por exemplo, durante a maturagao in
vitro. A redugdo do numero de
mitocondrias e da qualidade de odcitos
maturados de éguas velhas pode ter um
conseqiiente efeito sobre a competéncia do
seu desenvolvimento. Em mulheres, o baixo
nimero de coépias do DNA mitocondrial
(mtDNA) do odcito tem sido associado com
a baixa fertilidade, enquanto em
camundongos, grandes danos a mitocondria
do odcito, restringe a habilidade que este
tem em sofrer a quebra da vesicula
germinal, a formagdo do fuso meidtico, a
segregacdo dos cromossomos, a extrusdo do
corpusculo polar e a formacdo do bastocisto
(Rambags et al., 2005).

Dos dados atualmente  disponiveis,
aparentemente, os defeitos do odcito (seja
por elevar a incidéncia de aneuploidia ou
por erros da copia do mtDNA) sdo as
causas mais provaveis do aumento das
perdas reprodutivas em éguas mais velhas
(Ball, 2000; Armstrong, 2001). Isto
representa somente a menor parte quando
comparado & reduzida capacidade de
desenvolvimento. Assim, o histérico do
oocito, através do desenvolvimento e da
vida reprodutiva determina a sua qualidade.
A aneuploidia aumenta com o avangar da
idade, mas, ndo é a causa exclusiva da
reduzida fertilidade. E essencial caracterizar
e identificar a causa da menor qualidade
dos od6citos de animais velhos, uma vez que
isto dard maiores informagbes sobre a



etiologia da aneuploidia, relacionada com a
idade (Eichenlaub-Ritter, 1998).

2.1.7 Ag¢ao do ambiente uterino na perda
embrionaria precoce

A perda da prenhez é um dos principais
fatores de subfertilidade na espécie eqiiina
e, tanto a fase da gestacdo em que ocorrem
as perdas quanto sua incidéncia,
relacionam-se diretamente com a satde do
trato reprodutivo (Ginther et al., 1985). Do
momento da fecundacdo do odcito, logo
apos a ovulacdo, até o estabelecimento da
placenta matura e funcional, uma série de
mudancas morfoldgicas, imunoldgicas e
endocrinologicas acontecem na tuba uterina
e no utero, e que sdo importantes para o
estabelecimento e a manutengdo da
gestacdo (Duc-Goiran et al., 1999).

Se o oocito nao for fecundado, ele se
desloca no interior da tuba uterina até a
jungdo istmo-ampola onde permanece
alojado nas dobras altamente convolutas da
mucosa tubdrica, degenerando-se
lentamente por varios meses. Por outro
lado, se o oocito for fecundado, o embrido
continua sua passagem e entra no utero
entre 144 e 168 horas apds a ovulagdo
(Allen, 2000). Para que isto ocorra, o
odcito apos ser fecundado, quando atingir o
estadio de morula compacta, necessita
secretar ~ quantidade  apreciavel  de
prostaglandina E, (PGE,; Skidmore, 2004).
Este hormoénio tem a propriedade de
relaxar a musculatura lisa da parede da
tuba uterina, permitindo ao embrido
continuar a sua movimentacdo e, com a
ajuda do batimento ritmico ciliar, consegue
entrar no liumen uterino (Allen, 2000;
Skidmore, 2004; Allen, 2005).

O embrido necessita encontrar um ambiente
uterino  adequado para que possa
estabelecer a gestacdo. Apds a cobertura, a
interacdo do espermatozoide com o tecido
uterino promove um processo inflamatorio
fisiologicamente normal que pode, em
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¢guas susceptiveis a endometrite, persistir
até o momento da chegada do embrido no
utero e, desta maneira, prejudicar a
qualidade do ambiente uterino levando a
perda embrionaria precoce (Silva et al.,
1999). Normalmente, 0  processo
inflamatdrio ¢ acompanhado por actimulo
de fluido intrauterino que esta associado a
reducdo significativa na taxa de gestagdo.
Parte do liquido encontrado no lumen
uterino pode ser oriundo da maior secreg@o
pelas glandulas endometriais, estimuladas
pelo estrégeno na fase pré-ovulatdria, além
da baixa capacidade de drenagem pelo
cérvix e pelos vasos linfaticos, como
conseqiiéncia da baixa contratilidade do
miométrio (Watson, 2000).

Considera-se que a endometrite persistente
poOs-cobertura, mais comum em éguas
acima de 14 anos de idade, esteja associada
ao atraso da limpeza fisica do utero
resultante de disfun¢do da contratilidade
uterina (von Reitzenstein et al.,, 2002;
LeBlanc, 2003). Além disso, outras
patologias, tais como lacunas linfaticas,
angiopatias e fibroses periglandulares
(endometrose) contribuam para a doenca
(LeBlanc, 2003). A razdo da baixa
atividade miometrial ainda permanece
obscura. Os  possiveis mecanismos
incluem: 1) mudangas na liberagdo,
sistémica ou local, de uterotoninas, tais
como prostaglandinas ou ocitocina; 2)
producdo  alterada de  substancias,
neuromusculares ou vasoativas, que afetam
a atividade miometrial; ¢ 3) mudangas
intrinsecas a musculatura uterina que, em
resposta, torna-se incapaz de promover
forca contratil normal (Rigby et al., 2001).
A menor contratilidade e limpeza uterina,
em éguas susceptiveis a endometrite, sdo
correlacionadas com a baixa concentragio
de ocitocina, ponto chave da contragdo
miometrial, durante a rufiacio ¢ a
cobertura, o que difere de éguas normais
que apresentam elevada concentracdo deste
horménio nesses dois momentos
(Nikolakopoulos et al., 2000).
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A maioria dos estudos se limita a éguas
normais e mostram que a baixa resposta do
miométrio, a estimulagdo por um campo
elétrico, ndo tem correlagdio nem com a
baixa expressao de receptores responsaveis
pela contratilidade miometrial, nem com a
regulacdo da concentragdo de calcio

intracelular (Watson, 2000).

Segundo LeBlanc (2003), a explicacdo para
a baixa correlagdo dos receptores para
contratilidade miometrial com a atividade
mioelétrica uterina, em éguas susceptiveis,
pode ser advinda do acumulo de oxido
nitrico (NO) no limen uterino, apods a
inseminacdo. A liberacdo endometrial de
substancias, tais como prostaglandinas,
citocinas inflamatorias e o proprio 6xido
nitrico, causam alteracdes dentro das
células musculares. Estas substancias
podem promover mudangas, tais como: a
supressdo do numero ou da fungdo das
juncdes comunicantes miometriais,
alteracdo no estado de fosforilagdo de
proteinas contrateis, e alteragdo na
expressdo de enzimas integrais nas células
musculares com func¢do contractil. Estas
mudangas podem contribuir para a
reduzida resposta de contragdo do
miométrio, sem interferir no namero de
receptores para ocitocina.

A atividade contratil do tutero é resultante
da despolarizagdo e repolarizagdo da
membrana  plasmatica  das  células
musculares lisas, sendo sugerido que um
feixe dessas células atue como células
especializadas, tipo marca-passo, que
desencadeia a atividade contratil da
musculatura uterina. Todavia, diferente do
coragdo, essas células, no tutero, ndo sao
representadas  por uma  localizagdo
anatdbmica  discreta. Qualquer célula
miometrial pode ser capaz de assumir a
funcdo de marca-passo podendo, com isto,
ocorrerem mudangas nas regides que
comandam o  desencadeamento da
atividade mioelétrica.  Alguns dados
sugerem existir regides de marca-passo no
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miométrio de €guas normais, que causam a
contragcdo inicial e, a partir de entdo,
propaga-se na diregdo do cérvix. As
regides de marca-passo, em ¢guas
susceptiveis a endometrite, aparecem mais
freqlientemente no corpo uterino, podendo
sua localizagdo ser intrinseca a éguas
problema (von Reitzenstein et al., 2002).

Outro fator importante para a limpeza
uterina € a posicdo do utero dentro da
cavidade abdominal da égua. Com o
aumento da idade e do numero de partos, o
utero adquire posicdo mais cranioventral
no abdomen. Isto ¢ incrementado pela
perda do suporte estrutural caudal do trato
reprodutivo e, com o estiramento do
ligamento largo, ocorre falha na eliminagéo
do conteudo intrauterino. O menor padrao
de propagacdo e da intensidade da
contracdo miometrial leva ao insuficiente
esvaziamento uterino (LeBlanc et al., 1998;
LeBlanc, 2003).

A degeneracdo vascular endometrial
também parece contribuir para o atraso na
limpeza uterina. Esclerose das veias,
arteriolas e artérias, tais como elastose,
fibrose, fibroelastose, fibrose perivascular e
os processos de calcificagdo tém sido
notadas em  biopsias  endometriais
provenientes de éguas com acimulo
anormal de liquido intrauterino. A angiose
parece reduzir, indiretamente, a fertilidade
por meio da menor perfusdo endometrial e
por distirbios na drenagem uterina,
causadas pela reduzida fungdo das veias e
dos wvasos linfaticos (linfangiectasia
endometrial). Conseqilientemente, levam a
persisténcia do edema endometrial,
formando as lacunas linfaticas. A
severidade das lesdes aumenta com a idade
e com o numero de partos (LeBlanc,
2003).

Em éguas normais, com tutero higido, o
embrido encontra um ambiente apropriado
para o seu desenvolvimento. Entretanto,
apos a entrada no utero o embrido passara



por um novo desafio, o de sinalizar ao
tecido uterino a sua existéncia evitando,
desta maneira, a lutedlise. Isto ird assegurar
a manutencdo de um ambiente adequado
para  suportar sua implantagdo e
desenvolvimento (Bowen e Burghardt,
2000).

A natureza bioquimica do sinal que o
embrido eqliino “informa” a égua a sua
presenca ainda permanece desconhecida.
Diferente dos ruminantes, o concepto
eqiiino ndo produz nenhuma proteina
similar ao interferon (molécula com
propriedades luteostaticas) mas, semelhante
ao embrido suino, inicia secre¢do de
grandes quantidades de estrogeno, tdo cedo
quanto 10 dias apdés a ovulagdo (Allen,
2000). Assim, hipotetizou-se que o
estrogeno embrionario promove a estase do
corpo luteo por redirecionar o fluxo
endometrial de PGF,, para longe dos vasos
venosos de drenagem uterina e, por isso,
poderia constituir 0 sinal do
reconhecimento materno da gestagdo em
eqiiinos (Allen, 2005).

Apesar da incerteza sobre a natureza desses
sinais, = recentes  experimentos  tém
estabelecido que, como em ruminantes, ha
supressdo da auto-regulagdo ciclica dos
receptores de ocitocina no endométrio,
entre os dias 10 e 16 apos a ovulagdo.
Assim, este mecanismo poderia ser parte
integral do mecanismo da manuten¢do do
corpo luteo na gestacdo eqiiina, juntamente
a liberacdo de estrogeno pelo concepto
(Allen, 2000). No entanto, existem
trabalhos (Boerboom et al., 2004) que
contestam a participagdo do concepto na
supressdo da expressdo dos receptores de
ocitocina no final do diestro, ja que,
aparentemente, ndo ocorre a inibicdo do
aumento do numero de receptores de
ocitocina em ¢guas gestantes, e sim, a
inibicdo da lutedlise por alteragdo da
expressao das enzimas envolvidas na
sintese das prostaglandinas (Aurich e
Budik, 2004). Boerboom et al. (2004)

consideram que a prevengdo da lutedlise,
em éguas gestantes, parece depender mais
da capacidade do concepto em inibir a
regulacdo da cicloxigenase 2 (COX-2), do
que a propria regulacdo dos receptores de
ocitocina. Isto se deve a demonstragao da
expressdo dos genes da prostaglandina
sintase, no endométrio eqiiino, durante o
final do diestro e inicio da gestagdo. Como
ndo hé indugdo do gene da COX-2 no dia
15 do ciclo estral, em éguas gestantes,
acredita-se ndo haver sintese de
prostaglandina por estes animais.

O efeito inibitorio do concepto sobre a
produgdo de prostaglandinas endometriais ¢
transitorio, o que exige sua interagdo
repetida ou continua com todo o endométrio
para suprimir a sua produgdo. A PGF
uterina alcancgar o corpo luteo da égua, por
rota sistémica (Ginther, 1979). O concepto
precisa interagir com a superficie de ambos
0S COrnos € 0 Ccorpo uterino para garantir a
manuten¢do do corpo luteo. Desta forma, a
sua mobilidade é funcionalmente analoga a
elongacdo do blastocisto suino, no
momento do reconhecimento materno da
gestacao (McDowell et al., 1988).

Apesar do concepto eqiliino impedir a
lutedlise por evitar que a prostaglandina
endometrial alcance o corpo luteo, pela via
sistémica, ele possui a capacidade de
secretar quantidades apreciaveis tanto de
PGF,, quanto da PGE,. Assim, a capacidade
sintética de prostandides, pela membrana
coriovitelinica, ¢ necessaria para estimular,
localmente, a contragdo peristaltica e o
relaxamento do miométrio, requerida para
impulsionar o concepto através do limen
uterino, durante 0 periodo de
reconhecimento materno da  gestagdo
(Allen, 2000).

O padrio de mobilidade da vesicula
embrionaria varia de acordo com os
diferentes dias da gestacdo, sendo limitada
entre os dias nove e 10 pds-ovulagdo.
Durante esse periodo, a vesicula
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embrionaria passa a maior parte do tempo
alojada no corpo uterino, atingindo
mobilidade maxima a partir do 11° ¢ 12°
dia pos-ovulagdo, e continuando até o 16°
(Ginther, 1984; Leith e Ginther, 1984),
quando cessa o0 movimento. Esta parada na
movimentacdo embrionaria advém da
combinagdo do seu crescimento continuo,
bem como pelo aumento do ténus uterino,
que causam a fixacdo da vesicula na base
de um dos cornos uterinos (Ginther, 1984).

A mobilidade até o 16° dia pos-ovulagido
permite a interacdo necessaria entre
concepto e o endométrio, para a
manutencdo da funcdo luteal (McDowell et
al., 1988). Pode ocorrer assincronia natural
entre 0 embrido e o ambiente uterino,
oriundos de diversas causas, tais como a
retomada tardia da primeira divisdo
meiotica ou o atraso da fecundagdao. Como
conseqiiéncia pode ocorrer
desenvolvimento embrionario retardado,
levando a falha na sinalizagdo a mae, por
falta do momento ou da forma adequada
que inicie a resposta do reconhecimento
materno, necessarias para a manutencdo da
gestacdo (Roberts et al.,, 1996). O menor
tamanho das vesiculas embrionarias
oriundas, principalmente, de coberturas
pos-ovulagdo, tem sido relacionado com a
perda embrionaria precoce em éguas. Estas
pequenas vesiculas, provavelmente,
possuem menor mobilidade e propiciam
menor bloqueio ao mecanismo luteolitico
uterino. Embora morfologicamente
normais, os embrides de menor tamanho
podem ser perdidos devido a sua
incapacidade de bloquearem a lutedlise
(Huhtinen et al., 1996).

Ap6s a fixacdo da vesicula embrionaria, o
concepto  passa pelo processo de
implantagdo, por volta do 40° dia pos-
ovulagdo (Bowen e Burghardt, 2000). No
eqiiino este processo ¢é, parcialmente,
regulado pelo fator de crescimento
epidermal (EGF) e por fatores de
crescimento semelhantes a insulina do tipo
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I e II (IGF-I e II), produzidos localmente
(Lennard et al,, 1998). A presenca de
RNAm para o fator de crescimento
epidermal (EGF), na porcdo apical das
glandulas endometriais de éguas gestantes,
tem sido implicado participando no
desenvolvimento placentario e
trofoblastico durante o periodo de fixagdo e
implantagdo  embrionaria, tanto  por
estimulo  mitogénico quanto  como
promotor de secrecdo das glandulas
endometriais, conhecida como “leite
uterino” (Schéfer-Somi, 2003).

Outros fatores de crescimento mitogénicos,
tais como IGF-I e II, sdo secretados pelo
trofoblasto e por muitos outros tecidos
embrionarios e fetais, a partir dos 20 dias
apos a ovulagdo, em éguas gestantes. O
IGF-I acumula-se nas células epiteliais e
glandulares do  endométrio  eqiiino
regulando o crescimento endometrial e/ou
trofoblastico (Lennard et al., 1998). Ele
estimula a captacdo de glicose, a sintese de
proteinas e a proliferacdo celular, além de
atuar como um fator de sobrevivéncia, por
diminuir a apoptose celular (Herrler et al.,
2000). Atualmente, pouco se conhece sobre
a sintese de IGF-I ou a expressao de seus
receptores pelo embrido eqiiino. No
entanto, acredita-se que o embrido possa
elevar a secrecdo endometrial de IGF-I,
sendo que este processo representa um
importante sinal, paracrino ou autdcrino,
que auxilia o inicio da gestagdo (Lennard et
al., 1998).

A sintese de IGF-I pelo concepto, antes da
implantagdo, tem levado a resultados
conflitantes devido a alguns investigadores
descreverem a presenga de RNAm para
este hormdnio, apenas durante o estadio de
blastocisto. Por outro lado, o IGF-I
materno esta sempre presente na tuba e nas
secre¢des uterinas que envolvem o
concepto. A constatacdo do RNAm para
proteinas ligadoras de IGF (IGFBPs), na
cobertura externa do concepto de alguns
mamiferos na pré-implantagdo, leva a



especulagdo de que o concepto possa
regular a biodisponibilidade do IGF, por
meio dessas proteinas, aumentando o seu
desenvolvimento (Herrler et al., 2000).

E provavel que esses fatores de
crescimento, o EGF das glandulas
endometriais maternas ¢ o IGF-II dos
tecidos fetais, exer¢am papel no inicio e na
manutencdo da  hiperplasia e na
remodelagem da arquitetura do endométrio
e do alantocorion, durante 0
desenvolvimento da placenta eqiiina.
Assim, alguns fatores externos, tal como a
privacdo alimentar, podem interferir no
estadio de desenvolvimento, acarretando na
perda  embrionaria, ao impedir a
diferenciagdo e fixacdo do concepto. Com
isto, diminui a capacidade da placenta
epiteliocorial de continuar seu crescimento
ao longo da gestacdo, visando suprir as
demandas nutricionais para o rapido
crescimento fetal (Allen, 2000).

Os indices de mortalidade embrionaria, no
inicio da gestacdo sdo mais elevados
quando comparados com estadios mais
avancados (Ginther et al., 1985). Isto se
deve, provavelmente, ao inadequado
ambiente uterino quando da chegada do
embrido ao ttero, por volta do 6° dia; e
pela falta de mobilidade do mesmo entre o
11° e 15° dia, que leva a auséncia do
reconhecimento materno da  gestagdo
(Blue, 1981). As perdas embrionarias
precoces aumentam com a idade da égua
(Chevalier-Clément, 1989), provavelmente,
por defeitos no odcito, embora alteracdes
no ambiente da tuba e do utero colaborem
para isto, em animais mais velhos (Ball,
2000).

2.2 Predicao da eficiéncia reprodutiva do
garanhao

Como um TUnico garanhdao poder ser
exigido para a cobertura de um grande
numero de éguas, a sua fertilidade exerce

papel critico na eficiéncia reprodutiva do
plantel (van Buiten et al., 2003). Ele ¢
considerado como uma importante fonte de
variagdo na fertilidade, independentemente
da forma de utilizagdo do sémen (monta
natural, inseminag¢do com sémen a fresco,
resfriado ou congelado) (Palhares, 1997).

Alguns autores consideram que a espécie
eqiiina possui os indices mais baixos de
fertilidade quando comparada com as
demais espécies domésticas. Isto pode ser
conseqiiéncia da tendéncia de se atribuir a
fémea os problemas de infertilidade,
comprometendo uma avaliagdo mais
criteriosa que envolva o macho (Fernandes
¢ Pimentel, 2002). Dentre estas avaliagoes,
a predicdo da habilidade fecundante do
espermatozoide tem grande importancia
econOmica, principalmente em rebanhos
comerciais que utilizam a inseminacdo
artificial. Os métodos classicos de
avaliagdo do sémen, geralmente, mensuram
a concentragdo espermatica, a motilidade
progressiva, a percentagem de células
viaveis e a morfologia do acrossoma.
Entretanto, essas analises sdo falhas em
detectar e predizer a fertilidade
espermatica, naquelas amostras que nao
forem avaliadas como de muito baixa
qualidade seminal (Gadea, 2005).

A literatura sobre a relagdo entre a
qualidade espermatica e a fertilidade ¢
contraditéria, embora muitos autores
tenham reportado que a percentagem de
espermatozoides, morfologicamente
normais ou anormais, esteja relacionada
com a taxa de concepcdo (Parkinson,
2004). Mesmo que as diferencas de manejo
sejam consideradas importantes no estudo
da relacdo entre fertilidade e qualidade
seminal, na espécie eqiiina, pode-se esperar
indices de concepcdo mais elevados e
melhor eficiéncia reprodutiva a medida que
existam maiores percentuais de
espermatozoides normais no ejaculado
(Fernandes e Pimentel, 2002). Apesar
disto, muitos trabalhos relatam que nenhum
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dos pardmetros de qualidade do sémen,
comumente analisados, sejam confidveis
ou, consistentemente, relacionados com a
fertilidade (Parkinson, 2004).

Dentre as varidveis relacionadas ao macho
e que podem contribuir para a taxa de
fertilidade do rebanho, a qualidade
espermatica se sobressai. Isto porque o
espermatozoide pode sofrer diferentes
processos que determinam a fecundagéo do
oocito viavel e, dentre eles, o seu
transporte até o local da fecundagdo, sua
manutengdo no trato reprodutivo da fémea
att a chegada do odcito e,
conseqiientemente, a penetracdo do mesmo
(Troedsson et al., 1998).

Em geral, garanhdes com menos de trés ou
mais de 14 anos de idade possuem baixa
qualidade seminal. O tamanho dos
testiculos do garanhdo continua a crescer
até, aproximadamente, seis anos de idade e,
com isso, a producdo espermatica de
garanhdes mais jovens tende a ser menor
do que a de garanhdes mais velhos.
Garanhdes mais velhos sd3o  mais
susceptiveis a produzirem espermatozoides
com anomalias morfoldgicas, e a taxa de
gestacdo por ciclo é, aproximadamente, 8%
menor do que a de animais com idades
entre trés e quatorze anos (van Buiten et
al., 2003).

A reduzida qualidade do sémen de
garanhdes mais velhos pode indicar a
existéncia de uma idade critica na qual
alguns garanhdes produzem elevado
numero de espermatozodides anormais,
devido aos defeitos na espermatogénese e
na fun¢do  epididimaria.  Espera-se,
normalmente, o declinio na fertilidade de
garanhdes com idade acima de 10 anos,
sendo que animais com 14 anos de idade
ou mais podem estar proximos do fim da
sua vida util reprodutiva e, por isto, devem
ser usados somente com o cuidadoso
monitoramento da qualidade seminal e da
carga de trabalho. Entretanto, deve-se
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ressaltar que existem garanhdes, desta faixa
etdria, que continuam a  produzir
espermatozoides normalmente (Dowsett ¢
Knott, 1996).

O envelhecimento do gameta masculino,
semelhante ao que ocorre com o odcito,
pode acarretar em maior numero de
aberracdes cromossomicas ¢ desordens
genéticas nas células espermaticas. Este
aumento na freqiiéncia de anomalias
cromossOmicas estruturais, relacionada a
idade, pode ser secunddrio a continua
divisdo celular, ja que a espermatogénese €
um processo ininterrupto que se inicia na
puberdade e sofre, entdo, alto nimero de
replicagoes e duplicacdes de DNA, durante
o seu tempo de vida. Em humanos adultos,
23 divisdes celulares ocorrem durante a
espermatogénese, ao longo do ano. Desta
forma, a espermatogonia de um homem
com 28 anos de idade tera sofrido,
aproximadamente, 380  mitoses e
replicagdes de DNA. Devido a esses altos
numeros, o risco de erros transcripcionais
de DNA aumenta com o envelhecimento
(Plas et al., 2000).

Os efeitos da idade sobre a fertilidade de
garanhdes mais velhos ainda sdo pouco
documentados, mas incluem a redugdo na
producdo  espermatica, associada &
progressiva degeneracao testicular,
podendo comprometer a libido e a
capacidade de monta (McDonnell, 2005).

Recentes evidéncias sugerem que a causa
da falha reprodutiva de animais mais
velhos se inicia, precocemente, em nivel
testicular e, entdo, se difunde para as duas
areas do cérebro envolvidas na regulagdo
da reproducdo, o hipotadlamo (regido
produtora de GnRH) e a hipofise (estrutura
que produz as gonadotropinas, LH e FSH;
Roser, 2000). Ha muitos anos foi
demonstrado que a espermatogénese ¢
dependente da normalidade funcional do
eixo hipotalamico-hipofisario-testicular, e
que envolve mecanismos enddcrinos



classicos, além da modulacdo paracrina e
autdcrina. Recentemente, foi postulado que
o testiculo, do garanhdo, ¢ modulado pelo
sistema paracrino/autécrino. No entanto,
mais trabalhos sd3o necessarios para
determinar o envolvimento dos fatores
locais na interagdo célula a célula, e que
corroborem essa idéia (Roser, 2001).

Estudos em outras espécies, que ndo a
eqiiina, indicam que a funcgdo reprodutiva
normal pode depender dos fatores locais,
como o IGF-I, além das gonadotropinas e
dos esteroides. Considera-se que os valores
de IGF-I variam com a fertilidade em
algumas espécies, inclusive a humana,
sendo possivel usa-lo como marcador do
declinio da fertilidade. Todavia, ndo ha
evidéncia no garanhdao e, sendo nesta
espécie, mais correlacionado com o inicio
da puberdade (Hess e Rose, 2001). Apesar
disto, alguns autores demonstraram existir
producdo de IGF-I no testiculo de
garanhdes, tanto pelas células de Leydig
quanto pelas de Sertoli (Roser, 2001).

A predicao da fertilidade, em garanhdes, ¢
um dos grandes problemas, principalmente
nos casos de subfertilidade em que,
normalmente, os machos apresentam
nimero suficiente de células com
motilidade progressiva e espermatozdides
morfologicamente normais, ndo sendo
capazes de estabelecerem taxas de gestagdo
aceitaveis (Almahbobi et al., 1988).

Atualmente, as pesquisas tentam encontrar
fatores que possam  servir como
marcadores diagnoésticos. Dentre as varias
proposi¢des, cogita-se que a alteragdo da
razdo entre colesterol e fosfolipidios, na
membrana plasmatica, possa impedir a
fecundacdo do odcito por interferir no
processo de capacitagdo espermatica e na
reacdo acrossOmica. Aparentemente, a
elevacdo da razdo colesterol-fosfolipidio,
tanto na membrana espermatica quanto no
plasma seminal, promovem falhas na
reagdo acrossomica dos garanhdes. Isto

acarreta mudancas bioquimicas envolvendo
os lipidios de membrana, que t€ém grande
influéncia sobre a permeabilidade e fluidez
da membrana espermatica (Brinsko et al.,
2006).

Além da mudanga na composicgdo lipidica,
os espermatozoides de garanhoes subférteis
também podem  diferir em  suas
propriedades de superficie, relacionadas as
moléculas receptoras da zona pelucida, ou
podem diferir quanto a transdugdo da
cascata de eventos relacionadas aos
receptores. Estas anomalias podem ser
intrinsecas a uma subpopulacdo de células
espermaticas, e tém origem durante a
espermatogénese, maturagdo espermatica
epididimaria ou resultarem da composigdo
do fluido seminal (Meyers et al., 1996).
Todavia, a fungdo dos varios componentes
protéicos do plasma seminal ainda € pouco
entendida.

Devido a fertilidade variar dentro e entre
garanhdes, postula-se que as proteinas
associadas a fertilidade podem ser
localizadas no plasma seminal, e suas
respectivas concentragdes podem estar
correlacionadas com a fertilidade. Alguns
estudos sugerem que ha uma possivel
relagdo entre essas proteinas plasmaticas
seminais e¢ a fertilidade em garanhdes
(Brandon et al., 1999).

A reproducdo bem sucedida requer a
finalizacdo de uma complexa cascata de
eventos. Por parte do garanhdo, os passos
chave para a eficiéncia reprodutiva sdo a
espermatogénese, a espermiogénese € a
maturacdo  espermatica.  Durante a
ejaculagdo, diferentes secregdes das
glandulas acessorias provocam importantes
alteragdes na composicdo da membrana
espermatica e nas proteinas de superficie
que, ao passarem através do trato genital
feminino, interagem com a membrana da
tuba uterina, sofrendo capacitagdo. Quando
as células espermaticas encontram o odcito,

\

necessitam se ligar a zona pelicida, que
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desencadeia a  reagdo  acrossOmica,
permitindo ao espermatozoide penetrar a
zona para que, entdo, a célula espermatica
possa se ligar 8 membrana do odcito ¢ se
fundir, completando a fecundacdo. Todos
esses passos sdo mediados por véarios
fatores, que possuem diferentes pontos de
controle e, assim, dificultando a
determinacdo dos pontos limitantes a
concepcao, por parte da andlise reprodutiva
do macho (Leeb et al., 2005).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacdo, condicbes climaticas e
periodo experimental

O trabalho foi realizado em dois periodos:
1) De outubro a dezembro de 2005 nas
instalagbes da Sede do Regimento de
Cavalaria Alferes Tiradentes (RCAT), da
Policia Militar do Estado de Minas Gerais,
no municipio de Belo Horizonte, localizado
na regido da Zona Metaltrgica do Estado de
Minas Gerais, situado a 19° 55° 15 de
latitude S e 43° 56’ 16°° de longitude W
Gr., a uma altitude média de 832 m e clima
do tipo Cwa, de acordo com a classificagao

de Kdeppen, ou seja, inverno seco e verdo
chuvoso; e 2) De janeiro a margo de 2006
nas dependéncias do Nucleo Eqiiino de
Reprodugido (NER), também pertencente ao
RCAT, no municipio de Florestal, no
Estado de Minas Gerais, localizado a 19°
56’ 15”7 de latitude S e 44° 26° 15 de
longitude W Gr., a uma altitude aproximada
de 500 m acima do nivel do mar e clima
tipo Cwa.

Os dados climaticos correspondentes ao
periodo experimental estdo contidos nas
Tab. 1 e 2 (valores médios), e foram obtidos
no 5° Distrito de Meteorologia do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Por falha nos
equipamentos de mensuragdo climatica
durante o periodo de janeiro a mar¢o do ano
de 2006, na estacdo de Florestal, o MAPA
ndo pdde realizar a leitura dos dados
meteorologicos do referido municipio.
Assim, a Tab. 2 representa a média dos
dados meteorologicos mensurados durante
o periodo de 30 anos (1961/1990), sendo
aqui expostos com o intuito de demonstrar
as tendéncias climaticas do municipio
durante o periodo experimental.

Tabela 1: Dados meteoroldgicos médios do municipio de Belo Horizonte durante o periodo

experimental (Outubro de 2005 a Marco de 2006).

Periodo Temperatura (°C) Prec‘jlplta’u;ailo Quantlldade UR.do Insolagao

(més/ano) | Média | Meéd. | Média Pluviométrica dedias | - (%) | Didria* | Mensal*
Min. | Comp. | Max. (mm/més) | chuvosos/més (horas) | (horas)

Outubro/05 20,7 24,5 30,3 50 6 56,7 7,09 219.8

Novembro/05 18,5 21,3 25,3 300 23 74,0 6,05 181,6

Dezembro/05 18,5 22,5 26,5 390 20 71,3 4,40 136,5

Janeiro/06 20,6 24,2 28,4 140 10 62,3 6,35 196,9

Fevereiro/06 21,5 24,5 29,8 130 9 70,2 6,61 185,2

Marco/06 21,2 *E 28,1 270 18 74,1 4,67 144,8

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Instituto Nacional de Meteorologia (INMET),
52 Distrito de meteorologia (DISME). *Horas de sol direto, sem a obstrugdo de nuvens.
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Tabela 2: Dados meteorologicos do municipio de Florestal — média de 30 anos (1961/1990).

Periodo Temperatura (°C) Preglpltgggo Quantlldade UR.do Insolagao
as/ Média | Méd. | Média | Pluviométrica de dias 0 Diaria* | Mensal*
(més/ano) : m/mé h mes | & (%)

Min. | Comp. | Max. (mm/més) | chuvosos/més (horas) | (horas)

Outubro/05 15,7 21,4 27,8 128,8 10 70 5,69 170,9

Novembro/05 17,0 21,7 28,5 240,0 15 74 5,36 160,8

Dezembro/05 17,6 22,0 28,2 304,6 18 77 4,67 140,2

Janeiro/06 17,8 22,6 28,9 299.4 16 77 5,49 170,4

Fevereiro/06 17,4 22,8 29,6 186,7 11 76 6,17 173,0

Marco/06 16,9 22,3 29,7 135,0 11 76 6,51 202,0

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Instituto Nacional de Meteorologia (INMET),

5° Distrito de meteorologia (DISME). *Horas de sol direto, sem a obstrugdo de nuvens.

3.2 Delineamento Experimental

Foram utilizados 84 ciclos estrais de 50
éguas mesticas do tipo militar, totalizando
1398 palpagdes transretais para o
diagnostico da ovulagdo. Os animais foram
agrupados e uniformizados segundo a
idade, categoria (potras, éguas solteiras ou
éguas com potro ao pé) e data do parto. As
éguas foram distribuidas ao acaso, por meio
de sorteio, em dois grupos (P1 e P2) de
intervalos de palpagdo (a cada 24 ou 12
horas) para cada garanhdo, com numero
desigual de repeti¢des, seguindo um
esquema fatorial 2 x 2, considerando-se o
efeito dos dois sistemas de palpacgao
transretal e dos dois garanhdes (G1 e G2),
como descritos a seguir:

e TI1 - éguas palpadas uma vez por
dia (P1) e cobertas, apds a detecg¢ao
da ovulagdo, pelo garanhdo G1 —
P1G1 (17 éguas);

e T2 - éguas palpadas duas vezes por
dia (P2) e cobertas, apds a detec¢ao
da ovulagdo, pelo garanhdo Gl-
P2G1 (20 éguas);

e T3 - ¢guas palpadas uma vez por
dia (P1) e cobertas, apds a deteccdo
da ovulagdo, pelo garanhdo G2 —
P1G2 (12 éguas);

e T4 - éguas palpadas duas vezes ao
dia (P2) e cobertas, apds a deteccdo
da ovulagdo, pelo garanhdo G2 —
P2G2 (10 éguas).

Apoés as andlises estatisticas, ndo foram
encontradas diferencas entre os tratamentos
(T1, T2 T3 e T4) e, por isso, mensurou-se o
efeito dos intervalos de palpacao (P1 e P2),
independente do garanhdo, como descrito a
seguir:
e TI1 - éguas palpadas uma tnica vez
ao dia e cobertas apos a deteccdo da
ovulagdo (29 éguas);

e T2 - éguas palpadas duas vezes ao
dia e cobertas apds a detecgdo da
ovulagdo (30 éguas).

Por ndo ter sido encontrada diferenga
estatistica entre os tratamentos para as duas
localidades experimentais agrupou-se 0s
dados, sendo entdo, analisados conforme
citado acima.

3.3 Animais e manejo experimental
3.3.1 Eguas

Utilizou-se um total de 50 éguas mestigas,
com idade variando de quatro a vinte e
quatro anos, pertencentes a trés categorias
reprodutivas (éguas com potro ao pé, éguas
solteiras e potras), com escore da condi¢do
corporal médio igual a trés (escala 1 a 5),
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avaliado pela palpacdo da cobertura de
gordura nas regides do costado, dorso-
lombar, garupa e inser¢ao da cauda, onde o
escore um refere-se aos  animais
extremamente magros € o0 cinco aos obesos
(Silva, 1995).

3.3.1.1 Manejo reprodutivo, diagnostico de
ovulagdo e cobertura das éguas

Antes do inicio da estagdo de monta, as
éguas foram submetidas a exame
ginecologico por meio de ultra-sonografia e
palpacdo transretal, avaliando-se as
caracteristicas da genitalia externa e interna.
A partir  destes exames, foram
diagnosticados  problemas reprodutivos
(cistos endometriais ¢ acimulo anormal de
liquido intrauterino) em 13 éguas que,
entdo, foram agrupadas e alocadas, por
meio de sorteio, entre os quatro grupos
experimentais, descritos anteriormente.
Nenhuma égua que tenha apresentado
problema quanto a higidez uterina foi
descartada, e todos os ciclos foram
contabilizados e utilizados nas analises
estatisticas.

Durante a estacdo de monta, o controle
folicular didrio foi registrado em fichas
individuais, obedecendo-se ao sistema
proposto por Greenhof e Kenney (1975),
onde o manejo reprodutivo foi baseado no
esquema descrito por Palhares (1987),
sofrendo  algumas  adaptacdes  para
atenderem aos objetivos do trabalho (Fig.

1.

As éguas foram palpadas e rufiadas
individualmente, a cada trés dias, até o
inicio do cio e/ou da presenca de um
foliculo de 2,0-2,5cm de diametro, presente
em um dos ovarios. A partir dai, as
palpacdes retais e as rufiagcdes tornaram-se
diarias até o momento da ovulacdo, sendo
os animais pertencentes aos tratamentos 1
(P1) e 2 (P2) palpados a intervalos de 24
(07:00h) ou 12 horas (as 07:00h ¢ 18:00h),
respectivamente. Apo6s a deteccdo da

1 Lutalyse® - Laboratério Rhodia - Mérieux Veterinaria Ltda
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ovulagdo os animais foram cobertos por
monta natural apds a higienizacdo do
perineo das éguas, com agua ¢ sabdo de
coco, seguida de secagem com papel toalha,
bandagem da cauda e contencdo das
mesmas para que nao houvesse o risco de
lesdo ao garanhdo e ao médico veterinario.

Na cobertura, logo apds a penetracao
vaginal, verificaram-se os pulsos uretrais
para confirmacdo da ejaculagdo. Os
garanhdes que ndo demonstravam pulso
ejaculatorio uretral permaneciam  por,
aproximadamente, 10 minutos em descanso
para retornar a cobertura. O mesmo
procedimento foi realizado com o garanh@o
que necessitava cobrir, seguidamente, mais
de uma égua.

Apos a cobertura, as éguas foram mantidas
afastadas do controle folicular diario, até o
momento da rufiagdo de retorno, realizado
entre 0 15% ¢ 0 21° dia apos a ovulagdo. O
diagnostico de gestagdo foi feito por
palpagdes transretais nos dias 17, 25, 30,
35, 40, 45, 60 e 90 apods a ovulagdo. Para a
rufia¢do utilizou-se um macho inteiro, sem
raca definida, submetido a amputacido da
glande. As éguas com diagndstico negativo
de gestacdo voltavam para o mesmo
tratamento, de acordo com os intervalos de
palpagdo previamente estabelecidos.
Durante a rufiagdo anotavam-se, em fichas
e quadros apropriados, para o controle
reprodutivo, as caracteristicas
comportamentais das éguas.

No inicio da estagdo de monta (outubro de
2005), trés éguas receberam doses didrias
de  prostaglandina ~ F,a  (Dinoprost
trometamina' - 5mg), por trés dias
consecutivos, por apresentarem falhas na
dindmica de crescimento folicular ovariano.
Das éguas diagnosticadas com algum
problema relacionado a reproducdo, uma,
apos a segunda cobertura, foi verificado
acimulo anormal de liquido intra-uterino.
Isto, no momento da rufiagdo de retorno.
Em outra égua, constatou-se pneumovagina
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Figura 01 - Organograma para o controle reprodutivo das éguas. P1 e P2 = intervalo de palpagdes; G1 e
G2 = garanhdo utilizado na cobertura. Adaptado de Palhares (1987).

e pneumoutero, apresentando distensdo
anormal do utero. Estes dois animais
tiveram o utero lavado com solucdo de
Ringer com Lactato de Sodio aquecido a
37°C e receberam tratamento com
prostaglandina F,a (5mg), duas vezes ao
dia, por dois dias consecutivos, ¢ uma Unica
dose de ocitocina' (10 U.L), no primeiro dia
do tratamento.

3.3.1.2 Manejo nutricional e instala¢des das
éguas

O manejo nutricional consistiu no
fornecimento didrio de cerca de 10 kg de
capim elefante (Pennisetum purpureum,
Schum.) picado, 2 kg de feno de alfafa
(Medicago sativa, L.), 3 kg de racdo
comercial peletizada®, sal mineralizado® e
agua ad libitum.

Os animais alojados no RCAT foram
mantidos em baias de alvenaria medindo
cerca de 4,5 m?, com piso cimentado e
cama de serragem, durante a maior parte
do dia e a noite. Na estagdo de Florestal
(NER), as éguas recebiam o0 mesmo manejo
nutricional. No entanto, ficavam alojadas
em piquetes de capim Brachiaria brizantha.

3.3.2 Garanhoes

Foram utilizados dois garanhdes (G1 e G2)
da raga Brasileira de Hipismo, com idade de
21 e 18 anos, respectivamente, e que
cobriam as éguas ovuladas apds o sistema
de palpacao retal diaria a intervalos de 24 e
12 horas.

Antes do inicio da estacdo de monta, os

garanhdes foram submetidos a exame
andrologico com inspecdo e palpagdo da
genitalia externa, avaliacdo do

1 Ocitocina VitalFarma® - Laboratério Vital Farma - Industria Farmacéutica Vital Farma Ltda

2 Nutriage® - Guabi
3 Centauro® - Guabi
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comportamento sexual, bem como pela
avaliagdo fisica e morfoldgica do sémen. Os
animais apresentaram alguns sinais de
disfun¢do organica ou reprodutiva. O
garanhdo G1, antes do inicio da estagdo de
monta, apresentava miosite no membro
posterior direito que foi restabelecido antes
do inicio da mesma, e o garanhdo G2
encontrava-se em repouso sexual ha seis
anos.

Ao exame fisico do sémen, no inicio da
estacdo de monta, o garanhdo Gl
apresentou 5% de defeito de cauda, 3% de
defeito de cabeca, 5% de defeito de peca
intermedidria, 3% de gota citoplasmatica
proximal, 4% de gota citoplasmatica distal
e 80% de células normais. J4, o garanhdo
G2, apresentou 19% de defeito de cauda,
1% de defeito de cabega, 3% de gota
citoplasmatica proximal, 5% de gota
citoplasmatica distal e 72% de células
normais.

Os defeitos espermaticos do garanhdo G2,
no inicio da estagdo de monta, foram
condizentes com o quadro de repouso
sexual, melhorando-se o perfil apés o
esgotamento das reservas espermaticas
extragonadais, realizadas por meio de
coletas  diarias, durante sete  dias
consecutivos. Todavia, a avaliacdo do
garanhdo G1 apenas ratificou exames
realizados na estagdo de monta anterior
(2004/2005) (Xavier, 2006), quando o
animal foi considerado de baixa viabilidade
espermatica por nao suportar o manuseio,
como resfriamento ou congelamento
(Anexo 7.3), porém, nao demonstrando
nenhuma restrigdo quanto ao uso a fresco
por meio de monta natural. Desta forma, foi
demandada sua utilizagdo e, entdo,
considerados aptos a experimentacao,
segundo as recomendacgdes de Pickett et al.
(1987).

Durante toda a estagdo de monta foram
contabilizados 84 saltos, 58 do garanhdo Gl
e 26 do garanhao G2, sendo 15 coberturas

1 Nutriage® - Guabi
2 Centauro® - Guabi
3 Statistical Analysis System — versdo 5.0 (Microsoft®)
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realizadas a tarde e 69 pela manha. Apenas
cinco saltos foram repetidos, por nao se
constatar a pulsdo uretral no momento da
primeira tentativa de cobertura. Destes,
quatro foram oriundos do garanhdo GI e
um do garanhio G2.

3.3.2.1 Manejo nutricional e instalagdes dos
garanhoes.

Quanto ao manejo nutricional, os garanhdes
alojados na estagdo de monta de Belo
Horizonte (RCAT) recebiam ,diariamente,
cerca de 10 kg de capim elefante picado
(Pennisetum purpureum, Schum.), cerca de
3 kg de feno de alfafa (Medicago sativa,
L.), 3 kg de ragio comercial peletizada', sal
mineral® e agua ad libitum.

Os animais permaneciam totalmente
confinados em baias de alvenaria de 9 m’
com piso cimentado, recoberto por cama de
serragem, sendo retirados apenas nos
momentos de cobertura das éguas. Na
estacdo de monta de Florestal (NER), o
manejo nutricional foi idéntico. No entanto,
os garanhdes eram mantidos em baias de 25
m’, sendo soltos em piquete de 600m’, em
dias alternados.

3.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa S.A.S.’, por meio
da aplicacdo de um modelo que inclui os
efeitos fixos do intervalo de palpagdes, do
garanhdo ¢ a interagdo dessas varidveis
sobre as variaveis quantitativas (idade,
numero de éguas, nimero de ciclos estrais,
numero de ciclos estrais/égua, intervalo
entre palpagdes, intervalo
palpacdo/cobricdo, numero de ciclos
estrais/éguas vazias, numero de ciclos
estrais/éguas gestantes).

Os dados proporcionais (taxa de
concepcao/ciclo estral e taxa de concepgao
total) foram submetidos ao Teste de Exato
de Fisher. Para as varidveis quantitativas



(mimero de ciclos/égua, nimero de ciclos
estrais/égua gestante, numero de ciclos
estrais/égua vazia, intervalo de palpagdes,
intervalo ovulacdo/cobertura, idade da
égua/tratamento e a eficiéncia de prenhez)
aplicou-se a analise GLM (general linear
model - S.A.S.) para que pudesse ser
retirado o efeito das parcelas perdidas.
Sendo que para a comparacdo de mais de
duas médias utilizou-se o Teste de Student-
Newman-Keuls (SNK) e o Teste t de
Student na comparacgdo de duas médias.

A eficiéncia de prenhez, por se tratar de
uma variavel qualitativa, foi convertida em
dados quantitativos, segundo proposta de
Voss et al. (1975), atribuindo-se pontos
para cada ciclo estral coberto, da seguinte
forma: o valor dez foi dado para éguas que
conceberam no primeiro ciclo estral; oito
para concepgdo no segundo ciclo; seis para
o terceiro ciclo e zero para os ciclos em que
ndo houve concepcao. Dessa forma, obteve-
se um valor numérico médio, para cada
grupo experimental, quando se processou a
analise de variancia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao das variaveis

Levando-se em consideracdo o que foi
sugerido por Valle (1997), as seguintes
caracteristicas foram avaliadas, referindo-se
ao efeito do intervalo da palpagdo a
cobertura sobre a fertilidade de éguas: idade
da égua/tratamento, numero de ciclos
estrais/égua, intervalo de palpacdes,
intervalo ovulagdo/cobertura, nimero de
ciclos estrais/égua vazia, nimero de ciclos
estrais/égua gestante, taxa de
concepcao/ciclo, taxa de concepgao total e
eficiéncia de prenhez.

Estas caracteristicas reprodutivas podem ser
classificadas em dois tipos de parametros:
os de controle ¢ os de resultado. Os
parametros de controle referem-se aos que

fornecem informacdes sobre a
homogeneidade dos tratamentos ndo sendo,
como os de resultados, respostas a
determinado tratamento. Dentre estes,
classifica-se: 1) numero de ciclos - nimero
de repetigdes (“n”) utilizado em cada
tratamento; 2) idade - idade média (meses)
das éguas utilizadas em cada tratamento; 3)
numero de ciclos/égua - nimero de ciclos
utilizados por cada égua, dentro de cada
tratamento; e 4) nimero de coberturas/ciclo
estral - nimero médio de coberturas
realizadas por ciclo, considerando-se todos
os ciclos de cada tratamento (positivos e
negativos).

Ja os parametros de resultados, fornecem
informacgdes sobre as respostas reprodutivas
dos animais obtidos em cada grupo
experimental, tais como: a) nimero de
cobertura/ciclo positivo - nimero médio de
coberturas realizadas por ciclo estral,
considerando-se apenas os ciclos que
resultaram em gestagdo; b) numero de
cobertura/ciclo estral negativo - numero
médio de coberturas realizadas por ciclo
estral, considerando-se apenas os ciclos que
ndo resultaram em gestacdo; c) nimero de
ciclos/concepcdo - numero de ciclos
necessarios para a obtencdo de cada
gestacdo  (numero de ciclos/gestacdo
obtida); d) nimero de ciclos/égua gestante -
numero de ciclos necessarios para que cada
¢gua ficasse gestante; e) taxa de
concepgdo/ciclo estral - numero de éguas
gestantes em relagdo ao numero de éguas
trabalhadas em cada ciclo, multiplicado por
100 (nimero de gestacdes obtidas/niimero
de ciclos trabalhados x 100); f) taxa de
concepgdo total - refere-se ao niimero de
¢guas gestantes em relacdo ao numero de
¢guas trabalhadas em cada tratamento,
multiplicado por 100; e g) eficiéncia de
prenhez - corresponde a transformagdo dos
valores qualitativos da gestacdo por ciclo
estral, por meio de diferentes pontuagdes da
taxa de concepgao/ciclo estral.
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Os dados dos parametros de resultado e de
controle, de acordo com os grupos

definidos pelos intervalos palpacdo e
cobertura, estdo relacionados na Tab. 3.

Tabela 3: Pardmetros reprodutivos e de controle de éguas mesticas submetidas a duas
freqiiéncias de palpagao retal (24 e 12 horas) e cobertas por dois garanhdes.

Garanhéo 1 Garanhéo 2

Intervalo de Palpac6es 24 horas (P1G1) 12 horas (P2G1) | 24 horas (P1G2) 12 horas (P2G2)
Parémetros avaliados
N¢ de Eguas 17 20 12 10
N de Ciclos 25 33 16 10
N° de Ciclo/ Figua 1,32 + 0,48 1,45 +0,62° 1,25 + 0,45%° 1,00 + 0,00
N de Ciclo/Egua vazia 1,25+0,45 1,25+ 0,44 1,22 £ 0,44 1,00 + 0,00
N de Ciclo/Egua Gestante 1,44 + 0,53 1,77 £0,73° 1,29 £ 0,49 1,00 £ 0,00
Idade das Eguas 104,56 + 47,46 116,73 £65,80™" | 156,38 +82,98" 159,70 + 85,54°
Intervalo de Palpagdo (h) 23,45 +2,23° 12,66 + 2,40° 24,12 + 0,50° 12,64 + 1,68°
Intervalo de Palpagao/Cobertura (h) 1,04 £ 0,79 1,09 £ 0,66 1,43 £0,55 1,09 + 0,62
Taxa Concepgdo/Ciclo (%) 36,00 (9/25) 39,40 (13/33) 43,75 (7/16) 60,0 (6/10)
Taxa de Concepgdo Total (%) 52,9 (9/17) 65 (13/20) 58,3 (7/12) 60 (6/10)
Eficiéncia de Prenhez 3,28 £4,50 3,33+4,29 4,13 +£4,87 6,00 £5,16
Perda Gestacional (%) 11,10 (1/9) 7,69 (1/13) 14,29 (1/7) 33,33 (2/6)

> Médias seguidas por letras minusculas, na mesma linha, diferem (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls

(SNK).

4.2 Numero de éguas e de ciclos estrais
por grupo de intervalo de palpacGes
retais

O numero de éguas e de ciclos estrais por
intervalo de palpacdes retais (tratamentos)
foi analisado como pardmetro de controle,
sendo que os tratamentos P1Gl1, P2Gl,
P2G2 e P2G2 apresentaram 17 e 25 ciclos,
20 e 33, 12 ¢ 16, ¢ 10 e 10 éguas e ciclos
estrais, respectivamente.

A desigualdade quanto ao numero de éguas
alocadas entre os quatro tratamentos,
ocorreu por fatores nao controlados durante
a experimentacdo. No principio, o desenho
experimental contemplava a utilizagdo de
apenas um garanhdo (Gl), no entanto,
devido sua qualidade seminal, refletido pela
alta taxa de repetigdo de cio no inicio do
experimento, optou-se pela utilizagdo de um
segundo garanhdo (G2) que foi introduzido
no experimento durante o terco médio da
estacdo de monta. Assim, os tratamentos
que utilizaram o garanhdo G2 tiveram
menor numero de éguas, pois, algumas
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delas ja tinham sido cobertas pelo garanhdo
G1 e diagnosticadas como gestantes. Logo
o numero restante de éguas vazias foram
uniformizadas e distribuidas aleatoriamente
entre 0os quatro tratamentos. Além disto,
¢guas e potros acometidos por alguma
enfermidade foram retirados da
experimentagdo para que O0S mesmos
pudessem ser tratados. Isto implicou em
posterior  realocagdo  das  unidades
experimentais para que se mantivesse a
uniformidade dos grupos, sendo realizado
nova distribuicdo aleatoria dos animais por
meio de sorteio. Estas situagdes implicaram
na diferenca observada entre o nimero total
de éguas (50 x 59) citado no item material e
métodos e o apresentado na Tab. 3,
respectivamente, visto que um mesmo
animal pode ter participado de diferentes
grupos experimentais apds sua realocagdo
advinda dos fatores acima citados, o que
levou a considera-lo como nova unidade
experimental. A partir de entdo, a diferenga
entre o numero de ciclos estrais por
garanhdo ocorreu em resposta ao nimero de



éguas direcionadas para cada garanhdo, nos
diferentes tratamentos.

O baixo nimero de éguas e ciclos estrais
por tratamento pode estar implicado na
auséncia de diferencas estatisticas entre os
varios pardmetros avaliados. Segundo
Amann e Pickett (1987), ao se analisar
determinado pardmetro, por meio da analise
binominal, caso o niimero de éguas ou de
ciclos seja de 10, e esperando-se taxa de
fertilidade de 65%, os valores reais poderdo
se situar dentro de uma amplitude de 35 a
95%, sem que isso caracterize diferenca
entre os grupos experimentais. Isto ocorre
pela sobreposicdo dos intervalos de
confianga, em nivel de 95%. Mesmo
considerando um numero de 20 ciclos por
grupo, ainda assim, para as condigdes
apresentadas anteriormente, os valores reais
poderdo se situar dentro de uma amplitude
de 44 a 86%, sem que 0 mesmo caracterize
diferencas estatisticas entre os grupos.

Desta forma, a possivel auséncia de
diferenca, para algumas caracteristicas
avaliadas no presente trabalho, pode ter
ocorrido pelo baixo numero de ciclos estrais
dentro de cada grupo experimental, devido
a sobreposicdo dos intervalos de confianca.

4.3 NUumero de ciclos estrais por égua,
por égua vazia e égua gestante

O presente estudo obteve, seguindo a
prerrogativa da utilizacdo de apenas uma
cobertura por ciclo estral apos o diagndstico
da ovulagdo, os valores de 1,32 + 0,48, 1,45
+ 0,62, 1,25 £ 0,45 e 1,00 £ 0,00 ciclos
estrais/égua para os tratamentos P1Gl1,
P2G1, P2G1 e P2G2, respectivamente (Tab.
3), encontrando-se diferencas (p<0,05)
apenas entre os tratamentos P2G1 e P2G2.

O numero de ciclos estrais/égua gestante
para os tratamentos P1G1, P2G1, P1G2 e
P2G2 foram de 1,44 + 0,53, 1,77 + 0,73,
1,29 + 0,49 e 1,00 £ 0,00, respectivamente,

encontrando-se diferenca (p<0,05) apenas
entre os tratamentos P2G1 e P2G2. Nao se
encontrou diferenca (p>0,05) entre os
tratamentos, no que se refere ao pardmetro
numero de ciclos estrais/égua vazia (tabela
3), com valores de 1,25 +£0,45, 1,25 +0,44
1,22 £0,44 e 1,00 0,00 para os mesmos
grupos, respectivamente.

A diferenca (p<0,05) encontrada entre os
tratamentos P2G1 e P2G2 para o ntimero de
ciclos estrais/égua e numero de ciclos
estrais/égua gestante, pode ser considerada
aleatéria. A diferengca entre estes dois
tratamentos ocorreu devido ao tratamento
P2G1 ter gerado maior numero de ciclos
estrais dentre todos os tratamentos. Em
contra partida, o tratamento P2G2 gerou o
menor numero de ciclos. Como a
distribuicdo das unidades experimentais
dentro de garanhdes foi aleatéria e
uniforme, e esta diferenca s6 foi
determinada entre estes dois tratamentos,
podemos considera-la como ao acaso.

Os resultados obtidos no presente estudo
foram semelhantes aos dados encontrados
por Belling (1984) que, compilando os
resultados de sete anos de trabalho a campo
em 12 fazendas localizadas nos estados do
Novo México, Texas e Florida, obteve por
meio da cobertura de 355 éguas, dentro de
um periodo de até 24 horas pds-ovulagdo,
uma taxa de 1,45 servigos/concepgao,
variando entre 1,0 a 1,56, que gerou taxa de
concepcao por servigo de 68% (293/425).

Resultados similares foram obtidos por
Jacob et al. (2000) que, trabalhando com 15
¢guas da raca Mangalarga Marchador
inseminadas com sémen fresco diluido em
leite desnatado-glicose entre zero e 24 horas
apos a ovulagdo, obtiveram 73,3% de taxa
de gestacdao (11/15), sendo necessarios 1,3
ciclos/concepcdo para que todas as éguas
ficassem gestantes. Também, Allen (1981)
utilizou 17 éguas cobertas apos a ovulagdo,
por apenas um garanhdo, e obteve taxa de
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concepgao de 76%, com 1,2
ciclos/concepcao.

Em um trabalho semelhante ao que ¢
apresentado aqui, Silva (1995) trabalhou
com dois garanhdes realizando coberturas
até 6 horas apo6s a ovulacdo em 33 éguas
mesticas, obteve 2,33 e 1,80 ciclos/égua e
2,07, 1,33 ciclos/égua gestante, para os
garanhdes 1 e 2, respectivamente. Na
mesma ordem anterior, Silva (1995), no
mesmo trabalho, cobrindo 34 éguas até 12
horas apds a ovulagdo, obteve 1,58 e 2,41
ciclos/égua e 1,37 e 1,92 ciclos estrais/égua
gestante.  Demonstrando  ndo  haver
diferenca entre os tratamentos.

Os dados da literatura cientifica que
avaliam estas varidveis sdo escassos, 0 que,
desta forma, limitaram a comparacdo com
os resultados aqui expostos. Entretanto,
dentro dos trabalhos que expdem a
exeqiiibilidade das coberturas apds a
ovulagdo, todos sdo undnimes em ressaltar
que a menor taxa de coberturas por ciclo,
neste tipo de tratamento, permite melhor
condi¢do uterina da égua e, com isto,
favorecem a menor taxa de ciclos, tanto por
égua gestante quanto por égua vazia.

Todavia, existem pesquisadores que
propdem que quanto maior o numero de
inseminagdes ou coberturas/ciclo, melhores
sdo as taxas de concepcdo obtidas (Voss et
al.,1979; Pickett et al., 1987). Contudo, os
resultados observados por outra linha de
pesquisadores nao suportam essa
afirmativa. Eles consideram que o aumento
no namero de inseminagdes  ou
coberturas/ciclo estral ndo ¢ acompanhado
pelo aumento da fertilidade (Silva Filho et
al., 1991; Silva Filho, 1994; Valle, 1997;
Palhares, 1997; Brandao, 2001).

Para Palhares (1997), a fertilidade das
éguas ¢ muito mais dependente do
adequado intervalo IA/ovulacdo, do que do
numero de inseminagOes artificiais, desde
que na presenca de uma concentragido
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espermatica adequada. Assim, limitando-se
o numero de inseminag¢des ou coberturas,
melhora-se a eficiéncia dos programas
reprodutivos, além de se reduzir o risco de
contaminacdo  iatrogénica do  trato
reprodutivo das fémeas. Desta forma,
necessitando, conseqiientemente, de menor
numero de ciclos estrais por concepg¢do
(Brinsko e Varner, 1992).

Varios autores (Silva Filho, 1994; Palhares,
1997, Valle, 1997; Branddo, 2001)
ponderam sobre o niimero de coberturas ou
inseminagdes que possam vir a influenciar a
qualidade do ambiente uterino e, com isto,
influenciar a taxa de concepcdo e o nimero
de ciclos estrais necessarios para se obter
uma gestacdo. Segundo Silva Filho (1994),
deve-se ressaltar que a freqiiéncia de
inseminag¢des ou coberturas ideal depende
de uma série de fatores, que envolvem
aspectos relacionados tanto com o garanhao
quanto com a égua. Do ponto de vista do
garanhdo, o0s aspectos relacionam-se,
inicialmente, com a grande variacdo
individual entre reprodutores quanto a
diferentes caracteristicas. Estas referem-se a
motilidade progressiva e total, & morfologia
espermatica, a concentragdo, a viabilidade
espermatica in Vitro, ao tempo para a
capacitagdo espermatica e a duragdo da
viabilidade do sémen no sistema genital da
¢gua. Do ponto de vista da fémea, ha que se
considerar a qualidade do ambiente uterino,
a presenga e o funcionamento do
reservatorio espermatico, o momento da
ovulagdo e a duragdo da viabilidade do
odcito no sistema genital.

Dentro destas prerrogativas, tanto o
garanhdo quanto a égua podem interferir no
numero de ciclos produzidos ao final de
uma estacdo de monta. Por este motivo,
deve-se entdo ponderar quanto a
metodologia utilizada, monta ou
inseminagdo artificial ¢ o momento da
cobertura, antes ou apds a ovulagdo. Assim,
considerando tais medidas, os dados aqui
encontrados para o numero de ciclos por



égua gestante (1,44 = 0,53 para P1G1, 1,77
+ 0,73 para P2G1, 1,29 + 0,49 para P1G2 ¢
1,00 = 0,00 para P2G2), foram semelhantes
aos resultados encontrados por outros
pesquisadores, que utilizaram metodologias
diferentes.

Xavier (2006) inseminou éguas em 48 ¢ 24
horas antes da ovulacdo, com intervalos
entre as duas ultimas inseminagoes de 48 e
72 horas e, ao depositar o sémen no corpo
ou apice do corno uterino, obteve 1,67 e
1,71  ciclos  estrais por  gestacdo,
respectivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos por Branddo (2001) que
utilizou sémen a fresco diluido com duas
concentracdes distintas (200 e 400 x 10°
sptz) e inseminou éguas a intervalos, das
duas ultimas inseminacdes, de 48 ou 72
horas. O autor obteve 2,00 ¢ 1,82 ¢ 1,75
1,70 ciclos por égua gestante nos intervalos
de 48 e 72 horas, para as respectivas
concentracoes.

Devido ao fato desses autores terem
utilizado  metodologias  diferentes da
utilizada no presente trabalho, ndo se pdde
realizar tais comparagdes. No entanto, o
objetivo maior desta colocacao ¢ ressaltar o
numero médio de inseminagdes artificiais
por ciclo estral, que foram utilizadas por
estes trabalhos (2,23 - variando entre 2,0 e
2,46), para a obtencdo de resultados
similares aos encontrados aqui. Isto mostra
que tais metodologias podem limitar a
utilizacdo de reprodutores de alto potencial
genético, por se tornar inviavel a coleta
continua do sémen do garanhdo ou até
mesmo pela distancia das matrizes, bem
como devido ao garanhdo necessitar servir
grande niimero de éguas durante a estagdo
de monta, como nas utilizadas nos
condominios de garanhdes (Silva Filho,
1994).

Desta forma, ressaltando a importancia da
utilizagdo de coberturas apos a ovulagao
que, segundo Belling (1984), pode ser
benéfica por: I) reduzir a chance de trauma

da égua; II) reduzir a chance de injuria do
garanhdo; III) reduzir a chance de infeccao
da égua e do garanhdo; e IV) eliminar o
desgaste  provocado  por  cobrigdes
sucessivas e desnecessarias da égua,
principalmente no inicio da estagdo de
monta, quando o estro ¢ prolongado e, as
vezes, anovulatorio.

Os valores aqui obtidos t€ém implicagdes
praticas e econOmicas no sistema de
producdo animal que, atualmente, possui
grande preocupagdo com a redugdo dos
custos ¢ com o aumento da produtividade.
A diminui¢do do niimero de inseminagdes
artificiais ou de coberturas para se obter um
produto, além de diminuir os gastos com
material, tempo e mao-de-obra
especializada, proporciona também a
economia do garanhdo, por reduzir o
numero de cobri¢cdes durante a estacdo de
monta (Brandao, 2001).

4.4 Efeito da idade sobre a taxa de perda
embrionaria de éguas cobertas 24 ou 12
horas apdés a ovulagao

A idade da égua foi incluida neste trabalho
como parametro de controle e a distribuicdo
entre os diferentes tratamentos indicou
diferencas estatisticas (p<0,05) na idade
média dos animais para os diferentes grupos
experimentais. Entretanto, apesar de nao
mostrar distribuicdo homogénea entre os
tratamentos, os resultados da taxa de
concepgdo para os diferentes intervalos de
palpacdo (P1 e P2) e garanhdes (Gl e G2)
ndo foram influenciados (p>0,05) pela
idade da égua.

A idade média das éguas para os grupos
P1G1, P2Gl1, P1G2 e P2G2 foi de 104,56 +
47,46, 116,73 + 65,80, 156,38 + 82,98 ¢
159,70 + 85,54 meses, respectivamente
(Tab. 3). A idade média do grupo P1G1
diferiu (p<0,05) dos grupos P1G2 e P2G2,
mas nao do grupo P2G1. Também, vale
ressaltar que nao houve diferenca (p>0,05)
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entre os grupos dos intervalos de palpagdo
para um mesmo garanhdo, mas sim, entre
os garanhdes. Desta forma, poder-se-ia
esperar  diferenca  nos  pardmetros
reprodutivos entre os dois garanhodes, mas
ndo entre os dois intervalos de palpagdo.
Contudo, ndo foram encontradas diferencas
(p>0,05) tanto entre os garanhdes quanto
entre os intervalos de palpagao retal.

Poderia ser esperado que os grupos P1G2 e
P2G2 apresentassem maior taxa de perda
embrionaria, ja que eram compostos por
éguas com idade média de 13 anos. Isto
porque, segundo Hearn et al. (1993), a taxa
de perda embriondria aumenta em éguas a
partir desta idade.

Alguns autores consideram que a reducao
da fertilidade ocorre um pouco mais cedo,
podendo ser considerada em éguas a partir
de dez anos de idade.

Durante os anos de 1971 e 1972, Laing e
Leech (1975) demonstraram que a
fertilidade de éguas da raca Puro Sangue
Inglés ndo se alterou até a idade de 10 anos.
Todavia, ap6s agruparem animais com faixa
etaria de dois a cinco, seis a nove, 10a 13 e
mais de 14 anos, verificaram que a taxa de
gestacdo foi de 82,7%; 82,5%; 78,8% e
74,7%, respectivamente, com redugdo de
4% na taxa de fertilidade de éguas com
idade de 10 a 13 anos. Estes dados foram
corroborados pelo trabalho de Woods et al.
(1987) que, apds analisarem os resultados
correspondentes a 1.115 ciclos estrais de
éguas cobertas ou inseminadas durante o
ano de 1985, e divididas em faixas etarias:
2-5 (n=273), 6-9 (n=319), 10-13 (n=216),
14-17 (n=142), 18-21 (n=76) ¢ > 21 (n=36)
anos, obtiveram taxas de gestacdo de 56%,
55%, 60%, 51%, 45% e 33%,
respectivamente.

Na mesma linha, Waelchli (1990), Camillo
et al. (1997) e Brandédo (2001) encontraram
reducdo na taxa de concepgao a partir de 11
anos de idade. Ja, Wesson e Ginther (1981)
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e Carnevale e Ginther (1992) observaram
reducdo da fertilidade a partir de 15 anos.

Valle et al. (1999) estudaram o efeito da
idade sobre as caracteristicas ovulatorias e a
fertilidade de 99 éguas (147 ciclos estrais)
agrupadas segundo classes de idade (3-6, 7-
10, 11-14 e 15-19 anos). Os autores nao
encontraram influéncia da idade sobre a
velocidade de crescimento folicular e sobre
o tamanho do foliculo ovulatorio. Todavia,
observaram que a fertilidade reduziu apos
os 15 anos de idade, traduzida pela
diminuicdo na taxa de concepgdo/ciclo
(62,07%, 63,64%, 52,50% e 29,41%) e na
eficiéncia de prenhez (5,93, 5,96, 4,80 ¢
2,71), respectivamente. Eles concluiram
que as éguas mais velhas sdo responsaveis
pelas maiores taxas de mortalidade
embrionaria devido, principalmente, as
anormalidades no ambiente uterino, falhas
do transporte embrionario ou ambiente
inadequado da tuba uterina e por defeitos
embrionarios (Ball et al., 1986).

Considera-se que ¢guas mais velhas
possuam pior qualidade do ambiente
uterino, uma vez que exista posicao
anormal do tutero, que se localiza mais
cranioventralmente no abdémen, resultante
da perda do suporte estrutural caudal do
trato reprodutivo e o estiramento do
ligamento largo do utero. Estes eventos
prejudicam a eliminagdo do conteudo
uterino devido a ineficiéncia ou
modificagdo no padrdo de propagacdo e
intensidade da contragdo miometrial, que
impedem o satisfatério esvaziamento
uterino nesses animais (LeBlanc et al.,
1998; LeBlanc, 2003). A redugdo da
contratilidade uterina pode dificultar a
eliminacdo de bactérias e corpos estranhos
do utero, aumentando a incidéncia de
endometrites e acumulando exsudato
inflamatoério intra-uterino (Carnevale e
Ginther, 1992).

Eguas mais velhas também possuem maior
grau de degeneragdo vascular endometrial,



como elastose, fibrose, fibroelastose,
fibrose perivascular e processos de
calcificagdo que contribuem com os
distirbios na drenagem uterina e,

conseqiientemente, levam a persisténcia de
edema endometrial, formando lacunas
linfaticas. Isto também contribui para o
atraso na limpeza uterina (LeBlanc, 2003).

Embora as mudangas uterinas estejam
presentes nas éguas velhas, ha reducdo da
fertilidade antes mesmo do embrido chegar
ao utero. Logo, a patologia uterina parece
ndo ser a grande causa primaria responsavel
pela redugdo da fertilidade de fémeas mais
velhas. Assim, considera-se que os o0citos
anormais resultam na perda significativa da
fertilidade de animais velhos (Carnevale e
Ginther, 1994).

Estudos tém determinado que o aumento da
idade materna (Bukvic et al., 2001) esta
associado com a deterioragdo do odcito.
Infelizmente, poucos estudos tém tratado
deste assunto em eqiiinos. A reduzida
fertilidade em éguas mais velhas também

pode ser atribuida a perda embrionaria
precoce (pré-blastocisto), ocasionada por
anormalidades do odcito oriundo das
alteragdes no crescimento folicular, que
levam a grande incidéncia de aneuploidias
(Ball, 2000), principalmente, quando
envolve odcitos fecundados apds 12 horas
da ovulacdo, aumentando a taxa de perda
embrionaria (Allen, 1981; Ball et al., 1986;
Woods et al., 1987).

Entretanto, apesar dos dados acima citados,
no presente experimento isto ndo foi
confirmado, j& que a taxa de concepgdo e
das perdas embrionarias, entre 0s
tratamentos, nao diferiram (p>0,05) em
funcdo da idade da égua.

No presente trabalho, todas as perdas
embrionarias ocorreram entre o intervalo do
30° e 0 40° dia de gestagdo, na freqiiéncia
de 11,10% (1/9) para P1Gl, 7,69% (1/13)
para P2Gl1, 14,29% (1/7) para PIG2 e
33,33% (2/6) para P2G2, ndo diferindo
(p>0,05) entre tratamentos (Tab. 4).

Tabela 4: Efeito da idade sobre a taxa de perda embrionaria de éguas cobertas a intervalos de até

12 ou 24 horas ap6s a ovulagao.

Garanhéo 1

Garanhéo 2

Intervalo de Palpac6es 24 horas (P1G1)

12 horas (P2G1)

24 horas (P1G2) 12 horas (P2G2)

Parametros avaliados

N¢ de éguas 17 20 12 10

N2 de ciclos estrais 25 33 16 10

Idade das éguas (meses) 104,56 +47 46 116,73 +65,80*" 156,38 +82,98° 159,70 +85,54°
Perda gestacional (%) 11,10 (1/9) 7,69 (1/13) 14,29 (1/7) 33,33 (2/6)

> Médias seguidas por letras mintsculas, na mesma linha, diferem (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls

(SNK).

Belling (1984) considera que a incidéncia
de falhas na fecundagdo e de morte
embrionaria varia de 2 a 31%, e sua origem
possui causas diversas. Também, para o
mesmo autor a taxa de aborto, dependendo
da classificacdo reprodutiva da égua, pode
variar de 2,3 a 21%. Contudo, Bain (1969),

utilizando-se de palpacdo retal, estimou que
a incidéncia de morte embrionaria e a perda
fetal, em éguas, variam entre sete ¢ 16% e,
para Ginther et al. (1985), utilizando exame
ultra-sonografico realizado entre 11 e 50
dias de gestagdo, variou entre cinco e 24%.
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Diferente dos resultados encontrados no
presente experimento (7,69 a 33,33% - Tab.
4), Belling (1984) analisou os dados de
coberturas, por monta natural, realizadas
em um periodo de até 24 horas apos a
ovulagdo e obteve média de 3,07% (0,0 —
6,9%) de perda embrionaria, diagnosticada
por exame no 19° dia de gestagao.

Outros trabalhos realizados com coberturas
apos a ovulagdo, em periodos de tempo
variados (6, 12, 24 ou 27 horas),
corroboram com os dados obtidos no
presente estudo: 11,10% (P1G1), 7,69%
(P2G1), 14,29% (P1G2) e 33,33% (P2G2).
Dentre aqueles, Kloppe et al. (1988)
trabalharam com sémen congelado e
inseminaram éguas até seis horas apos a
ovulagdo, obtendo-se 9% (1/11) de perda
embrionaria. Ja& Woods et al. (1990),
inseminando éguas até 12 ou 24 horas apds
a ovulagdo, registrou perda embrionaria de
34 (13/38) e 33% (1/3), respectivamente,
até o 40° dia de gestagdo. Koskinen et al.
(1990) estudaram a fertilidade de 28 éguas
cobertas entre zero e 27 horas pos-ovulacao
e observaram 13 gestagdes (46%). Dentre
estas, verificaram cinco casos de morte
embrionaria (38,5%), o que reduziu a taxa
de prenhez para 29%.

Estes resultados podem tentar suportar a
hipétese de que a baixa taxa de concepcao,
advinda de oocitos fecundados apds 12 ou
24 horas da ovulagao, esteja mais associada
ao envelhecimento do odcito pds-ovulagdo
do que a idade materna. Esta hipotese difere
dos resultados encontrados por Silva (1995)
que utilizou cobri¢cdes de dois garanhdes,
seis e 12 horas apds a ovulagdo, e¢ obteve
9,09 ¢ 8,33% de aborto (morte fetal acima
de 60 dias de gestacdo), respectivamente. O
autor considerou este resultado como mais
ligado a fatores relacionados ao ambiente
uterino do que a qualidade do embrido.

Assim, deve-se considerar que o alto indice

de morte embrionaria, no intervalo de 12 a
24 horas, mostra que, em éguas, idéntico ao

52

que acontece em outras  espécies
domésticas, a habilidade do odcito para ser
fecundado desaparece mais tardiamente do
que a habilidade do odcito fecundado se
desenvolver em um embrido normal. Apos
24 horas da ovulagdo, o obcito parece
perder, inclusive, a capacidade para ser
fecundado. Uma comprovacdo desta
afirmativa poderiam ser os resultados
apresentados por Katila et al. (1988) para o
intervalo de 24 a 30 horas apds a ovulagao,
que obtiveram taxa de concepgdo de 0%,
resultado semelhante ao apresentado por
Kahmi e Varadin (1964), utilizando
cobri¢des dois dias apds a ovulagdo.

No entanto, associando-se aos valores
atribuidos as fémeas, para a mesma
variavel, o garanhdao também demonstra ser
uma importante fonte de varia¢do, devendo
portanto ser considerado em qualquer que
seja a forma de avaliacdo proposta para a
fertilidade (Palhares, 1997).

No presente trabalho, os dois garanhdes
(G1 e G2) utilizados tinham 21 ¢ 18 anos de
idade, respectivamente. Segundo Pickett
(1993), até aos cinco anos de idade, a
producao espermatica aumenta
rapidamente, permanece constante até 12
anos e declina em seguida. Esse declinio ¢
evidente quando se comparam as producdes
espermaticas de garanhdes dos seis aos 20
anos de idade. Assim, por estar relacionada
diretamente com o desenvolvimento e a
funcionalidade testicular, a idade deve ser
considerada como o principal fator que
influencia a producdo espermadtica diaria,
tendo conseqliéncias diretas no numero de
¢guas que podem ser cobertas utilizando-se
um unico ejaculado (Pickett et al., 1989).

Smith e Lodge (2005), trabalhando com
oocitos e espermatozoides envelhecidos de
camundongos, demonstraram decréscimo
na taxa de fecundacdo pela diminui¢do da
penetracdo do espermatozoide no odcito.
Estes autores citam que a formacao do pro-
nucleo ndo ¢ afetada pelo espermatozdide



envelhecido. Entretanto, ela sofre agdo do
envelhecimento do oodcito. Apesar de nao
interferir na formagdo pronuclear, estes
autores consideram que os espermatozoides
envelhecidos podem influenciar no
processo de fecundacdo por atuarem
negativamente no estadio de pro-metafase.
Desta forma, sugere-se que os efeitos
prejudiciais na fecundagdo, resultantes de
gametas envelhecidos, sdao devidos a
diferentes mecanismos envolvendo tanto o
espermatozoide quanto o od6cito, sendo
esses mecanismos afetados em diferentes
momentos ¢ em diferentes passos do
processo de fecundacao.

Por isto, se faz necessario incluir a idade
dos garanhdes como varidvel que possa
interferir na taxa de concepgdo, apesar de
que alguns autores (Parlevliet, 1997)
consideram que o declinio na producdo
espermatica, do garanhdo, nem sempre
influencie a qualidade espermatica. Isto
porque, mesmo com baixas concentragdes
espermaticas e alta porcentagem de
espermatozoides mortos, alguns animais
com mais de 13 anos podem produzir
s€émen com morfologia espermatica normal
(Dowsett e Pattie, 1987).

No inicio da estagdo de monta o garanhdo
G1 apresentou 5% de defeito de cauda, 3%
de defeito de cabeca, 5% de defeito de peca
intermedidria, 3% de gota citoplasmatica
proximal, 4% de gota citoplasmatica distal
e 80% de células normais. No fim da
estacdo de monta, em novo exame, O
mesmo garanhdo apresentou 10% de defeito
de cauda, 1% de defeito de cabeca, 2% de
gota citoplasmatica proximal, 2% de gota
citoplasmatica distal e 85% de células
normais. Ja, o garanhdo G2, no inicio da
estacdo de monta, apresentou 19% de
defeito de cauda, 1% de defeito de cabega,
3% de gota citoplasmatica proximal, 5% de
gota citoplasmatica distal e 72% de células
normais. Em novo exame, no final da
estacdo de monta, apresentou 7% de defeito

de cauda, 3% de defeito de cabeca e 90% de
células normais (Anexo 7.4).

Varios autores tentam correlacionar a
fertilidade @~ com uma ou  vdrias
caracteristicas seminais, mas as correlagdes
sd0 baixas ou nulas. Em alguns casos esta
interpretagdo  torna-se  dificil,  pois
garanhdes com parametros considerados
normais podem ser subférteis ou inférteis,
enquanto outros que apresentam parametros
anormais sdo férteis. O trabalho de
Bielanski (1975) demonstrou que garanhdes
com alto indice de anormalidades
morfologicas espermaticas podem
apresentar boa fertilidade. Além disso,
quando se correlacionam os pardmetros
seminais com a percentagem de éguas
gestantes/ciclo estral, a fertilidade parece
ser um fendmeno casual (Magistrini et al.,
1996).

Por esta razdo, apenas os dados da
avaliagdo espermatica dos garanhdes ndo
sdo suficientes para determinar o quanto
estes podem interferir ou ndo nos resultados
de fertilidade do rebanho. Segundo Rousset
et al. (1987), a capacidade reprodutiva de
um garanhdo deveria ser estimada somente
apos seis estagdes de monta, caso o
garanhdo viesse a cobrir pelo menos 25
ciclos/ano, ou entdo, ser estimada somente
ao final de sua vida reprodutiva (por volta
dos 17 anos), caso ele venha a cobrir menos
de 25 ciclos/ano. Entretanto, Kenney et al.
(1983) consideram que um garanhdo, para
ser considerado fértil, deve cobrir 40 éguas
em monta natural ou 120 em inseminagdo
artificial, e obter 75% de prenhez. Com isto,
a unica prova conclusiva da manutencao de
boa fertilidade, para qualquer tratamento
que a célula espermatica seja submetida, ¢ a
inseminacdo ou a cobertura de éguas,
avaliando-se a taxa de fecundacdo ou de
prenhez (Palhares, 1997).

Infelizmente, no presente trabalho, ndo foi

possivel a obten¢do dos dados anteriores
dos garanhdes, para que os mesmos fossem
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julgados frente aos critérios de Rousset et
al. (1987) ou Kenney et al. (1983).
Contudo, Xavier (2006) trabalhou com o
mesmo garanhdo (Gl), do presente
experimento, e realizou inseminagoes
artificiais com sémen diluido em diferentes
volumes e locais de deposi¢do. Ele
comparou seus dados (volume do sémen
sem gel, do numero total de
espermatozoides/mL, numero total de
espermatozoides/ejaculado e motilidade
espermatica) com os valores preconizados
por Pickett (1993), e verificou menor
qualidade das caracteristicas espermaticas,
dentro dos valores aceitaveis, para um
garanhdo aprovado para a fertilidade.

Entretanto, a ma qualidade dos parametros
fisicos seminais ndo impediu que Xavier
(2006) obtivesse, deste mesmo garanhdo,
boa taxa de concepgdo total (84,21%) que,
de certa forma, concorda com Magistrini et
al. (1996). Estes autores afirmam que os
garanhdes com parametros considerados

anormais, em compara¢do com o padrdo,
em alguns casos, sdo férteis.

Desta forma, pode ser considerado que as
taxas de perda embrionaria (Tab. 4)
encontradas no presente trabalho, podem
estar ligadas mais ao envelhecimento do
oocito fecundado apds a ovulagdo, do que
pela idade do garanhdo, j4 que ndo
diferiram (p>0,05) entre os tratamentos e os
garanhdes.

4.5 Intervalo  de
palpacao/cobertura

palpacdo e

Os intervalos de palpagdes e da palpagdo a
cobertura foram avaliados, neste trabalho,
como parametro de controle, onde os
intervalos de palpagdes para os grupos
P1G1, P2G1, P1G2 e P2G2 foram de 23,45
+2,23, 12,66 + 2,40, 24,12 £ 0,50 ¢ 12,64 +
1,68, respectivamente (Tab. 5). Os
intervalos da palpagdo a cobertura foram de
1,04 £ 0,79, 1,09 + 0,66, 1,43 + 0,55 e 1,09
+ 0,62, seguindo a mesma ordem anterior.

Tabela 5: Intervalo de palpacdo e palpagdo/cobertura de éguas cobertas a intervalos de 24 ou 12

horas apos a ovulagao.

Garanhéo 1 Garanhéo 2
Intervalo de Palpacdes 24 horas 12 horas 24 horas 12 horas
(P1G1) (P2G1) (P1G1) (P2G2)

Parametros avaliados
Ne. de éguas 17 20 12 10
Ne. de ciclos 25 33 16 10
Intervalo de Palpagio (h) 23,45 £2,23% 12,66 + 2,40° 24,12 £ 0,50* 12,64 + 1,68°
Interv. Palpagio/Cobertura (h) 1,04 £ 0,79 1,09 £ 0,66 1,43 £0,55 1,09 + 0,62

> Meédias seguidas por letras minusculas, na mesma linha, diferem (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls

(SNK).

Os resultados indicaram homogeneidade
entre os tratamentos (p>0,05) para o
intervalo palpagdo/cobertura e diferenca
(p<0,05) para os intervalos de palpagdes. A
diferenga encontrada entre os intervalos de
palpacdes (P1= 24 horas e P2= 12 horas) ja
era esperada, em virtude desta variavel
constituir fonte dos tratamentos.
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Deve-se ressaltar que neste trabalho, devido
aos animais sofrem apenas uma (P1= 24 h)
ou duas (P2= 12 h) palpacdes diarias
(manhda ou manhd e final da tarde)
respectivamente, as éguas que tinham a
ovulagdo diagnosticada poderiam ter, no
maximo, de tempo de ovulagdo de 24 ou 12
horas. Como a ovulag@o, na espécie eqiiina,
¢ distribuida igualmente ao longo das 24



horas do dia (Palhares, 1989), deve-se levar
em consideracdo que as éguas que nao
ovularam logo apds o término do exame
dos ovarios, poderiam ter a ovulagdo
distribuida ao longo do dia. Assim, os
animais que eram palpados apenas pela
manha (07:00 as 08:00 horas) e ndo foram
diagnosticados como ovulados, poderiam
ter suas ovulagdes distribuidas, segundo
Palhares (1989), em 22,30% das 06:00 as
12:00h, 30,70% das 12:00 até as 18:00h,
21,20% das 18:00 até as 00:00h e 25,80%
das 04:00 até as 06:00 horas. Da mesma
forma, as éguas que eram palpadas duas
vezes por dia e que ndo tinham a ovulagio
diagnosticada no segundo exame (18:00 —
19:00h), poderiam ter a ovulagdo
diagnosticada no  proximo  exame,
distribuida em 21,20% das 18:00 as 00:00h
e 25,80% das 00:00 as 06:00 horas
(Palhares, 1989).

Com isto, considerou-se que nos animais
examinados apenas uma Unica vez ao dia,
77,7% das ovulacdes (Palhares, 1989)
poderia ser decorrente de periodos de tempo
menores do que 24 horas. Contudo, no
grupo de duas palpagdes diarias, cujos
animais que ndo eram diagnosticados
ovulados no momento do segundo exame,
47% das ovulagdes (Palhares, 1989) poderia
ser oriunda de um periodo de tempo menor
do que 12 horas.

Além do que foi exposto anteriormente,
devemos considerar o tempo necessario
para a formagcdo do reservatdrio e
capacitacdo espermatica, ja que no presente
estudo foi utilizado monta natural para a
cobertura das éguas. Nos eqiiinos, durante o
estro, sugere-se que as pregas edematosas
longitudinais e profundas da juncdo utero-
tubaria (Boyle et al., 1987) funcionem
como o local de estabelecimento do
reservatorio espermatico (Lyle e Ferrer,
2005). Apds a passagem pela juncdo utero-
tubaria, 0s espermatozoides sdo
normalmente retidos no istmo inferior,
formando “um reservatorio espermatico

funcional”, possivelmente pelo padrao
miocontratil dessa regido e pela extrema
viscosidade do fluido no limen tubarico,
durante o estro. Juntamente com este
processo, os espermatozodides devem sofrer
uma sériec de mudancas metabolicas e
estruturais (capacitacdo espermatica), que
sd0 necessarias antes de adquirirem a
habilidade de se ligarem a zona pelicida e
fecundarem o odcito (Triana et al., 1990).

A duragdo do processo de capacitagdo, in
Vivo, ndo ¢é conhecida para todas as espécies
(Amann e Graham, 1993), mas acredita-se
que seja dependente do balangco de
estrogeno/progesterona (Delpech e
Thibault, 1993). Assim, levando-se em
consideragdo apenas o tempo requerido
para a formagdo do  reservatorio
espermatico que, segundo alguns autores, €
de aproximadamente quatro horas a partir
da deposicdo das células espermaticas no
utero (Troedsson et al., 1998), deveremos
contabilizar esse periodo de tempo no
envelhecimento do odcito apos a ovulacao.
Segundo Hunter (1974), além destes
fatores, deve-se considerar que para a
maioria das espécies, o intervalo necessario
para ativacdo do od6cito poderd ser,
provavelmente, de seis a oito horas,
levando-se em consideracdo o odcito ja
ovulado.

Outro fator adicional para o aumento do
tempo transcorrido da ovulagio a
concepcao, ¢ o intervalo palpacao/cobertura
que, apesar de ndo ter diferido (p>0,05)
entre os tratamentos, deve ser considerado,
contribuindo para o tempo  de
envelhecimento do odcito apos a ovulacio.
Esta variavel ocorreu em virtude do tempo
de preparo da égua para a cobertura, que
envolveu a lavagem do perineo, o
enfaixamento da cauda, a colocagdo dos
travoes na égua e o deslocamento do
garanhdo para o local onde se realizaram as
coberturas das éguas.
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O intervalo da palpagdo a cobertura foi, em
meédia, de 1,17 horas, variando entre 1,04 +
0,79 e 1,43 + 0,55, respectivamente, para os
grupos de intervalo de palpagdo de 24 ¢ 12
horas. Desta maneira, apesar de parte das
ovulagdes, provavelmente, terem ocorrido
em um periodo de tempo menor do que o
esperado, 24 (P1) ou 12 horas (P2), elas
sofreram influéncia do periodo de tempo
para a formagdo do  reservatorio
espermatico,  capacitagdo  espermatica,
ativagdo do odcito e preparo do animal para
a cobertura. Com isto, dever-se-ia
contabilizar, aproximadamente, até oito
horas a mais, quanto ao envelhecimento do
o6cito. Assim, as ovulagdes que ocorreram
dentro do periodo esperado, 22,3% (P1) e
53% (P2) (Palhares, 1989), e
contabilizando-se um tempo de,
aproximadamente, 24 ou 12 horas da
ovulacdo, respectivamente, poderiam ter
sido subseqiientemente fecundadas em um
periodo de tempo maior do que estes,
podendo ter ocorrido dentro de,
aproximadamente, 32 ou 20 horas apds a
ovulacdo.

4.6 Taxa de concepc¢édo total e por ciclo
estral de éguas mesticas submetidas a
dois regimes de palpacao diaria

A taxa de concepg¢do de éguas inseminadas,
apos a ovulagdo, tem sido citada desde a
década de 30 (Saltzman, 1940), e os autores
consideram que inseminagdes realizadas
ap6és 12 horas da ovulagdo, tanto com
sémen a fresco quanto por monta natural,
possuem baixa taxa de fertilidade
(Koskinen et al., 1990). Isto se deve ao
curto periodo de viabilidade do odcito no
trato genital, considerado ser de 8 a 10
horas (Chang, 1951; Hunter, 1990).
Todavia, Silva (1995), que trabalhou com
monta natural seis e 12 horas pds-ovulagao,
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demonstrou que o odcito eqiliino mostra-se
viavel por até 12 horas apods ser ovulado,
sendo sua viabilidade dependente do
estadio de desenvolvimento em que este se
encontra no momento da ovulagdo (Hunter,
1990).

Entretanto, considera-se que a taxa de
recuperacdo embriondria reduz com o
aumento do tempo entre ovulagdio e a
cobertura. Segundo Koskinen et al. (1990),
a taxa de perda embrionaria pode chegar a
31,00% (4/13) em coberturas realizadas
apos 12 horas da ovulagdo. Isto porque
acarretam atraso no desenvolvimento
embrionario, resultando em embrides
menores ¢ com desenvolvimento retardado.
A medida que o tempo entre a ovulagio ¢ a
inseminagdo artificial aumenta, ocorre
desenvolvimento embrionario cada vez
mais lento em  decorréncia  do
envelhecimento do odcito (Huhtinen et al.,
1996).

Neste contexto, as taxas de gestacdo no
primeiro, segundo e terceiro ciclos estrais,
do presente experimento foram,
respectivamente, de: 29,41% (5/17) e
50,00% (4/8), para o tratamento P1Gl;
25,00% (5/20), 54,54% (6/11) e 100,00%
(2/2) para o tratamento P2Gl; 41,66%
(5/12) e 50,00% (2/4) para o tratamento
P1G2; e 60,00% (6/10) para o tratamento
P2G2. A taxa total de concepgdo por ciclo,
para os mesmos grupos, foi de 36,00%
(9/25), 39,40%, 43,75% (7/16) e 60,0,%
(6/10), respectivamente (Tab. 6). Sendo que
as taxas de concepgdo total, para estes
mesmos grupos, foram de 52,9%, 65%, 58,3% e
60%. Todos os tratamentos tiveram menos
de dois ciclos estrais por gestagdo: 1,44 +
0,53 (P1G1), 1,77 + 0,73 (P2G1), 1,29 +
0,49 (P1G2) e 1,00 £ 0,00 (P2G2).



Tabela 6: Taxa de gestacao por ciclo estral de éguas mesti¢as cobertas apds a ovulagdo por dois
garanhdes, seguindo o regime de duas ou uma palpacao retal didria.

Garanhéo 1 Garanhéo 2
Trat 24 horas 12 horas 24 horas 12 horas
' (P1G1) (P2G1) (P1G2) (P2G2)
Ciclo Ne de Taxa de N2 de Taxa de N2 de Taxa de Ne de Taxa de
ciclos  Concepcdo ciclos  Concepcdo | ciclos  Concepg¢do ciclos Concepcao

1 17(5)* 29,41% 20(5)* 25,00% 12(5)* 41,66% 10(6)* 60,00%

2 3(4)* 50,00% 11(6)* 54,54% 4(2)* 50,00% -- -

3 - - 2 (2)* 100,00% -- -- - -
Total/Ciclo  25(9)*  36,00%  33(13)*  39,40% 16(7)* 43,75% 10(6)* 60,00%
Taxa de
Concepcao 52,9% (9/17) 65% (13/20) 58,3% (7/12) 60% (6/10)
Total

*N® entre parénteses referem-se as éguas gestantes. A taxa de concepgdo por ciclo ndo difere (p> 0,05).

As taxas de concepgdo total e por ciclo
estral, apresentadas na Tab. 6, ndo diferiram
(p>0,05) pelo teste Exato de Fisher, tanto
para os intervalos de palpacdo (12 e 24

horas) quanto para os garanhdes. Desta
forma, os dados foram agrupados levando-
se apenas em consideragdo a freqiiéncia de
palpacao retal (Tab. 7).

Tabela 7: Taxa de concepgao total e por ciclo estral de éguas mesti¢as cobertas apds a ovulagao,
segundo o regime de duas ou uma palpacdo retal.

Interval9 de 24 horas 12 horas
Palpacoes
N2 de ciclos Taxa de Concepgao N2 de ciclos Taxa de Concepg¢ao
Ciclo
1 29 (10)* 34,48% 30 (11) 36,67%
2 12 (6) 50,00% 11(6) 54,55%
3 - - 2(2) 100,00%
Total/Ciclo 41 (16) 39,02% 43 (19) 44,19%
N de Eguas Taxa de Concepgéo N de Eguas Taxa de Concepcao
Total/Egua 29 (16) 55,17% 30 (19) 63,3%

* N® entre parénteses referem-se as éguas gestantes. A taxa de concepgdo por ciclo ndo diferiu (p> 0,05),

independente do garanhao, pelo teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.

E dificil realizar uma comparagdo dos
dados obtidos neste experimento em relagao
aos dados da literatura, devido a utilizagao
de diferentes metodologias de inseminagdes
artificiais ou monta natural, diferentes
intervalos de cobricio em relacdo ao
momento da ovulagdo e diferentes maneiras
de utilizacdo do sémen (fresco, fresco-
diluido, resfriado ou congelado), além de
outras variaveis a se considerar, tais como,
a fertilidade das éguas e dos garanhdes
utilizados.

Desta forma, levando-se em consideragao
apenas a relagdo dos intervalos de palpagao
sobre a taxa de concepcdo, o presente
experimento obteve 39,02% (16/41) para o
intervalo de 24 horas e 44,19% (19/43) para
o intervalo de 12 horas, considerando o
numero total de ciclos e 55,17% (16/29) e
63,3% (19/30), considerando o numero total
de éguas. Estes resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Palmer (1984; 47%) e Silva
(1995; 36,50%) para taxa de concepgao por
ciclo e Zivotokov (1940; 34,7%) e Skatkin
(1943; 39%) para taxa de concepg¢do total
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realizando coberturas até 12 horas apds a
ovulacdo.

Katila et al. (1988) trabalharam com
controle folicular a intervalos de 6 horas e
avaliaram a taxa de concepcdo de éguas
inseminadas de seis a 12, de 12 a 18, de 18
a 24 e de 24 a 30 horas apds a ovulagio.
Eles obtiveram indices de concepgdo total
de 100% (5/5), 100% (5/5), 40% (2/5) e 0%
(0/5), respectivamente. Todas as éguas
cobertas até 18 horas apds a ovulacdo
ficaram gestantes, mas nenhuma apés 24
horas da ovulagéo.

Aliev e Ochkin (1979) utilizaram doses de
sémen congelado (25 — 30 mL), contendo 2
x 10° a 3 x 10° espermatozéides, para
inseminar éguas de 2a 12 houde 13a24h
ap6és a ovulacdo, e obtiveram taxas de
concep¢ao total de 63 e 67%,
respectivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos por Cheng (1965) que, por
meio de controle folicular a intervalos de 6
a 12 h e utilizando inseminag¢des seis horas
apos a ovulagdo, obteve taxa de concepcdo
total de 85,7%.

Kedrov (1944) utilizou grupos de 19, 21,
43, 15 e sete éguas, com inseminagdes
artificiais dentro de 2, 4, 6, 8 ¢ 10 h apoés a
ovulagdo, e obteve taxas de concepgao total
de 79, 76,2, 77, 753 e 82,7%,
respectivamente. Além disso, observou que
nas fémeas inseminadas de 2 a 10 h apos a
ovulagdo, a taxa de concepgdo total foi de
76,2%. Este mesmo autor, durante os anos
de 1937 a 1939, realizou comparagdes entre
éguas inseminadas antes (n = 241) e apés a
ovulagdo (n=150), e obteve taxa de
concepgdo de 51,8% 56%, respectivamente.

Achnelt e Plas (1947) realizaram
inseminagdes apo6s a ovulagdo e obtiveram
taxa de concepcao de 62,9%. Da mesma
forma, Martin (1980) realizou inseminagdes
ap6és a ovulagdo durante trés anos
consecutivos (1977, 1978 e 1979), e os
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resultados obtidos foram de 25,2%, 27,2% e
21,1%, respectivamente.

Skatkin (1943), em cobri¢des realizadas
apods a ovulacdo, obteve taxas de concepgao
de 55,2% para 29 ¢éguas cobertas na
primeira ou segunda hora, ¢ de 39% para 41
éguas cobertas de 2 a 10 h apds. Além
disto, ndo registrou nenhuma gestagao
acima do intervalo de 10 h.

Em trabalho similar, Kloppe et al. (1988)
estudaram o efeito do intervalo da
inseminagdo e a ovulagdo, utilizando s€men
congelado (600 X 10°
espermatozoides/dose inseminante). Para
tal, dividiram as éguas em trés grupos
experimentais: I — ¢éguas inseminadas
diariamente até a ovulagdo, com palpagdes
retais também diarias; Il — éguas
inseminadas em dias alternados até a
ovulacdo, mas submetidas a palpagdes
transretais  diarias; e III - éguas
inseminadas seis horas apds a ovulacdo, e
submetidas a palpacGes transretais a cada
seis horas. No grupo controle utilizou-se
sémen a fresco, sendo as éguas inseminadas
em dias alternados  (500x10°  de
espermatozoides por dose inseminante). As
taxas de prenhez obtidas aos 16 dias, no
primeiro ciclo, ndo diferiram (p>0,05). As
inseminagdes pré-ovulacdo com sémen
congelado, resultaram em 60% de
concepcdo, enquanto inseminagdes pré-
ovulagdo com sémen a fresco resultaram em
fertilidade de 70%. Além disso, uma Unica
inseminagdo pos-ovulagdo com sémen
congelado respondeu com taxa de
concepgdo total de 55%. Os autores
concluiram que as inseminagdes de 12 a 15
horas apo6s a ovulagdo sdo o limite para a
gestacdo, em virtude do odcito reter a
habilidade para ser fecundado por poucas
horas ap6s a sua liberacdo (Skatkin, 1943;
Kloppe et al., 1988).

Ferraz ¢ Vicente (2006) estudaram a
influéncia do momento da cobricio em
relacdo a ovulagdo, sobre a fertilidade e a



ocorréncia de morte embriondria. Estes
autores utilizaram 405 éguas da raca Puro
Sangue Inglés, acompanhadas por 629
ciclos estrais. As éguas foram divididas em
cinco grupos, de acordo com o momento da
cobri¢do: grupo I - composto por 79 éguas
cobertas entre 48 e 36 horas antes da
ovulagdo; grupo II - com 102 éguas
cobertas 36 a 24 horas antes da ovulacio;
grupo III - com 166 éguas cobertas 24 a 12
horas antes da ovulagdo; grupo IV - com
185 éguas cobertas até 12 horas antes da
ovulagdo; e grupo V - formado por 97 éguas
cobertas até 12 horas apos a ovulagdo. Os
maiores indices de gestagdo foram
observados nos grupos III e IV (p<0,06), e
determinou-se que o melhor momento para
cobrigdo ¢ a realizada 24 horas antes da
ovulacdo.

Esses dados ressaltam como demonstrados
no presente estudo, que ha queda na taxa de
concepcdo de oocitos fecundados apos 12
ou 24 horas da ovulacdo, tal como
observado por Zivotkov (1940) que obteve
os melhores resultados de concepg¢do total
(85,6 a 87,6%), em mais de 700 éguas com
inseminagdes antes da ovulagdo. As
inseminagdes no momento da ovulagdo
resultaram numa queda de 12% (63 éguas;
de 72,7 a 76,7% de concep¢do), e nas
realizadas de 2 a 10 horas ap6s a ovulagao
queda acima de 50% (27,3% e 34,7% em 44
éguas). Estes resultados sdo contrarios aos
obtidos no presente experimento, onde
foram encontradas taxas de concepgao total
de 55,17% (16/29) para o intervalo de até
24 horas e de 63,3% (19/30) para o
intervalo de até 12 horas da ovulacao.

Poucos sdo os trabalhos que, utilizando
coberturas apos a ovulagdo, obtiveram bons
resultados e, dentre estes, se destacam os
trabalhos de Allen (1981) e Belling (1984),
realizados sob diferentes condigoes.

Em 1980, Allen (1981) utilizou 17 fémeas
cobertas apds a ovulagdo, por apenas um

garanhdo, e obteve taxa de concepgdo total
de 76%, com 1,2 ciclos/concepgao.

Belling (1984) utilizou cobri¢des apds a
ovulagdo em larga escala, em 12 rebanhos
particulares. Durante um periodo de sete
anos, o autor supervisionou o cruzamento
de 355 éguas dentro de 24 horas apés a
ovulacgdo. Os resultados das cobri¢des apos
a ovulagdo foram computados, utilizando-se
o numero de servigos/concep¢do e indice
total de concepgdo. Foram necessarios 425
servigos para obter 293 gestagoes. Ao final
do quarto ciclo estral a taxa de concepgao
total foi de 82,53% (293/355). Devendo,
aqui ressaltar, que os valores encontrados
para taxa de gestacdo total, no presente
estudo, 55,17% (16/29) para o intervalo de
até 24 horas e de 63,3% (19/30) para o
intervalo de até 12 horas da ovulagdo,
foram obtidos com a utilizagdo de apenas
dois ciclos estrais por égua. Salvo dois
animais que foram cobertos até o terceiro
ciclo estral.

Jacob et al. (2000) realizaram um
experimento com éguas da raca Mangalarga
Marchador, visando analisar a fertilidade de
inseminagdes realizadas antes e apds a
ovulagdo. Os autores utilizaram sémen a
fresco diluido com concentragdo sempre
superior a 500x10° espermatozoides moveis
por dose inseminante. A taxa de concepcao
total foi de 73,3% para o grupo de fémeas
inseminadas uma Unica vez apds a
ovulagdo, ndo diferindo (p>0,05) do grupo
inseminado no periodo pré-ovulatério
(89,5%). Os resultados acima citados
divergem de outros autores, tais como o0s
obtidos por Katila et al. (1988) que
obtiveram taxas de 40% para o intervalo de
18 a 24 h apos a ovulagdo, e de 46%
(13/28) para o intervalo de zero a 27 horas.

Deve-se ressaltar que a maior parte dos
trabalhos citados na literatura faz mencao as
inseminagdes ou coberturas realizadas até
12 horas ap6s a ovulagdo. Os trabalhos que
realizaram  coberturas em  intervalos
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superiores a 12 horas, mencionam queda da
fertilidade.

Palmer (1984), realizando duas palpagdes
transretais diarias em 34 éguas inseminadas
com sémen a fresco, observou queda
drastica da fertilidade/ciclo quando o
intervalo da ovulagdo a inseminagdo passou
de 0-12 horas (8/17 — 47%) para o periodo
de 12-24 horas (3/17 — 18%).

O trabalho de Woods et al. (1990)
corrobora com os dados encontrados por
Palmer (1984), onde demonstraram que as
inseminacgdes realizadas até seis horas apo6s
a ovulacdo foram acompanhadas por
melhor taxa de gestagdo, quando
comparadas com as realizadas 18 a 24 horas
apods a sua deteccao.

Também, Koskinen et al. (1990) avaliaram
a fertilidade segundo varios intervalos de
inseminagao pés-ovulagdo (6-12, 12-18, 18-
24 e 24-30 horas) utilizando sémen a fresco
diluido, na dose de 500x10° de
espermatozoides e obtiveram taxa de
concepgdo total de 100% (n=5), 100%
(n=5), 40% (m=5) e 0% (n=5),
respectivamente, demonstrando que a
capacidade de fecundagdo do odcito eqiiino
decresce apos 18 horas da ovulagao.

Frente aos resultados citados pela literatura,
acima  descritos, seriam  esperadas
diferencas nas taxas de concepcdo das
coberturas realizadas até 24 (P1) e 12 horas
(P2) apos a ovulagdo. Contudo, no presente
experimento, isto ndo ocorreu (p>0,05).
Hunter (1990) sugere que a homogeneidade
entre as respostas de éguas cobertas 12 ou
24 horas ap6s a ovulagdo se da pelo fato do
odcito, ocasionalmente, poder ser liberado
no estadio de desenvolvimento primadrio,
secundario ou até mesmo num estado
intermedidria, condigdo variavel entre
animais e entre ciclos estrais. Tal variagdo,
na égua, poderia ser atribuida a falta do
pico pré-ovulatorio de LH, diferente de
outras espécies (ovelha, vaca e porca).
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Dessa forma, o odcito primario ovulado na
forma imatura poderia continuar & meiose
na tuba uterina, o que daria maior
viabilidade, antes do inicio do processo
degenerativo, do que para odcitos ovulados
em estadio secundario (Hunter, 1990).

Apesar de, aparentemente, a viabilidade do
oocito ter garantido a homogeneidade
(p>0,05) dos valores da taxa de concepgao
total por ciclo, 44,19% (19/43) e 39,02%
(16/41) e por égua, 63,3% (19/30) e 55,17%
(16/29), para as coberturas realizadas dentro
do intervalo de 12 horas e 24 horas,
respectivamente, apos ovulagdo, considera-
se esses valores como baixos, quando
comparados com os trabalhos de Allen
(1981 - 76-100 %), Belling (1984 -
80,82%), Koskinen (1990 - 100 %) e Jacob
et al. (2000), 75 %, que realizaram
coberturas a intervalos de até 12 ou 24
horas apos a ovulacao.

Esta menor taxa de concepgdo total, tanto
por ciclo quanto por animal, pode ser
atribuida a varios fatores, podendo ocorrer
por: retencdo do embrido na tuba uterina
(Huhtinen et al., 1996), falha na fecundagao
(Hunter, 1990; Baird et al., 2005; Pellestor
et al., 2006), incidéncia de mosaicismo nos
cromossomos  sexuais  (Blue, 1981),
deterioragdo progressiva (Fissore et al.,
2002; Yuan et al., 2005), edemaciag¢do dos
granulos corticais (Hunter, 1990) e
rompimento de algumas das membranas
mitocondriais do o6cito, ou mesmo pela
redugdo da sua habilidade de gerar
adenosina trifosfato (ATP), por conta do
envelhecimento apos a ovulagdo, tendo
conseqiiéncias negativas sobre a
proliferacdo e a sobrevivéncia da célula
(Fissore et al., 2002).

Desta forma, deve-se considerar, segundo
Carnevale e Ginther (1994), que ha reducdo
da viabilidade do embrido, antes mesmo
dele chegar ao utero, levando-se em
consideracio o aumento do tempo
transcorrido da ovulacdo a fecundacgdo.



Varios estudos, envolvendo diversas
espécies, indicaram que a qualidade do
o6cito diminui com o maior tempo
transcorrido entre 0 momento da ovulacédo e
a fecundagdo, podendo haver maior
incidéncia de odcitos anormais e com falhas
no desenvolvimento subseqiiente. Devendo-
se ressaltar, segundo o trabalho de Palhares
(1989) que realizou controle folicular
ovariano em ¢éguas da raca Mangalarga
Marchador, a cada 6 horas (06:00-12:00,
12:00-18:00, 18:00-24:00 e 24:00-06:00
horas), e encontrou 22,30%, 30,70%,
21,20% e 25,80% de ovulagdes,
respectivamente, que, no presente
experimento, os odcitos fecundados podem
ter sido ovulados até 12 ou 24 horas antes
da cobertura, de acordo com o tratamento
exposto.

A associacdo dos fatores acima descritos
explica, pelo menos em parte, a queda da
fertilidade, quando  coberturas  sdo
realizadas com mais de 18 horas apds a
ovulagdo (Palmer, 1984; Hunter, 1990,
Woods et al., 1990; Pellestor et al., 2006).

A auséncia de diferengas (p>0,05) entre os
intervalos de palpacdo (P1=12 e P2=24
horas) deste experimento, permite especular
que a viabilidade do odcito eqiiino perdurou
por, pelo menos, 24 horas, apesar de
apresentar baixa viabilidade, expressa pela
menor taxa de concepg¢do total por ciclo
39,02% (16/41) e por égua 55,17% (16/29).
Assim, considera-se que
independentemente do sistema de cobrigdo
utilizado, as taxas de concepgdo mais
satisfatérias sdo obtidas quando as éguas
sdo inseminadas o mais proximo da
ovulagdo (Cheng, 1965; Aliev, 1979),
dependendo o sucesso de cobrigdes pos-
ovulagdo, fundamentalmente, do tempo
necessario para a capacitagdo do
espermatozoide ¢ da duragdo da viabilidade
do o6cito no sistema genital da égua (Silva
Filho, 1994).

Apesar de todas essas prerrogativas, o
resultado da taxa de concep¢do total do
presente estudo foi obtido de dois ciclos
estrais por égua. Podendo, assim, especular
que a possibilidade de um maior nimero de
servicos por €égua geraria uma taxa final de
concepgdo maior, independente do intervalo
de palpacdo, como obtido por Belling
(82,53%, 1984) apds o quarto servico.

4.7 Eficiéncia de prenhez de éguas
submetidas a dois intervalos distintos de
palpacéo

Segundo Belling (1984), um dos métodos
de avaliar a eficiéncia de prenhez é baseado
no numero de servigos/concepgdo, estando
sujeito a uma gama de fontes de variacdes
e, dentre essas, pode-se considerar o estado
reprodutivo da égua (seca, lactante ou
solteira), o nimero de vezes que foi coberta
por ciclo, o método usado para determinar o
momento da cobertura e se foi coberta por
monta natural ou inseminagdo artificial.
Outro método para avaliar a eficiéncia de
prenhez, segundo este mesmo autor, ¢
baseado na taxa de concepcdo, que ¢
influenciada pela monta natural ou
insemina¢do  artificial, numero  de
coberturas por ciclo estral, o estado
reprodutivo da égua e o intervalo de
parigdo.

No presente estudo, utilizou-se a taxa de
concepcao para avaliagdo da eficiéncia de
prenhez, segundo o método de sistema de
pontos proposto por Voss et al. (1975),
onde as éguas que concebiam no primeiro
ciclo estral recebiam a nota 10, no segundo
ciclo recebiam a nota oito, no terceiro ciclo
a nota seis e as éguas que saiam da estacao
de monta vazias recebiam a nota zero. Esta
metodologia permite, por meio deste
sistema, utilizar métodos estatisticos mais
adequados para detectar menores diferencas
(Voss et al., 1975).
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A eficiéncia de prenhez encontrada neste
trabalho ndo diferiu (p>0,05) entre os
tratamentos, sendo de 3,28 £+ 4,50 para o
tratamento P1G1, 3,33 += 429 para o

tratamento P2GI1, 4,13 + 4,87 para o
tratamento P1G2 e 6,00 = 5,16 para o
tratamento P2G2 (Tab. 8).

Tabela 8: Taxa de concepgdo/ciclo, perda gestacional e eficiéncia de prenhez em éguas

submetidas a dois intervalos de palpacdo retal.

Garanhéao 1 Garanhao 2
Tratamento (P1G1) (P2G1) (P1G2) (P2G2)
Parametros avaliados 24 horas 12 horas 24 horas 12 horas
N2 Eguas 17 20 12 10
N° Ciclos estrais 25 33 16 10
Taxa de concepgio/ciclo (%) 36,00 (9/25) 39,40 (13/33) 43,75 (7/16) 60 (6/10)
Perda Gestacional (%) 11,10 (1/9) 7,69 (1/13) 14,29 (1/7) 33,33 (2/6)
Eficiéncia de Prenhez 3,28 £4,50 3,33+4,29 4,13 +£4,87 6,00 £5,16

Resultados semelhantes foram obtidos por
Valle (1997), Palhares (1997) e Brandao
(2001) que inseminaram éguas 72 horas
antes e apés o diagnostico da ovulagdo,
utilizando sémen diluido e resfriado para os
dois primeiros autores e sémen fresco
diluido no caso do Tultimo autor. A
eficiéncia de prenhez foi de 5,11, 4,22 e
5,30, respectivamente, para oS mesmos
autores. E, para Silva (1995), utilizando de
cobertura por monta natural as seis e 12
horas apos ovulagdo, obteve 4,93 e 5,77 de
eficiéncia de prenhez, respectivamente.

A auséncia de diferengas pode ser devido
ao pequeno numero de ciclos utilizados no
experimento. Segundo Silva Filho (1994),
este ¢ um dos problemas encontrados por
diferentes pesquisadores no que diz respeito
a experimentacdo com reproducdo de
eqiiinos, onde a utilizagdo de pequeno
numero de éguas ou ciclos por tratamento
pode gerar a sobreposi¢do dos intervalos de
confianga, levando ao erro do tipo II, ou
seja, os resultados sdo diferentes mas, a luz
da baixa amostragem, a analise estatistica
os considera como semelhantes.

Isto pode ser wverificado quando
comparamos os valores de P2G1 (3,33) e
P2G2 (6,00), que apresentaram desvios
padriao de 4,29 e 5,16, respectivamente.
Logo, pode-se considerar que os valores
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poderdo oscilar entre 0 e 7,62 ou 0,84 e
11,16 e, desta maneira, sobrepondo-se.

Entretanto, deve ser considerado que a
eficiéncia de prenhez obtida neste estudo ¢
reflexo direto da baixa taxa de concepgdo.
Lembrando, como citado anteriormente,
que nem a idade das éguas nem os
garanhdes  utilizados,  puderam  ser
determinados como fonte da baixa taxa de
concepgdo e, conseqiientemente, do baixo
valor da eficiéncia de prenhez. Logo, pode-
se especular que esta variavel ¢ efeito direto
da viabilidade dos o6citos fecundados apos
12 ou 24 horas da ovulagdo.

5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste
experimento pode-se concluir que:

1 - Coberturas realizadas, apos a ovulagéo,
a intervalos de palpagdo de até 24 horas, na
espécie eqiiina, mostram-se viaveis;

2 - A menor taxa de concepgdo de éguas
cobertas 24 ou 12 horas ap6s a ovulagao
ndo foi associada diretamente a idade da
¢gua ou do garanhio;

3 - Estratégias de manejo de palpagdo
transretal, a cada 12 ou 24 horas, podem ser



utilizadas como alternativa para assegurar
bons indices de fertilidade, a partir de
garanhdes ou ¢éguas limitados para esta
funcgédo.
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7. ANEXOS

7.1 - Figura 2: Ficha de controle individual
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7.2 - Figura 3: Ficha de controle geral
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7.3 - Tabela 9: Comportamento sexual, caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen garanhao

G1, na estagdo de monta 2004/2005 (Xavier, 2006).

Parametros Média + s
Tempo de reagdo (seg) 123,02 + 71,43
Tempo para a monta (seg) 6,98 £2,61
Duragéo da ejaculagao (seg) 25,64 +531
Numero de montas por ejaculacdo 1,02 £0,15
Volume de sémen sem gel (mL) 27,62 +£9,24
Motilidade total (%) 47,39 £ 6,78
Vigor (0-5) 3,41 +045

Numero total de espermatozodides/mL (X 10%

301,09+109,48

Morfologia espermatica

Total de espermatozoides normais 72,25 + 6,34
Anormais
Cabeca
Delgado na base 0,45 +0,79
Piriforme 0,47 £0,88
Delgada 0,61 + 099
Contorno anormal 0,14+ 0,35
Microcefalia 0,15+0,65
Cabega isolada 0,84 + 0,68
Acrossoma 1,00 £ 1,22
Total de patologias de cabega 4,20 +£2,18
Pega intermediaria 1,57 £ 1,30
Cauda
Cauda dobrada 1,55+1,11
Gota citoplasmatica proximal 10,05 + 4,08
Gota citoplasmatica distal 10,07 + 3,68
27,55+6,18

Total de espermatozoides anormais

7.4 - Tabela 10: Caracteristicas morfologicas do s€émen dos garanhdes G1 e G2, na estacao de

monta 2005/2006.
M9r_folog|a esp~ermat|ca G1 G2
Inicio da estacdo de monta
Total de espermatozoides normais 80% 72%
Anormais
Cabeca
Delgado na base 1% --
Contorno anormal 1% 1%
Cabeca isolada 1% --
Pega intermediaria 5% --
Cauda
Cauda dobrada/enrolada 5% 19%
Gota citoplasmatica proximal 3% 3%
Gota citoplasmatica distal 4% 5%
Total de espermatozoides anormais 20% 28%
Final da estacdo de monta
Total de espermatozoides normais 85% 90%
Cabega
Cabeca isolada 1% 3%
Cauda
Cauda dobrada 6% 6%
Enrolada 4% 1%
Gota citoplasmatica proximal 2% --
Gota citoplasmatica distal 2% --
Total de espermatozoides anormais 15% 10%

80



8. APENDICE

Analise 8.1 — Resumo da anélise de variancia para o nimero de ciclos estrais por égua.

Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 83 22,32
Modelo 3 1,69 0,57 2,20 0,09
Tratamento 1 0,058 0,057 0,22 0,64
Cavalo 1 1,18 1,18 4,59 0,03
Tratamento x Cavalo 1 0,63 0,63 2,46 0,12
Erro 80 20,62 0,26
CV 38,42
Média de Ciclo 1,32
Dentro de tratamento
P
T1 Gl x G2 0,668
T2 G1x G2 0,015
Dentro de garanhdo
P
Gl T1x T2 0,320
G2 TI x T2 0,225

T1: palpagdes realizadas a cada 24 horas; T2: palpagdes realizadas a cada 12 horas. G1: Dartanhan; G2:

Hermes.

Andlise 8.2 — Resumo da analise de variancia para nimero de ciclos estrais por égua gestante.

Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 34 12,685
Modelo 3 2,722 0,909 2,83 0,054
Tratamento 1 1,730 1,730 5,39 0,027
Cavalo 1 0,003 0,003 0,01 0,922
Tratamento x Cavalo 1 0,749 0,749 2,33 0,136
Erro 31 9,958 0,321
CV 38,896
M¢édia de ciclo/égua gestante 1,457
Dentro de tratamento
P
T1 Gl x G2 0,582
T2 Gl x G2 0,09
Dentro de garanhdo
P
Gl T1x T2 0,196
G2 TI x T2 0,372
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Analise 8.3 — Resumo da analise de variancia para nimero de ciclos estrais por égua vazia.
Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 48 8,531
Modelo 3 0,225 0,075 0,41 0,749
Tratamento 1 0,104 0,104 0,56 0,456
Cavalo 1 0,163 0,163 0,88 0,353
Tratamento x Cavalo 1 0,104 0,104 0,56 0,456
Erro 45 8,305 0,184
CV 35,085
Meédia de ciclo/égua vazia 1,224

Dentro de tratamento

P
T1 Gl x G2 0,877
T2 Gl x G2 0,294
Dentro de garanhdo
P
Gl T1x T2 1,000
G2 T1x T2 0,394

T1: palpagdes realizadas a cada 24 horas; T2: palpacdes realizadas a cada 12 horas. G1: Dartanhan; G2:
Hermes.

Analise 8.4 — Resumo da analise de variancia para valor da idade dentro de todos os ciclos.
Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 83 402186,702
Modelo 3 40444,146 13481,382 2,98 0,036
Tratamento 1 38593,627 38593,626 8,54  0,0045
Cavalo 1 1030,959 1030,959 0,23 0,6343
Tratamento x Cavalo 1 335,845 335,845 0,07 0,7859
Erro 80 361742,555 4521,782
CV 53,464
Idade Média 125,773

Dentro de tratamento

P
Tl Gl x G2 0,056
T2 Gl xG2 0,081
Dentro de garanhao
P
Gl T1x T2 0,496
G2 T1x T2 0,903

T1: palpagdes realizadas a cada 24 horas; T2: palpacdes realizadas a cada 12 horas. G1: Dartanhan; G2:
Hermes.
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Analise 8.5 — Resumo da analise de variancia para intervalo das duas ultimas palpacdes.

Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 82 2867,196
Modelo 3 2534,344 844,782 200,50 0,0001
Tratamento 1 2094,183 1,798 0.43 0,5154
Cavalo 1 1,798 2094,183 497,04 0,0001
Tratamento x Cavalo 1 2,008 2,008 0,48  0,4920
Erro 79 332,852 4213
CV 11,416
Meédia do intervalo palpagdes 17,979
Dentro de tratamento
P
T1 Gl x G2 0,018
T2 Gl x G2 0,080
Dentro de garanhdo
P
Gl1 TIx T2 0,497
G2 TIx T2 0,902

T1: palpagdes realizadas a cada 24 horas; T2: palpacdes realizadas a cada 12 horas. G1: Dartanhan; G2:

Hermes.

Analise 8.6 — Resumo da analise de variancia para o intervalo da tltima palpagdo a cobertura.

Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 82 38,368
Modelo 3 1,678 0,559 1,20 0,313
Tratamento 1 0,655 0,655 1,41 0,238
Cavalo 1 0,370 0,370 0,80 0,374
Tratamento x Cavalo 1 0,678 0,678 1,46 0,230
Erro 79 36,689 0,464
CV 60,01
Média do intervalo da 1135
palpacdo a cobertura ’
Dentro de tratamento
P
T1 G1x G2 0,319
T2 Gl x G2 0,980
Dentro de garanhdo
P
Gl T1 x T2 0,0001
G2 T1x T2 0,0001

83



Analise 8.7 — Resumo da analise de variancia para efici€ncia de prenhez.

Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 83 1736,143
Modelo 3 64,019 21,339 1,02 0,879
Tratamento 1 15,973 15,973 0,76 0,384
Cavalo 1 52,971 52,971 2,53 0,115
Tratamento x Cavalo 1 14,254 14,254 0,68 0,411
Erro 80 1672,123 20,901
CV 120,77
Média eficiéncia deprenhez 3,785
Dentro de tratamento
P
T1 G1xG2 0,565
T2 G1x G2 0,110
Dentro de garanhdo
P
Gl T1xT2 0,965
G2 T1x T2 0,312

T1: palpagdes realizadas a cada 24 horas; T2: palpacdes realizadas a cada 12 horas. G1: Dartanhan; G2:
Hermes.

Anadlise 8.8 — Resumo da analise de variancia para o numero de ciclos positivos considerando
grupo de idade.

Analise de variancia

FV GL SQ QM F P
Total 83 20,416
Modelo 2 0,973 0,486 2,03 0,138
Erro 81 19,443 0,24
CV 34,584

Analise 8.9 — Comparagdo entre as taxas de concepcao por ciclo estral dos grupos, considerando
o garanhdo e o intervalo de palpacdo.

Freqiiéncia P1Gl P2Gl1 P1G2 P2G2 Total
Positivo 9 13 7 6 35
Negativo 16 20 9 4 49
Total 25 33 16 10 84
Teste Estatistico Valor Grau de Liberdade Probabilidade
Qui-quadrado 1,812 3 0,612
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Analise 8.10 — Comparacdo entre a taxa de concep¢do considerando apenas intervalo de

palpacdo.

Freqiiéncia 24 horas 12 horas Total
Positivo 16 19 35
Negativo 25 24 49
Total 41 43 84
Teste Estatistico Valor Grau de Liberdade Probabilidade
Qui-quadrado 0,230 1 0,631

Exato de Fisher -- -- 0,758

Analise 8.11 — Comparagdo entre taxa de concepcdo no primeiro ciclo estral, considerando-se o

garanhdo e o intervalo de palpacao.

Analise 8.11 — Comparagao P1Gl1 P2G1 P1G2 P2G2 Total
entre taxa de concep¢do no

primeiro ciclo estral,

considerando-se o garanhdo

e o intervalo de palpacio.

Freqiiéncia

Positivo 5 5 5 6 21
Negativo 12 15 7 4 38
Total 17 20 12 10 59
Teste Estatistico Valor Grau de Liberdade Probabilidade
Qui-quadrado 3 4,054 0,256

Analise 8.12 — Comparagdo entre a taxa de concepgdo no primeiro ciclo estral, considerando-se

apenas o intervalo de palpagdo.

Analise 8.12 — Comparagdo
entre a taxa de concepgao no
primeiro ciclo estral,
considerando-se apenas o
intervalo de palpacao.
Freqiiéncia

24 horas

12 horas

Total

Positivo 10
Negativo 19

11
19

21
38

Total 29

30

59

Teste Estatistico Valor

Grau de Liberdade

Probabilidade

Qui-quadrado 0,031
Exato de Fisher --

1

0,861
0,672
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Analise 8.13 — Comparagao entre taxa de concepgdo no segundo ciclo estral, considerando-se o
garanhdo e o intervalo de palpacdo.

Freqiiéncia P1Gl P2Gl1 P1G2 P2G2 Total
Positivo 4 6 2 - 12
Negativo 4 5 2 -- 11
Total 8 11 4 -- 23
Teste Estatistico Valor Grau de Liberdade Probabilidade
Qui-quadrado 2 0,048 0,977

Analise 8.14 — Comparagdo entre a taxa de concepgdo no primeiro ciclo estral, considerando-se
apenas o intervalo de palpacgdo.

Freqiiéncia 24 horas 12 horas Total
Positivo 6 6 12
Negativo 6 5 11
Total 12 11 23
Teste Estatistico Valor Grau de Liberdade Probabilidade
Qui-quadrado 0,048 1 0,827

Exato de Fisher -- -- 0,737
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