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Diferentes tampdes s@o utilizados nos meios de
lavagem e manuteng¢ao embriondria durante os procedimentos
de transferéncia de embrides em equinos (TEE). Os mais
usados sdo carbonato, fosfato e zwitterionico. Durante os
procedimentos de transferéncia ¢ comum que o embrido
permanega por um tempo maior que o previsto em espera
no meio de manutengdo utilizado. Este experimento foi
realizado com o objetivo de comparar o custo—beneficio de
dois meios contendo tampdes diferentes DPBS (fosfato) e
Embriocare® (zwitteridnico), na transferéncia de embrides
em éguas da ragca Mangalarga Marchador. Dividiram-se os
embrides aleatoriamente em dois tratamentos — zwitterionico
e fosfato —, permanecendo em descanso por 0, 30, 60 ou 120

RESUMO

minutos em ambos os meios. Os resultados indicam que esses
tampoes sdo igualmente eficientes (P > 0,05) nos processos
de rasteamento, lavagem, manutengdo a temperatura
ambiente por diferentes periodos de tempo (0 a 120 minutos),
sendo que as taxas de prenhez obtidas em ambiente tropical
foram de 65% e de 69,7%, respectivamente. Porém, obteve-
se a maior taxa de prenhez encontrada com DPBS com um
tempo de manutenc¢do do embrido por sessenta minutos no
meio (P < 0,05). No tampdo zwitteridnico, a maior taxa
de prenhez foi alcangada com trinta minutos no meio (P <
0,05). Como a aquisi¢ao do Embriocare® foi mais onerosa,
o DPBS apresentou o melhor custo—beneficio.

PALAVRAS-CHAVES: Equino, Mangalarga Marchador, transferéncia de embrides, tampao fosfato e zwitterionico.

ABSTRACT

COMPARISON BETWEEN TWO MEDIUM FOR EMBRYO TRANSFER IN MARES FROM MANGALARGA
MARCHADOR BREED

Different buffers are used in the solution for washing
and embryo maintenance during the procedures of equine
embryo transfer (EET). The buffers carbonate, phosphate,
and zwitterionic are the most used. During the procedures
of transference, it is common to keep the embryos into the
maintenance solution during a time longer than previewed.
This experiment was realized with the objective of
comparing the costs and benefits of using two solutions with
different buffers for embryo transfer in mares of the breeding
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Mangalarga Marchador. The solutions are DPBS (phosphate)
and Embriocare® (zwitterionic). The embryos were divided
randomly in two treatment , zwitterionic and phosphate,
and kept in the solution for 0, 30, 60, and 120 minutes. The
results indicate that both solutions are efficient (P> 0.05) in
the processes of scanning, washing, maintenance at ambient
temperature for different time periods (0 to 120 minutes),
and inovulation of equine embryos under tropical conditions.
The pregnancy rates using the solution were 65% and 69.7%.
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The greatest pregnancy rate using DPBS was obtained with
embryos kept in the solution for 60 minutes (P < 0.05).
Using zwitterionic buffer, the greatest rate of pregnancy

was obtained with embryos kept during 30 minutes in the
solution (P < 0.05). Since Embriocare® is more expensive,
DPBS presented the best cost-benefit ratio.

KEY WORDS: Embryo transfer, equine, Mangalarga Marchador, phosphate and zwitterionic buffer.

INTRODUCAO

E notério o crescimento nos wltimos anos
pelo interesse no uso da TE (transferéncia de
embrides) na industria do cavalo. Hoje, a quase
totalidade das associagdes de criadores de cavalos
reconhece os beneficios da técnica, permitindo o
uso da TE (LOSINNO, 2006).

Durante o processo de transferéncia de
embrides a fresco em equinos, ¢ comum que oS
embrides permanecam no meio de manutencao por
periodos acima do tempo inicialmente previsto,
que ¢ de aproximadamente quinze minutos, antes
da inovulagdo. Esse ¢ o tempo necessario para os
processos de rasteamento, lavagem e envasamento
do embrido. Contudo, em muitas situagdes, a re-
ceptora escolhida para ser inovulada ¢ rejeitada,
por ndo entrar no tronco de contengao, por apre-
sentar tortuosidades no canal cervical que impe-
dem sua penetragdo pelo instrumento inovulador,
por temperamento agressivo ou outras situagdes
inusitadas, ou por se encontrar em local diferente
da doadora, a uma distancia que ndo justifique o
resfriamento do embrido, obrigando a permanén-
cia deste, no meio de manutengao, por um periodo
de tempo maior que o desejado.

Diferentes meios foram utilizados pelos
veterinarios que praticam a transferéncia de em-
brides em equinos no Brasil, objetivando manu-
tencdo, manipulacdo e inovulagdo. Dentre esses,
destacam-se os que apresentam tampao bicarbo-
nato, fosfato e zwitterionico. A solugdo de Ham'’s
F10, a solugao fosfato tamponada modificada por
Dulbeco (DPBS) e o Embriocare® sdo constitui-
dos, respectivamente, por esses tampdes citados.

Os meios tamponados por bicarbonato
requerem atmosfera gasosa (5% CO,, 5% O, e
90% N,) para manterem estabilidade tamponante
(CARNEVALE et al., 2000), dificultando muito
seu uso, na rotina de transferéncia de embrides
a campo. Os meios tamponados por fosfato e

tampao zwitterionico nao requerem esse artificio,
sendo mais utilizados e, por isso, testados neste
experimento.

Por definicdo, zwitterion ¢ um ion que
apresenta cargas positiva e negativa no mesmo
grupo de atomos, podendo ser formado por
compostos que contém grupos acidos e basicos.
Juntos, sdo internamente neutralizados e, entdo,
metabolicamente inertes. Um exemplo de tampao
do grupo zwitterionico ¢ o tampao Hepes (4cido
N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico).

Os primeiros tampdes bioldgicos estudados
foram misturas de sais inorganicos, tamponados
com grandes quantidades de fosfato e bicarbonato
de sodio (GONCALVES et al., 2001). GOOD et
al. (1966) desenvolveram o Hepes, tampao orga-
nico para pesquisas bioldgicas que mantém o pH
de maneira mais eficiente e mais constante que a
utilizagdo unica de bicarbonato. Além disso, apre-
senta maxima solubilidade em 4agua, dificuldade
em atravessar a membrana celular, ndo forma
complexo com substancias bioldgicas, tem baixa
toxicidade e ndo age como inibidor em reagdes
bioquimicas. NELSON & NELSON (2001) apon-
taram o Hepes como um sistema tampao eficiente
e estavel em atmosfera de oxigénio.

A solucao tamponada por fosfato, modifica-
da por Dulbeco (DPBS), foi utilizada por varios
pesquisadores na transferéncia de embrides em
equinos, como SQUIRES (1995), EAST et al.
(1999) e MCKINNON (1999), acrescentando-se
que, se o embrido for inovulado em tempo inferior
a uma hora, podera permanecer a temperatura
ambiente em DPBS + 10% SFB. Havendo neces-
sidade de um tempo maior de armazenamento, 0s
autores recomendam a utilizacdo de Ham’s F10
em atmosfera de CO,. CARNEY etal. (1991), AL-
VARENGA et al. (1993), PASHEN et al. (1993),
CARVALHO (2000) e CAIADO (2005) também
utilizaram, com sucesso, o DPBS com SFB ou
BSA (albumina sérica bovina) em diferentes eta-
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pas da TEE. FLEURY (1998b) obteve uma taxa
de gestacao de 73,3% quando utilizou embrides
transportados em temperatura ambiente (23 a 35°
C), por um periodo maximo de sessenta minutos,
envoltos em meio DPBS.

CARNEVALE et al. (1987) compararam
a taxa de prenhez aos quatorze dias, de éguas
inovuladas com embrides resfriados a 5°C, em
Ham’s F10 com atmosfera CO, (5% CO,, 5%
O, € 90% N2) ou tampdo Hepes, relatando uma
taxa de prenhez maior (70% versus 20%) quando
o meio utilizado foi o Ham’s F10 em atmosfera
de CO,. Entretanto, FLEURY etal. (2002) utiliza-
ram o meio Ham’s F-10 modificado com tampao
Hepes, na transferéncia nao cirtirgica de embrides
equinos, a fresco e resfriados por até dezoito horas,
com diferentes didmetros, obtendo taxa de prenhez
em torno de 75%.

Os meios que utilizam tampao Hepes ou
zwitterionico t€ém sido os mais utilizados em subs-
tituicdo ao DPBS, na industria de transferéncia
de embrides em bovinos nos Estados Unidos da
América (NELSON & NELSON, 2001). O tam-
pao zwitteridnico nao atravessa a barreira celular,
estabiliza a zona pelucida e previne uma possivel
inibicao do desenvolvimento que pode ser causada
pelo tampao fosfato (SESHAGIRI et al., 1991).

BARROS & BENYEI (2000) compararam
os resultados, na transferéncia e armazenamento
de embrides bovinos, de dois meios contendo
diferentes tampodes: fosfato e zwitterionico, em
ambiente tropical. Concluiram que ndo existiu
diferenca significativa na taxa de prenhez em va-
cas que foram inovuladas com embrides a fresco,
mantidos em um ou outro meio. Porém, afirmaram
que somente o tampao zwitterionico pode ser uti-
lizado para embrides destinados ao congelamento,
gracas ao seu maior poder tamponante.

Diversos trabalhos na area de biotécnicas
da reprodugdo t€ém usado e comparado o efeito
do tampao zwitterionico com outros comumente
utilizados. WALKER et al. (1989) estudaram a
substitui¢ao de bicarbonato por Hepes, em quanti-
dades crescentes de 0; 6,25; 12,5; 18,75 ¢ 25 mM,
no meio de cultivo de embrides ovinos, compro-
vando um efeito adicional na capacidade tampo-
nante, porém relatando um aumento de danos aos
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blastocistos em concentragdes superiores a 12,5
mM. MOUSSA et al. (2002), em comparagdo das
taxas de prenhez e o nimero de células mortas, em
embrides equinos resfriados por 24 horas, em meio
contendo tampdo bicarbonato ou zwitteridnico,
concluiram que nao houve diferencga significativa
entre os meios, nem na taxa de prenhez apos trans-
feréncia nem no nimero de células mortas, apds
o tempo de cultivo. MOUSSA et al. (2003a), em
estudo da viabilidade e do indice de apoptose, em
embrides equinos estocados sob meios tampona-
dos com bicarbonato e zwitteridnico, concluiram
que nao houve diferenca significativa no indice
de apoptose e células mortas, nos dois diferentes
meios.

DONNISON et al. (1996), analisando o
desenvolvimento embrionario e o incremento do
metabolismo, de blastocistos bovinos cultivados
por 24 ou 48 horas, sob temperatura de 25° C, em
dois diferentes meios contendo tampdes fosfato
ou zwitteridnico, apontam uma maior viabilidade
embrionaria € aumento na taxa metabolica (incre-
mento na produgdo de CO,) em embrides mantidos
em meio com tampao zwitterionico. MOUSSA et
al. (2003b) também compararam trés diferentes
meios, objetivando resfriamento de embrides
equinos, com dois diferentes tampdes: bicarbonato
(Ham’s F10) e zwitterionico (Emcare® e ViGro
holding plus®), observando que os meios com tam-
pao zwitteridnico ndo apresentaram diferenga es-
tatistica quando comparados a0 meio com tampao
bicarbonato, na taxa de prenhez e na quantidade
de c¢lulas mortas apds periodo de resfriamento.
Também demonstraram que embrides maiores que
400 pm podem ter uma maior viabilidade apds 24
horas de resfriamento que os menores de 400 pm,
por apresentarem, significativamente, um numero
menor de células mortas.

RUBIO POMAR et al. (2004) relataram que
embrides de suinos armazenados por 24 horas em
meio com tampao zwitteridnico (Emcare®) apre-
sentaram, significativamente, menores danos que
os armazenados em meios com tampao fosfato
(DPBS e TCM 199). No mesmo experimento, 0s
embrides maiores (cinco dias versus quatro dias)
e os que foram incubados a temperaturas mais
altas (36°C versus 18 e 25°C) também apresenta-
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ram, significativamente, maiores danos e maior
quantidade de embrides degenerados, em ambos
0s meios.

COUTINHO da SILVA et al. (2002) utiliza-
ram o Emcare® no flushing de foliculos de éguas
doadoras de ovocitos, nos dez minutos finais de
cultivo e como meio de transferéncia dos ovocitos.
Quinze das dezessete receptoras destes ovocitos
tornaram-se prenhes.

KEEFER et al. (2002) empregaram com
sucesso 0 Emcare® no momento de desnudar e
enuclear ovocitos, destinados a produgao de cabras
clonadas por transferéncia nuclear usando células
somaticas adultas.

Os objetivos deste trabalho foram verificar
a eficiéncia de dois meios comerciais contendo
diferentes tampodes — fosfato e zwitterionico — na
manutengao de embrides equinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em um cria-
torio de equinos no municipio de Guarapari, ES,
nas estacdes de monta dos anos de 2006 ¢ 2007.
Utilizaram-se trinta éguas da raca Mangalarga
Marchador, com idade média de dez anos e escore
corporal 4 como doadoras dos embrides durante o
experimento, e cento e vinte seis éguas, da mesma
raca, com idade média de seis anos e escore corporal
3, como receptoras desses embrides. Elas foram
mantidas em regime de campo, com pastagem de
graminea, agua e sal mineral ad libidum, sendo
suplementadas, diariamente, com volumoso e con-
centrado em bretes com cochos individuais.

Uma vez ao dia, no proprio brete de su-
plementacdo alimentar, as éguas foram rufiadas,
examinadas por ultrassonografia do trato reprodu-
tivo. A rufiagdo foi coletiva e realizada mediante
utilizacdo de um rufido equino com a genitalia
intacta, fértil e com boa libido, que foi conduzido
proximo das fémeas a serem rufiadas, permitindo
um contato estreito entre eles, porém separados
por uma cerca que impedia coberturas e coices
de ambas as partes. No caso de necessidade de
uma rufia¢ao individual, o rufido era conduzido
por meio de um cabresto a presenca da fémea,
amarrada a um mourdo, permitindo-se o contato

direto entre ambos, porém impedindo a copula.

Procedeu-se a exames de palpagao retal no
proprio brete, realizados por um médico veterina-
rio com comprovada experiéncia nessa atividade.
Os exames de ultrassonografia foram feitos dia-
riamente por meio de um aparelho de ultrassom
Scaner-200 Vet (Pie Medical®) acoplado a um
transdutor transretal linear de 7,5 MHz, observan-
do-se o desenvolvimento folicular, a detec¢do da
ovulagdo e caracteristicas ultrassonograficas do
aparelho genital durante o ciclo estral.

As doadoras foram inseminadas a cada 48
horas, utilizando-se sémen fresco de um garanhdo
de conhecida fertilidade, a partir do dia em que se
detectava a presenca de um foliculo dominante,
com diametro igual ou maior que 35 mm, até a
ovulagao (CAIADO, 2005).

Os embrides foram coletados de forma nao
cirirgica, entre os dias 6,5 e 8,5 ap6s a ovulagdo
da doadora (considerando-se DO como o dia da
ovulacdo), seguindo os procedimentos descritos
por SQUIRES et al. (2003). Utilizou-se solugdo
de Ringer com lactato de sddio como meio de
coleta (ALVARENGA et al., 1993; FLEURY,
1998a; CARVALHO, 2000; CAIADO, et al.,
2007). Apods a passagem da sonda Bivona® pela
cérvix, o balonete foi inflado com 40 cc ar, e um
litro do liquido de coleta introduzido no utero por
gravidade, retirado logo apds massagem uterina
via palpagao retal, também por gravidade (Figura
1). Esse procedimento foi repetido trés vezes ou
até a verificagdo da presenga do embrido no filtro
coletor, no caso de embrides D8 ou mais velhos.
Quando, apds o rasteamento, ndo se localizava o
embrido, repetia-se o procedimento por mais duas
ou trés vezes (SQUIRES et al., 2003).

Na etapa de rasteamento, realizada em placa
de Petri descartavel, com auxilio de microscéopio
estereoscopio com aumento maximo de 35 ve-
zes, dividiram-se, aleatoriamente, os embrides
encontrados em dois tratamentos. No Tratamento
1, os embrides foram rasteados, mantidos em re-
pouso de acordo com o tratamento e inovulados
em meio comercial Embriocare®, com tampao
Zwitterionico (Laboratorio Cutilab, Campinas-
SP. Embriocare® solugdo para lavagem, frasco
de 50ml. Embriocare® holding plus 0,4% BSA,
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frasco de 15ml). No Tratamento 2, os embrides
passaram pelos mesmos procedimentos empre-
gados no Tratamento 1, porém envoltos em meio

oviduto

Balonete
inflavel

comercial DPBS com 0,4% de BSA, tampao fos-
fato (Laboratorio Nutricell®, Campinas-SP, frasco
com volume de 30 mL).

Liguido de
Tavagem

Enitrada de
Iiguido

Sarda de
Iigquido

Entrada
de ar

FIGURA 1. Coleta ndo cirurgica de embrides em égua, com sonda de coleta ja inserida no corpo uterino, apds ultrapassagem
da cérvix e enchimento do balonete com ar. O sistema genital feminino e a sonda de coleta ligada a solugdo de lavagem e
ao filtro de coletor estdo representados (VANDERWAL, 2000).

Em ambos os tratamentos os embrides foram
submetidos a diferentes periodos de descanso:

e 0 minuto (P0): n(Tratamento 1 = 15;
Tratamento 2 = 13). Os embrides foram imedia-
tamente transferidos, logo ap6s sua observacao,
classificagdo, lavagem e envasamento. Procedeu-
se a classificagdo seguindo os critérios estabele-
cidos por MCKINNON & SQUIRES (1988) e
admitindo-se para o experimento somente embri-
des considerados bons e excelentes.

e 30 minutos (P30): n(Tratamento 1 = 15;
Tratamento 2 = 18). Os embrides permaneceram
no meio em repouso por trinta minutos, logo apos
sua observacao, classificagdo e lavagem. As bolhas
do meio comercial, destinadas a lavagem do em-
brido, foram feitas de modo similar na periferia da
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placa. A bolha central, com um volume dobrado,
era entdo preparada para o periodo de repouso e
envasamento. Durante esse periodo, os embrides
permaneceram em placa de Petri fechada, em tem-
peratura ambiente, no laboratdrio de transferéncia
de embrides da propria fazenda, com temperaturas
que variaram de 28°C a 35°C. Decorrido esse tem-
po, os embrides foram reclassificados, envasados
e transferidos.

e 60 minutos (P60): n(Tratamento 1 = 16;
Tratamento 2 = 16). Igual ao Tratamento B, exceto
no tempo em que os embrides permaneceram em
descanso, que neste caso foi por sessenta minu-
tos.

e 120 minutos (P120) n(Tratamento 1 = 14;
Tratamento 2 = 19). Igual ao Tratamento 2, exceto
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no tempo em que os embrides permaneceram em
descanso, que neste caso foi por cento e vinte
minutos.

A manipulagdo embriondria nas diferentes
etapas foi realizada com auxilio de uma palheta
de 0,25 ou 0,50 ml unida a uma seringa de 1 ml,
através de um adaptador. Embrides de até oito
dias foram envasados em palhetas de 0,25 ml e
inseridas num inovulador equino, devidamente
preparado, sendo depositadas no corpo ou corno
uterino de receptoras sincronizadas com as doa-
doras, que estivessem com um tempo de ovulacao
entre quatro a oito dias. Embrides maiores foram
manipulados em palhetas de 0,50 ml e inovula-
dos com auxilio de uma pipeta de inseminacao
(PROVAR®, SP) da mesma forma descrita ante-
riormente (CAIADO, 2005).

No décimo quarto dia da ovulagao da doa-
dora, as receptoras foram submetidas a palpagdo
retal e exame ultrassonografico, visando diag-
noéstico de gestacdo. Diante de resultado negati-
vo, elas voltavam para o regime de palpacao de
receptoras vazias, onde tinham mais uma chance
de serem inovuladas. Com diagnostico positivo,
elas permaneciam no regime destinado as fémeas
gestantes.

Aplicou-se o teste do qui-quadrado para
testar a hipotese de independéncia das varidveis
tipo de meio comercial utilizado (Tratamento 1 e
2) e numero de éguas gestantes e ndo gestantes
em cada grupo. O mesmo teste estatistico foi uti-

lizado para verificar a hipotese de homogeneidade
entre os periodos (PO, P30, P60 e P120), dentro de
cada meio, testando se houve diferenca estatistica
sobre a taxa de gestacdo apds a transferéncia nao
cirtrgica dos embrides.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os embrides a serem inovulados podem ser
mantidos a temperatura ambiente em meios espe-
cificos, por determinado periodo até¢ o momento da
transferéncia (Tabela 1). Foram inovulados sessen-
ta embrides envoltos no Tratamento 1 (Embrioca-
re®, com tampao zwitteridnico) em receptoras da
raca Mangalarga Marchador. Destes, 39 (45,88%)
resultaram em gestagdo aos quatorze dias. A taxa
de prenhez (80%), embora ndo estatisticamente
significativa, foi observada nas éguas inovuladas
com embrides tratados com o meio Embriocare®
com trinta minutos de descanso. Observou-se taxa
de 50% de prenhez para receptoras inovuladas com
embrides que permaneceram cento € vinte minutos
em descanso neste meio, bem aquém das taxas de
transferéncia ndo cirirgica em equinos encontra-
da em literatura mais recente, como relatado por
SQUIRES et al. (2003), mencionando indice de
prenhez entre 70% e 75%, nos dois ultimos anos
em seus laboratdrios, e FLEURY etal. (2002), que
obtiveram 73,5% a 77% de prenhez para embrides
resfriados e de 75% encontrado no grupo controle
de CAIADO (2005).

TABELA 1. Numero de embrides inovulados e taxa de prenhez de éguas receptoras da raga Mangalarga Marchador, sub-
metidos a diferentes periodos de descanso no Tratamento 1 (tampao zwitterionico) e Tratamento 2 (tampao fosfato)

Periodos de descanso (min.)

. PO P30 P60 P120

Numero de embrides inovulados ¢
taxa de prenhez (%) Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Tl T2 Tl T2 T1 T2 Tl T2

Numero de embrides 15 13 15 18 16 16 14 19
Eguas gestantes (EG) 09 10 12 12 11 12 07 12
Eguas nio estantes 06 03 03 06 05 04 07 07
Taxa de prenhez 60 76,90 80 66,67 68,75 75 50 63,16
Valor qui-quadrado (EG): 2,18m 3,36™ 3,13 0,66

Taxa de prenhez para meio (M):
Valor qui-quadrado (M):

1: 39/60 (65,00%)

2: 46/66 (69,70%)
0,58 ™

*Teste qui-quadrado entre tipos de problemas, significativo (GL=1, P<0,05); ns= ndo signifcativo.

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 3, p. 938-946, jul./set. 2009



944

CAIADO, J.R. C. etal.

No Tratamento 2 (DPBS com 0,4% de
BSA, com tampao fosfato) foram utilizados 66
embrides para inovulagdo. Destes, 46 (69,70%)
resultaram em gestacdo aos quatorze dias. A taxa
de prenhez (75%), embora também nao significa-
tiva, foi observada em receptoras com embrides
que permaneceram em descanso no meio por
sessenta minutos. As taxas de prenhez observadas
neste grupo corroboram com aquelas encontradas
na literatura, como os relatados nos trabalhos de
CARNEY et al. (1991), que obtiveram taxas de
prenhez de 64% a 71%, para embrides conserva-
dos a temperatura ambiente, por periodos de até
sessenta minutos, em meio DPBS com 10% de
SFB, e de FLEURY (1998b), que obteve uma taxa
de gestacao de 73,3% quando utilizou embrides
transportados em temperatura ambiente (23 a 35°
C), por um periodo maximo de sessenta minutos,
envoltos em meio DPBS.

Comparando o desempenho do meio utiliza-
do, verificou-se que o nimero de éguas gestantes
independe do meio utilizado para manutencao
dos embrides, durante os diferentes periodos de
descanso. Observou-se que os embrides mantidos
no Tratamento B apresentaram taxa de prenhez de
69,70%, ao passo que essa taxa foi de 65% para o
Tratamento A, sendo estatisticamente iguais entre
si (X?=0,58; GL=1; P> 0,05). Esses dados de-
monstram que ambos os tratamentos sao eficientes
na manutencao de embrides, por periodo de até
vento e vinte minutos em temperatura ambiente
de clima tropical. Da mesma forma, BARROS
& BENYEI (2000), trabalhando com bovinos,
compararam os resultados, na transferéncia e
armazenamento de embrides, entre dois meios
contendo diferentes tampodes (fosfato e zwitteri-
onico), em ambiente tropical, e ndo observaram
diferenca significativa na taxa de prenhez entre
meios. Além disso, a taxa de gestagcdo encontrada
para ambos os meios, nos diferentes periodos de
descanso, esta em sintonia com aquela encontrada
na literatura para transferéncia ndo cirtrgica de
embrides equinos, de acordo com os trabalhos de
SQUIRES et al. (2003), que relataram indice de
prenhez entre 70% e 75%, nos dois ultimos anos
em seus laboratérios, e FLEURY etal. (2002), que
obtiveram 73,5% a 77% de prenhez para embrides
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resfriados, e de 75% encontrado no grupo controle
de CAIADO (2005).

Os embrides utilizados neste experimento
foram classificados de acordo com MCKINNON
e SQUIRES (1988), antes e ap6s serem colocados
em tratamento, a fim de se assegurar a qualidade e
a homogeneidade deles. Dentre os embrides utili-
zados no Tratamento 1, 24 (40%) foram classifica-
dos com grau 1 (excelente) e 36 (60%) com grau
2 (bom). No Tratamento 2, 32 (51,52%) embrides
foram classificados com grau 1 e 34 (48,48%) com
grau 2. Nos trabalhos de CARNEY et al. (1991),
embrides do grau 1 e 2 apresentaram taxas de pre-
nhez, apos transferéncia, estatisticamente iguais
entre si e significativamente maiores que os do
grau trés e quatro.

Na reclassificacdo dos embrides que
permaneceram por trinta minutos em ambos os
tratamentos, nao se observou alteracdo em mi-
croscopio estereoscopico que justificasse uma
mudancga na classificacao inicial. Dos embrides
que permaneceram em descanso por sessenta
minutos, nenhum no Tratamento 2 sofreu reclas-
sificagdo. Porém, no Tratamento 1, dois (3,33%)
embrides foram reclassificados de grau 2 para grau
3 (regular). Apds a inovulagdo, apenas um deles
resultou em prenhez aos quatorze dias. Quanto
aos embrides que permaneceram cento e vinte
minutos em descanso, em ambos 0s tratamentos
foram observadas reclassificacdes com queda de
grau. Trés (5%) embrides do Tratamento 1 foram
reclassificados, sendo que dois de grau 1 para grau
2 eumde grau 2 para grau 3. Ap0s quatorze dias da
ovulagdo da doadora, apenas um desses embrides
resultou em gestagdo. No Tratamento 2, quatro
(6,06%) embrides sofreram queda de um grau na
sua primeira classificacao. Dois deles tinham sido
classificados como excelentes e dois como bons.
Apos a inovulagdo, apenas dois deles resultaram
em gestacdo. MOUSSA et al. (2002), utilizando
meios com tampdo bicarbonato e zwitteridnico,
para conservacgao de embrides equinos refrigera-
dos, concluiram que o nimero de células mortas
aumenta com acréscimos no tempo de conservagao
e que a qualidade dos embrides piora.

Quanto ao custo—beneficio dos meios Em-
briocare®e DPBS+BSA, o do segundo foi melhor,
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pois o prego equivalente a 20 mL do produto (La-
boratorio Nutricel®, Campinas-SP), suficiente para
as fases de rasteamento, lavagem, manutenc¢ao
por diferentes periodos e inovulagdo do embrido,
usado durante o experimento, foi de US$ 7,63
(dolares americanos), em 11 de julho de 2008
(cotado a RS 1,60). Ja o prego, na mesma data,
de um frasco de 15 ml de Embriocare® solugao
de lavagem, utilizado na fase de rasteamento, foi
de US$ 4,93. O prego de um frasco de 15 ml de
Embriocare Holding Plus® 0,4% BSA, utilizado
nas fases de lavagem, manutencao por diferentes
periodos e inovulagdo foi de R$ 20,60 ou US$
12,87, perfazendo um total de R$ 28,49 ou US$
17,81 por transferéncia.

Pelos trabalhos consultados na literatura,
esperava-se um melhor resultado com o tampao
zwitterionico que com o tampao fosfato. Contudo,
neste trabalho, ambos se mostraram com igual
eficiéncia na manutencao por periodos de até
duas horas, seguida de transferéncia de embrides
equinos, em ambiente tropical.

CONCLUSAO

Ambos os meios Embriocare® ¢ DPBS com
0,4% BSA sao igualmente eficientes na manuten-
cdo de embrides equinos, a temperatura ambiente
entre 25°C e 35°C, por periodos de até sessenta
minutos, podendo chegar a cento e vinte minutos,
seguida de transferéncia ndo cirargica. Contudo,
percebeu-se uma queda na qualidade dos em-
brides quando estes permaneceram em descanso
no meio entre sessenta e cento e vinte minutos,
embora estatisticamente ndo significativa. O meio
DPBS com 0,4% BSA apresentou o melhor custo—
beneficio, ou seja, apresentou mesma eficiéncia do
Embriocare® por um pre¢o mais baixo.
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