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ABSTRACT.-Silva P.C.A,, Oliveira J.P, Dutra G.A., Paiva S.0., Caram D.F, Junqueira R.G.C. & Jacob
J.C.F. 2018. [Recovery rate and morphologic features of cross bred embryos (Equus caballus
x Equus asinus).] Taxa de recuperacdo e caracteristicas morfolégicas de embrides muares
(Equus caballus x Equus asinus). Pesquisa Veterindria Brasileira 38(7):1453-1457. Departamento de
Reproducdo e Avaliagdo Animal, Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, R] 23890-000, Brazil. E-mail: paulinha_calmeida@hotmail.com

Production biotechnologies, particularly embryo transfer (ET) has constantly been
contributed to reproduce horses and other species. The mules market has shown continuous
growth, however, the biotechnology for mule assisted reproduction is still scarce. The aim
of this study was to evaluate the embryo recovery rate and the features of the embryos
from mares bred with donkeys. The embryos recovery attempts were performed on days
6 to 9 after ovulation, in order to evaluate the embryo recovery rate and the features related
to age, morphology and embryonic diameter in each day. The overall embryo recovery rate
was 55,9% (71/127), and there was no significant difference (p>0,05) on different days
(D6-D9). Embryos were recovered in stages of morula, early blastocyst, blastocyst and
expanded blastocyst. The diameter of the embryos ranged from 147-1688um and the mean
diameter of all the embryos collected was 438,04pum. The collection of hybrid embryos might
be performed between days 6 and 9 after ovulation, and provides recovery of embryos in
the early stages of development.

INDEX TERMS: Recovery rate,morphology, cross bred, embryos, Equus caballus, Equus asinus,embryo
transfer, hybrid, mare.

RESUMO.- A Transferéncia de Embrido (TE) contribuiu nos estagios de mdrula, blastocisto inicial, blastocisto e
efetivamente para a producio de equinos e outras espécies.  blastocisto expandido. O tamanho dos embrides variou entre
0 mercado de muares tem apresentado um continuo crescimento, 147-1688um e a média do didmetro de todos os embrides
entretanto, a aplicacdo das biotecnologias para a producdo  recuperados foi de 438,04um. A recuperagdo de embrides
desses animais ainda é escassa. O presente estudo avaliou  muares pode ser realizada entre os dias 6 e 9 apds a ovulagdo,
a taxa de recuperacdo embrionaria e as caracteristicas dos e propicia a recuperagdo de embrides nos primeiros estagios
embrides provenientes do cruzamento de éguas com jumentos.  de desenvolvimento.

Os embrides foram recuperados entre os dias 6 e 9 apds a
ovulacio, dessa forma foi realizada a avaliacdo da taxa de
recuperacdo embriondaria e avaliacdo das caracteristicas
relacionadas com a idade, morfologia e didmetro embrionério.
Ataxa de recuperagdo embrionaria total foi de 55,9% (71/127), INTRODUC[\O
e ndo apresentou diferenca para as colheitas realizadas
em diferentes dias (D6-D9). Foram recuperados embrides

TERMOS DE INDEXACAO: Recuperacio, embrido,Equus caballus,
Equus asinus, transferéncia de embriio, hibrido, égua, mula.

Os muares sdo animais oriundos do cruzamento entre Equus
asinus - asininos (jumento e jumenta) com equinos - Equus
TRecebido om 24 de malo de 2017, caballus(égua e garanhao), orlglnando. a mula,. b1.1rro ou
Aceito ara publicagio em 29 de junho de 2017. bardoto, dependendo_do cruzamento realizado (Ollvelrg et gl.
?Departamento de Reprodugdo e Avaliagdo Animal, Universidade Federal Rural 2007)' Durante muito tempo os muares foram animais
do Rio e Janeiro (UFRR]), Rodovia BR-465 Km 7, Seropédica, R] 23890-000, ~ desvalorizados pelos criadores, atualmente as mulas e
Brasil. *Autor para correspondéncia: paulinha_calmeida@hotmail.com burros, sdo os hibridos mais conhecidos e utilizados no
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mundo (Gastal et al. 2014). Dessa maneira, o mercado de
muares encontra-se em expansao e conta com animais de
grande importancia e valor zootécnico, mas, o nimero de
mulas e burros ainda é pequeno em comparag¢io ao nimero
de equinos. Em equinos, a TE é uma técnica amplamente
difundida e que permitiu a rapida expansdo no nimero de
animais (Squires et al. 2003, Lira etal. 2009, Bortot & Zappa
2013), propiciou o conhecimento a respeito de caracteristicas
biol6gicas dos embrides como: diametro (Herrera etal. 2014),
estagio (Choi et al. 2010, Panzani et al. 2014) e qualidade
embrionaria (McKinnon & Squires 1988, McCue 2011), e
possibilita seu uso juntamente com outras biotecnologias
reprodutivas (McKinnon & Squires 2007).

Em asininos a TE ja foi utilizada algumas vezes, e os
trabalhos reportam desde a taxa de recuperacio para os
diferentes dias de colheita (Camillo et al. 2010), bem como,
as caracteristicas envolvendo os embrides recuperados
(Panzani etal. 2012) e ainda os fatores envolvendo as taxas de
gestacdo pos-transferéncia (Allen et al. 1985, Vendramini et al.
1997). Quando se trata do uso da TE em muares, as publicacoes
cientificas referem-se ao uso das mulas como receptoras de
embrides (Quintero etal. 1996), ou apresentam as divergéncias
e problemas relacionadas com a gestagdo interespécie em éguas
e jumentas (Allen & Moor 1972, Allen 1975, Antczak et al.
1985, Allen et al. 1987, Bessent & Ginther 1988, Gastal et al.
1993, Meira et al. 1998). Nado h3, contudo, dados publicados
consistentes comparando taxa de recuperacgdo, qualidade,
didmetro e estagio evolutivo embriondrio, entre embrides
equinos, muares e asininos.

0 presente estudo dedicou-se a avaliar a taxa de recuperacio,
diametro, qualidade, estagio e taxa de crescimento dos
embrides provenientes do cruzamento de éguas com jumento,
recuperados entre os dias 6 e 9 ap6s a ovulagio.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Departamento de Reproducdo e Avaliagdo
Animal da UFRR], e foi aprovada pelo Comité de Etica sob o niimero
23083.010030/2012-07.

Foram utilizados127 ciclos estrais de 58 éguas, pertencentes as
racas Bretdo Postier, Mangalarga Marchador e Mestigcas Mangalarga.
As éguas entre3 e 15 anos apresentavam boa condi¢do corporal
com escore minimo cinco (escala de classificacdo de um a nove)
(Henneke etal. 1983), ciclos estrais regulares e histérico reprodutivo
conhecido. O garanhdo utilizado foi um jumento da raga Péga, de
fertilidade comprovada, que foi submentido a um exame androl6gico
prévio no inicio da estagdo de monta.

A atividade ovariana das éguas foi monitorada diariamente, por
meio da palpagdo retal e técnica de ultrassonografia, com aparelho
modelo Mindray DP2200Vet, equipado com transdutor linear de
5.0MHz. Na presenca de um foliculo >30mm foi realizada a inducdo
da ovulagio, utilizando 1000UI (1,0 mLi.v.) de hCG - Gonadotrofina
coridnica Humana (Chorulon® Intervet Schering-Plough Animal
Health) ou 750pg (3,0mLi.v.) de Acetato de Deslorelina (Sincrorrelin®
- Ourofino Saude Animal). As éguas foram inseminadas 24 horas ap6s
a indugdo da ovulagdo por via transcervical, com sémen resfriado,
diluido (Botu-Sémen® Botupharma), na dose de 500 milhdes de
espermatozoides com movimento progressivo (70-80%), vigor entre
dois e trés, e volume inseminante entre 10 e 15mL. Ap6s ainseminagio
o acompanhamento folicular continuou diariamente até a detec¢do
da ovulagdo, e nos casos em que esta ndo ocorreu em até 48 horas
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apds a aplicacdo dos agentes indutores, uma nova inseminagao foi
realizada 48horas apds a primeira inseminagao artificial.

A colheita dos embrides foi realizada nos dias 6 (49 colheitas),
7 (49),8(24) e 9 (5), ap6s ovulagdo das éguas, através da realizacido
de lavado uterino transcervical (McKinnon & Squires 1988).
Apos a colheita a primeira caracteristica avaliada foi o didametro,
que foi mensurado com o auxilio de uma ocular de 10x, com
reticulo micrométrico, acoplada ao microscépio esteroscopico
(Tecnival CGA-6745). A mensuragdo do didmetro (Fig.1) foi feita
sempre sob o aumento de 40x, independente do dia de colheita,
e transformados segundo a férmula fornecida pelo fabricante:
TEm=NDCx0,19/(A0 x ASZ), onde TEm = Tamanho do embrido que
deseja determinar; NDC = nimero de divisdes; AO = Ampliacdo da
objetiva; e ASZ = Amplia¢do do sistema de zoom. Apds a mensuragao
foi realizada a classificacdo dos embrides em relacdo ao estagio
(Mérula - MO, Blastocisto Inicial - BI, Blastocisto - BL e Blastocisto
Expandido- BX) e qualidade embrionaria (grauIaIV), como descrito
por McKinnon & Squires (1988) para avaliagdo de embries equinos.

Encerrado os procedimentos as éguas receberam uma aplicagio
intramuscular de 7,5mg de Dinoprost Trometamina - PGF2«a
(Lutalyse® Zoetis-Pfizer) para encurtamento do diestro e indu¢do
de um novo ciclo estral.

Utilizando o Microsoft Office Excel, foi realizado o teste Exato de
Fisher, com 5% de significancia para determinar a taxa de ovulagéo,
recuperagdo embriondria para os diferentes dias de colheita, e os
embrides de diferentes estagios. A regressao linear foi utilizada para
verificar a taxa de crescimento diaria dos embrides.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo a ovulacdo ocorreu em até 48 horas em
80,3% (102/127) das indugdes realizadas. Esse resultado
corrobora com os resultados ja descritos por outros autores
que afirmam que se a inducdo da ovulacdo for realizada
no momento adequado (presenca de um foliculo ovariano
>30mm associado com edema uterino), a maioria das éguas
ira ovular em até 48 horas apos a aplicagdo dos hormonios, o
que facilitao manejo no uso de diversas biotécnicas (Palmer
1993, Bergfelt 2000, Brinsko et al. 2000, Ginther et al. 2008,
Samper 2008, Jacob et al. 2011).

0 percentual de ciclos onde ocorreu a ovulagdo apds
48 horas da aplicacdo dos farmacos foi de 81,4% (57/70) e
78,9% (45/57), parao hCG e Deslorelina, respectivamente.
Nao houve diferenca entre (p>0,05) entre os horménios
utilizados. Os resultados do presente estudo sdo compativeis
aos de Ferris etal. (2012), onde com a utilizagao de 1.8ug de

Fig.1. (A) Sistema micrométrico utilizado para mensurar o didmetro
dos embrides muares. (B) Aumento 400x utilizado para mensurar
os embrides.
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Deslorelina e 2500UI de hCG o percentual de éguas ovuladas
em até 48 horas da inducdo foi de 88,9% (151/168) e 82,8%
(111/134), respectivamente. E importante ressaltar que no
presente estudo as doses dos hormdnios utilizados foram
inferiores as doses do estudo citado, porém, o percentual de
ovulacgoes foi semelhante em ambos.

A colheita de embrides equinos, frequentemente é
realizada entre 6 e 9 dias ap6s a ovulacdo, entretanto, a taxa
de recuperacdo embrionaria no dia 6 é inferior aos demais
dias (Squires & Seidel 1995), no estudo em questdo, a taxa
de recuperacdo embrionadria total foi de 55,9% (71/127), e
paraosdias 6,7,8e9 apds aovulacdo, foide 59,1% (29/49),
49% (24/49), 62,5% (15/24), 60% (3/5), respectivamente
(Quadro 1). Nado houve diferenca (p>0,05) entre os dias de
colheita. Resultado diferente foi descrito por Jacob et al.
(2010), onde a taxa de recuperagao de embrides equinos no
D6 =42% (16/38), diferiu (p<0,03), das taxas no D7 = 61%,
(159/262),D8 =66% (285/434),D9=59% (39/66) e D10=56%
(09/05). 0 mesmo foi observado por Camargo et al. (2013),
onde no D6 =18,1% (2/11) e D10 =35,3% (6/17) as taxas
de recuperacdo embriondria foram menores (p<0,01), que
as observadas em D7=56% (14/25), D8=64,5% (189/293),
e D9=52,6% (181/344). Em jumentas, Camillo et al. (2010),
também observaram diferengas na taxa de recuperagdo com
uma menor taxa (p<0,05) no D7 =12,5% (1/8) em relacdo aos
dias 8e9,79,1% (43/58) e 75% (12/26), respectivamente.
Os resultados do presente estudo nos fazem inferir que no
dia 6, os embrides muares ja se encontram todos no ambiente
uterino, ao passo que os embrides equinos esse processo
de migracdo inicia-se por volta do dia 5,5 e 6 (McKinnon &
Squires 2007).

Os embrides hibridos deste estudo foram identificados como:
MO - mérula=18,3% (13/71); BI - blastocisto inicial = 26,8%
(19/71), BL - blastocisto=29,6% (21/71), e BX- blastocisto
expandido=25,3% (18/71). De acordo com os diferentes dias
de colheita foram identificados embrides em diferentes estagios
de desenvolvimento onde D6 = 44,8% (13/29) MO e 55,2%
(16/29)BI, D7 =12,5% (3/24) B], 62,5% (15/24) BL e 25%
(6/24)BX,D8=40% (6/15) BLe 60% (9/15) BX,e D9=100%
(3/3) BX (Quadro 1). Em equinos os embrides recuperados,
encontram-se nos estagios de MO (embrido de seis dias), Bl
(embrides de seis a sete dias), BL (embrides de sete dias) e BX
(embrides de oito dias), entretanto, os embrides podem ser
recuperados, em estagio incompativel com o dia de colheita,
isso pode acontecer por fatores fisiolégicos, como no caso de
éguasidosas, onde ocorre um atraso no desenvolvimento, ou
por falhas na detecgao da ovulagdo (McKinnon & Squires 1988).
Em equinos as morulas sdo dificeis de serem recuperadas,
e ocorrem principalmente nas colheitas realizadas em
D7 (Choi et al. 2010, Panzani et al. 2014). Neste estudo o

1455

namero de moérulas recuperadas ndo diferiu dos demais
estagios (p>0,05), e foram todas provenientes das colheitas
realizadas 6 dias apds a ovulagdo, sugerindo novamente que
os embrides hibridos “cheguem” mais rapido ao utero do que
os embrides equinos e asininos, sendo esse um ponto crucial
na aplicacdo de biotecnologias que apresentam melhores
resultados quando aplicadas em embrides em estagio inicial
de desenvolvimento.

Dos embrides recuperados, 97,2% (69/71) apresentaram
morfologia compativel com grau de qualidade I, e 2,8% (2/71)
qualidade de grau I, segundo escala descrita por McKinnon
& Squires (1988) para embrides equinos. A qualidade dos
embrides é um fator determinante nas taxas de prenhez.
Embrides de qualidade inferior sdo provenientes de éguas
mais velhas ou com problemas uterinos (Squires & Seidel
1995, Panzani et al. 2012, Panzani et al. 2014).

0 didmetro dos embrides recuperados variou entre
147-1688um, a média do diametro de todos os embrides
recuperados foi de 438,04um, o tamanho médio (menor e maior
didametro) dos embrides para os diferentes dias de colheita
foi: D6 (n=29) - 183,4um (147-253um), D7 (n=24) - 463,2um
(168-886um), D8 (n=15) - 727,2um (422-1224um) e
D9 (n=3) - 1350,6um (844-1688um) (Quadro 1). O didmetro
dos embrides é uma caracteristica muito importante uma
vez que um embrido de didmetro incompativel com a idade
pode prejudicar a taxa de gestagdo. O diametro dos embrides
hibridos corrobora com os achados referentes ao didmetro
dos embrides de éguas (Panzani et al. 2012)e jumentas
(Panzani et al. 2014) para os diferentes dias de colheita.
Através da regressao linear, identificou-se que os embrides
apresentam um aumento médio no didmetro de 312,7um por
dia apds a ovulacdo, p<0,05(Fig.2).
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Fig.2. Didmetro dos embrides muares (n=71) recuperados nos
dias 6,7,8e9 apds a ovulagdo, e taxa média de crescimento didrio.

Quadro 1. Taxa de recuperacio, estagios e diametro dos embriées muares recuperados nos diferentes dias de colheita

) . Taxa de Estagios Didmetro médio
Dia de colheita - . .
recuperagao MO BI BL BX (min - max)
D6 59,1% (29/49) 44,8% (13/29) 55,2% (16/29) - 183,4pum (147 - 253um)
D7 49% (24/49) - 12,5% (3/24) 62,5% (15/24) 25% (6/24) 463,2pum (168 - 886um)
D8 62,5% (15/24) - 40% (6/15) 60% (9/15) 727,2um (422 - 1224pm)
D9 60% (3/5) - 100% (3/3) 1350,6pm (844 - 1688um)

TOTAL 55,9% (71/127)  18,3% (13/71)

26,8% (19/71)

29,6% (21/71) 253% (18/71)  438,04um (147 - 1688um)

D6 =Dia 6 ap6s ovulagdo, D7 = Dia 7 ap6s ovulagdo, D8 = Dia 8 apds ovulagdo, D9 = Dia 9 ap6s ovulagdo, MO = Moérula, BI = Blastocisto inicial, BL = Blastocisto,

BX = Blastocisto expandido.
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CONCLUSOES

Ataxa derecuperagido de embrides muares pés-inseminagdo
de éguas com jumentos, é satisfatoria e pode ser realizada
entre os dias 6 e 9 pds-ovulagdo. A recuperacgio de embrides
em estagio de moérula provenientes das colheitas realizadas
no dia 6 evidencia uma possibilidade de precoce recuperagao
dos mesmos para sexagem, congelamento e outras biotécnicas.

A boa recuperacdo embriondria no D6 presume uma
precocidade no processo de migracao de embrides muares
da tuba para o ttero, fato que deve ser melhor elucidado.

Por fim, a despeito da aparente evolucdo mais rapida,
embrides muares ndo diferem dos equinos e asininos em
relacdo aos aspectos morfoldgicos.
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