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OLIVEIRA, I.V. Utilizagdo de éguas ciclicas ou aciclicas como receptoras
de embribes em tempo fixo. Botucatu, 2017. 48f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Nos programas de transferéncia de embrides um dos principais entraves sao a
disponibilidade de receptoras aptas por doadora de embrido. Sendo assim,
estudos estdo sendo desenvolvidos utilizando de diferentes protocolos
hormonais para utilizacdo nas receptoras em programas de TE . O objetivo do
presente trabalho foi sincronizar éguas receptoras de embrides, independentes
da fase do ciclo estral e da atividade ovariana, com o ciclo da doadora,
maximizando a utilizagdo das receptoras no programa de transferéncia de
embrides (TE). Foram utilizadas 160 éguas, que foram separadas em grupos
de 20 animais conforme a fase do ciclo estral: 1) éguas aciclicas em anestro e
transicao, 2) ciclicas em estro com foliculos < 35 mm, 3) em estro com foliculos
= 35 mm, 4) em diestro com CL < 5 dias e 5) em diestro com CL = 5 dias.
Inicialmente, todos os animais receberam uma aplicacdo de 10mg de dinoprost
trometamina e 1 aplicacdo de 17 estradiol por 4 dias consecutivos seguido por
uma aplicacdo de 300 mg de altrenogest. Posteriormente, o protocolo foi
modificado e realizado em mais um grupo 6) com uma dose de 10mg de
dinoprosttrometamina no segundo dia do tratamento. Os embrides foram
transferidos de trés a oito dias apds a aplicacao do altrenogest. O diagndstico
de gestacdao foi efetuado 5 a 7 dias apés a TE. Com apenas uma aplicacdo de
prostaglandina no primeiro dia de tratamento todos 0s animais apresentaram
edema uterino acentuado e taxas de prenhez superior a 70%, entretanto as
receptoras que ao inicio do tratamento apresentavam a presenca de CL <5
dias mostraram um edema uterino significativamente menor que os demais
grupos e indices de gestacdo de 40%, inferiores aos observados nos demais
grupos. Entretanto, quando este grupo foi submetido a duas aplicacdes de
prostaglandina nos dois primeiros dias do tratamento as taxas de gestacao
aumentaram para 70%. Baseado nos dados obtidos pode-se concluir que boas
taxas de prenhez de receptoras de embrido estédo relacionadas a uma eficiente

sensibilizacdo uterina ao estrégeno que contribui para a posterior acao



progesteronica fundamental para obtencdo da sincronizacdo do ambiente

uterino.

Palavras-chave: Transferéncia de Embrido, receptoras ciclicas e aciclicas,

protocolos hormonais, equino, altrenogest, sincronizacao.



OLIVEIRA, I.V. The use of cyclic or acyclic mares as fixed-time embryo
receptors. Botucatu, 2017. 42f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

In embryo transfer programs, one of the main obstacles is the availability of
recipients suitable for embryo donors. Thus, studies are being developed using
different hormonal protocols for use in recipients in ET programs. The objective
of the present study was to synchronize the uterine environment of embryo
recipient mares, independent of the estrous phase and ovarian activity, with the
donor cycle, maximizing the use of recipients in the embryo transfer program. A
total of 160 mares were used, which were separated into groups of 20 animals

according to the estrous phase: acyclic mares in anestrus and transition, cyclic

estrus with follicles <35 mm, estrus with follicles = 35 mm, in right ventricle with

CL <5 Days and in right arm with CL = 5 days. Initially, all animals received an

application of 10 mg of dinoprost tromethamine and 1 application of 170
estradiol for 4 consecutive days followed by a 300 mg application of
altrenogest. Subsequently, the protocol was modified and another 10mg dose
of dinoprost tromethamine was added on the second day of treatment. The
embryos were transferred three to eight days after the application of
altrenogest. The diagnosis of gestation was made 5 to 7 days after ET. With
only one application of prostaglandin on the first day of treatment, all the
animals had marked uterine edema and pregnancy rates higher than 70%;
however, those receiving at the start of treatment had a CL <5 days showed
significantly lower uterine edema than The other groups and gestation rates of
40%, lower than those observed in the other groups. However, when this group
underwent two prostaglandin applications on the first two days of treatment,
gestation rates increased to 70%. Based on the data obtained it can be
concluded that good pregnancy rates of embryo recipients are related to an
efficient uterine sensitization to estrogen that contributes to the subsequent
progesterone action fundamental to obtain the synchronization of the uterine

environment.



Keywords: Embryo transfer, cyclic and acyclic receptors, TE protocols, equine



1 INTRODUCAO

A transferéncia de embrido equina contribui ativamente para a
multiplicacéo de reservas genéticas superiores. Possibilita ainda a obtencéo de
descendentes de animais que se tornaram subférteis, o melhor aproveitamento
de éguas que possuem alto valor zootécnico, que estejam em atividade
esportiva ou dificuldade reprodutiva devido a idade avancada.

A sincronizacado do ciclo estral € um fator relevante para TE. A taxa de
prenhez, apds transferéncia de embrido estd intimamente relacionada as
condicdes e a preparacdo das receptoras. Esta é a atividade que consome
mais tempo em um centro de TE, uma vez que as éguas devem ser
examinadas rotineiramente por palpacédo transretal e ultrassonografia do trato
reprodutivo.

Eguas doadoras em estro devem ser examinadas uma vez ao dia assim
que um foliculo dominante € identificado, sendo essa préatica essencial para
determinar o dia da ovulacéo que € designado como Dia 0 (DO).

A utilizacdo de protocolos com estrogenos e progestdgenos para a
utilizacdo de éguas receptoras aciclicas em programas de TE tem sido cada
vez mais estudados por diversos pesquisadores. Porém, ndo ha estudos que
relatam um Unico protocolo hormonal para receptoras de embrides,
independente da fase do ciclo que esta se encontre. O objetivo deste trabalho
€ estabelecer um protocolo hormonal em tempo fixo para éguas receptoras de

embrides equinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do ciclo estral da égua

Na espécie equina, o ciclo estral € uma combinacédo de fatos fisiolégicos
que ocorrem entre duas fases, estro e diestro, podendo também denomina-las
de fase folicular e fase luteal, periodo correspondente ao intervalo entre uma
ovulacdo e a ovulacdo subsequente (ANDRADE, 1986; DIELEMAN et al.,
1986)

Em média, o ciclo estral tem duracdo de 21 dias em éguas, podendo
haver variacdes de acordo com o ambiente, raca, comportamento e indole de
cada animal, e a dificuldade de predizer a fase exata de estro e do diestro se
torna um fator predisponente a essa variacao.

O conhecimento e a manipulacdo da duracédo do ciclo estral e suas fases
em equinos tém-se tornado muito importante com a crescente utilizacdo de
técnicas de inseminacdao artificial e TE na espécie.

A fase de estro ou fase folicular em éguas é caracterizada pelo periodo de
receptividade sexual, com variacdo de 3 a 7 dias. Nesta fase, o ovario da égua
produz foliculos dominantes, além da producdo de elevados niveis de
estrogenos pelas células da granulosa (ROMANO; MUCCIOLO; SILVA, 1998).

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos
ovarianos, induzem o comportamento de estro e a elevacdo dos niveis de
horménio luteinizante (LH) pela ativacdo dos seus receptores nas células da
granulosa, promovendo, portanto, a ovulacao e a formacédo do corpo luteo (CL)
por meio da retroalimentacao positiva no sistema hipofisario (GINTHER, 1992).

Durante a fase estral, a elevacdo dos niveis de estrégeno é responsavel
pela instalacdo do edema uterino, o qual tende a diminuir nos dois dias que
antecedem a ovulagédo (MCKINNON; CARNEVALE, 1993).

A fase de diestro ou fase luteal dura com variacdo de 13 a 17 dias, e
caracteriza-se pela producdo de progesterona (P4) pelo CL. Nessa fase ha o
término das manifestacdes dos sinais do cio, que ocorrem entre 24 e 48 h apos
a ovulacgéao, resultado da formacéao do CL (LEY, 2006).

O CL produz progesterona em quantidades crescentes, do segundo ao

décimo dia poés-ovulacdo e, até o décimo segundo dia, ocorre uma queda



acentuada nas concentragcfes plasmaticas de progesterona, ocasionando a
lutedlise entre o décimo quarto e o décimo sexto dia do ciclo estral (GINTHER,
1992; NEELY et al., 1989).

Fémeas equinas apresentam atividade sexual durante a fase de maior
luminosidade, que ocorre na primavera e no verdo, uma vez que o fator
determinante deste comportamento é a duracdo do periodo de luz nas regides
temperadas. Devido a essas caracteristicas, fémeas equinas sao classificadas
como monovulatorias poliéstricas estacionais.

O estimulo luminoso nas éguas impede a producao de melatonina através
do eixo pineal-hipotalamico-hipofisario-gonadal, e uma vez liberada a
melatonina pela glandula pineal, esta bloqueia a producdo de gonadotrofina
(GnRH) no hipotalamo, afetando a producédo hipofisaria e diminuindo a
liberacdo do LH e foliculo-estimulante (FSH), os quais sao fundamentais para a
selecdo e dominancia folicular induzindo ao recrutamento para o inicio de um
novo ciclo estral (MCKINNON; VOSS, 1993).

Em decorréncia desses fatores, as éguas atingem a maturidade sexual
guando alcangam a puberdade, o que ocorre por volta dos dois anos de idade,
podendo ser alterada pela influéncia das condi¢Bes corporais, peso, niveis de
energia, ferormonios e a estacdo do ano (BORTOT; ZAPPA, 2013).

2.2 Sazonalidade e ciclo estral em éguas

Entende-se que a égua se classifica como poliéstrica sazonal em relacao
a sua reproducdo, ou seja, possuem um periodo de atividade reprodutiva bem
definida durante o ano. Esta condicdo sazonal estd associada ao aumento no
namero de horas de luz por dia (fotoperiodo), temperatura e disponibilidade de
alimento. Sua fase ciclica compreende épocas do ano com dias maiores e,
consequentemente, com maior fotoperiodo, sendo as esta¢cfes da primavera e
verdo. Ainda, possui um periodo aciclico fisiologico nos meses com dias mais
curtos e com menor fotoperiodo, compreendendo as estacdes de outono e
inverno (GINTHER, 1992).

A sazonalidade reprodutiva é dividida em quatro fases, baseada na
dindmica folicular: fase de anestro, de transicdo de primavera, ovulatéria e de

transicéo de outono (GINTHER et al., 2004). Geralmente, durante o periodo de



transicdo de primavera, um manejo alimentar diferenciado é oferecido a
doadoras e receptoras nas propriedades rurais e centrais de TE, fazendo com
gue éguas doadoras iniciem a atividade ciclica mais cedo no ano, enquanto as
receptoras permanecem em anestro.

O padrédo geral da sazonalidade equina compreende pouca, ou henhuma
ovulagao durante o inverno, com a atividade aumentando durante a primavera,
atingindo o maximo durante o verdo e diminuindo progressivamente no outono
(GINTHER et al., 2005).

Na espécie equina, a melatonina é influenciada pela transmissdo de
sinais luminosos para o eixo hipotalamico-hipofisario, a qual caracteriza-se
como um neurotransmissor secretado pela pineal e cuja sintese e liberacao
sdo moduladas diretamente pelo fotoperiodo. Assim, durante o inverno, a
reduzida intensidade luminosa estimula a producdo de melatonina, afetando a
liberacdo de GnRH do hipotdlamo, enquanto no inicio da estacdo reprodutiva,
com aumento da intensidade luminosa, ocorre inibicdo na secrecdo de
melatonina (GINTHER, 1992).

O padréo regular do ciclo estral se baseia na relacdo dos hormonios
produzidos e liberados pela glandula pineal, hipotalamo, hipoéfise, ovarios e
endométrio. Dessa forma, programas de fotoperiodo artificial podem antecipar,
se bem manejados, as atividades regulares do ciclo estral nas éguas em até 60
a 90 dias, utilizando programas de iluminacéo artificial que garantam que todos
0s animais tratados recebem uma quantidade minima de luz nos periodos
estipulados (LEY, 2006).

Nas éguas, a dinamica folicular consiste no processo continuo de
crescimento e regressado folicular que ocorre nos ovarios, diretamente
influenciado por fatores extrinsecos como nutricdo, temperatura, estresse e
fotoperiodo (GURGEL et al., 2008).

Na espécie equina, o ciclo estral € caracterizado por ondas de
crescimento folicular ovariano. Entende-se como onda folicular um conjunto de
fendbmenos foliculares que obedecem a seguinte sequéncia: recrutamento,
selecédo, dominancia e ovulacdo (GINTHER et al., 2005; GURGEL et al., 2008).

Durante o estro, o qual consiste na esta¢do ovulatoria da égua, ocorre o
processo de selecdo folicular, que acontece no fim da fase de crescimento

comum em que o foliculo dominante cresce em uma taxa continua, e 0s



foliculos subordinados crescem até o momento da selecé@o e entdo regridem. O
controle do desvio folicular depende de fatores intrafoliculares, tais como
fatores de crescimento, peptideos, receptores de gonadotrofinas, fatores
angiogénicos e esteroides, os quais sdo secretados de maneira diferenciada
nos futuros foliculos dominantes e subordinados, determinando efeitos
regulatérios autdcrinos, paracrinos e endocrinos (GURGEL et al., 2008).

Durante a fase de recrutamento, ocorre o crescimento comum de um
grupo de foliculos antrais sensiveis ao FSH, seguido pela fase de selecao, na
qual um ou alguns foliculos mantém o padrdo de crescimento, em detrimento
dos demais que comegam um processo de regressdo ou atresia (GINTHER et
al., 2003).

Nas espécies monovulatorias, que € o caso das éguas, normalmente, o
foliculo que continua a crescer € considerado dominante (fase de dominancia);
este secreta elevada quantidade de estrégeno e € sensivel ao estimulo
ovulatorio desempenhado pelo padrdo de liberagdo do LH (DRIANCOURT,
2001; GURGEL et al., 2008).

Existem dois padrdes tipicos para este evento: onda folicular maior, que
possui foliculos dominantes e normalmente se inicia na metade final do ciclo
estral e termina com a subsequente ovulacédo; onda folicular menor, onde o
maior foliculo ndo atinge o didmetro necessario para promover a divergéncia
entre os futuros foliculos subordinados, que se inicia entre o final do ciclo estral
e o inicio do diestro. As ondas que emergem na metade final do ciclo estral e
culminam com a ovulacdo séo classificadas como ondas foliculares primarias,
e as ondas que surgem entre o final do ciclo e inicio do diestro, sao
denominadas secundarias (DINGER; NOILES, 1984; GASTAL et al., 1999;
GURGEL et al., 2008; SOUZA et al., 2010).

O pico de FSH é o estimulador de uma onda folicular ovariana, que na
espécie equina é responsavel pelo recrutamento de foliculos com diametro de
aproximadamente 13 mm. Entre quatro e cinco dias ap0s a concentracao
plasmatica de FSH ter atingido o seu valor maximo, os dois maiores foliculos
alcancam o didmetro médio de 19 e 22 mm, iniciando a divergéncia do
didmetro, caracterizada pela selecdo e crescimento continuo do maior foliculo,

que sera considerado como dominante, e redugcéo ou cessacao do crescimento
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dos foliculos remanescentes, considerados como foliculos subordinados
(GASTAL et al., 1999; GINTHER et al., 2003).

No inicio da divergéncia, a diferenca de diametro entre os dois maiores
foliculos é equivalente a um periodo de crescimento de aproximadamente 24 h,
em que se caracteriza como o0 momento no qual o maior foliculo estabelece o
processo de dominancia, antes que o segundo maior foliculo alcance diametro
similar. Assim, o futuro foliculo dominante (FD) exerce papel primario na
supressdo da concentracdo circulante de FSH. Apds o processo de selecéo, o
crescimento do FD é menos dependente de FSH, cuja concentracdo é mantida
em niveis basais, devido a producdo de E2 e inibina, que fazem a
retroalimentacdo negativa em nivel hipofisario (GINTHER et al., 2003;
GURGEL et al., 2008).

A manutencdo da concentracdo plasméatica minima de FSH é essencial
para o crescimento destas estruturas, e a sua supressao abaixo do nivel basal,
predispbe o foliculo dominante a atresia. Ap0s o processo de selecdo, o
crescimento e a atividade estrogénica do foliculo sdo controlados pelos pulsos
de LH. O foliculo selecionado pode, ao superar a dependéncia de FSH, ficar
extremamente sensivel a pulsatilidade do LH, ao adquirir receptores para esse
horménio nas células da granulosa, bem como, pela sintese de enzimas
esteroidogénicas (GURGEL et al., 2008; MIHM; BLEACH, 2003; RAWLINGS et
al., 2003; SOUZA et al., 2010).

O esclarecimento dos mecanismos de desenvolvimento folicular, assim
como a selecdo do foliculo dominante, juntamente com o entendimento do ciclo
estral da égua, sdo fatores necessarios para o completo entendimento e a

manipulacéo do ciclo estral.

2.3 Mecanismo de ac¢ao hormonal

Devido a grande variagcdo na duragcédo do estro e no intervalo de ovulacéo
das éguas, a indugcdo farmacologica é uma importante ferramenta para o
manejo reprodutivo e, consequentemente, para aplicacdo de biotecnologias
reprodutivas que s&o fundamentais para a multiplicacdo de animais
geneticamente superiores (BEREZOWSKI et al., 2004; SOUZA, 2013).
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Por meio da manipulagéo do ciclo estral das éguas, pode-se aumentar o
periodo de ciclicidade durante o ano, a diminui¢éo do ciclo estral, 0 aumento do
namero de ovulagbes/ciclo e, consequentemente, de embribes/ciclo, a
possibilidade de tornar o ambiente uterino propicio ao desenvolvimento
embrionéario, a inducdo de parto e abortamento, o auxilio no tratamento de
infeccBes uterinas e a contribuicdo na utilizacdo de biotécnicas reprodutivas,
como a TE (FARIA; GRADELA, 2010).

2.3.1 Prostaglandinas (PGs)

A prostaglandina F2a (PGF2a) e seus analogos sao os hormoénios mais
utilizados na reprodugcdo equina, apresentando excepcional contribuicdo
quando utilizada sozinha para indugéo de cio em éguas ciclicas ou quando em
apoio ao uso de biotécnicas como a inseminacao artificial e a transferéncia de

embrides.

A PGF2a é considerada o agente luteolitico primario em éguas, pois
controla a lise do CL em fémeas néo gestantes, que ocorre apés sua liberacao
pelas células endometriais entre os dias 13 e 16 apds a ovulacdo (MILVAE et
al., 1996).

Prostaglandinas podem ser utlizadas para finalizar uma fase luteal
persistente ou anestro lactacional, controlar o tempo de ovulagéo, induzir a
secrecdo de gonadotrofinas, sincronizar o estro, tratar éguas com endometrite,
eliminar pseudogestacdo, estimular a contracdo uterina, e promover
abortamentos antes da formacdo dos calices endometriais (MCKINNON;
VOSS, 1992).

Embora a prostaglandina F2a possa ser administrada pelas vias
intramuscular (IM), intravenosa (IV), intrauterina (IU) ou intraluteal (IL), a via
intramuscular é a preferida, pois alia praticidade a menores efeitos colaterais.
Na sincronizagéo e indugao de estro, a prostaglandina pode ser aplicada em
gualquer fase do ciclo estral em duas doses, com intervalo de 14 dias, ou em
dose unica, apos a deteccdo de um CL maduro, ou, ainda, associada a
administracdo de P4 (HUGHES et al., 1972).
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2.3.2 Estrogenos (E2)

Os estrogenos sdo hormoénios esteroides associados aos sinais de estro e
produzidos, principalmente, pelos foliculos ovarianos e pela unidade feto-
placentaria, embora pequenas quantidades sejam também produzidas em
outras areas do corpo (FARIA; GRADELA, 2010).

A secrecdo folicular de estrogenos nas éguas atinge o pico um ou dois
dias antes da ovulacéo, e posteriormente declina até atingir niveis basicos no
diestro e, ao contrario do que ocorre em outras espécies, a administracao de
estrogenos ndo leva a onda pré-ovulatéria de LH nem causa marcada
supressdo no LH (MCKINNON; VOSS, 1993).

A administracdo de uma pequena dose de estradiol (0,5 a 1,0 mg) em
éguas em anestro profundo é capaz de induzir sinais de estro dentro de 3 a 6
horas, enquanto em éguas com corpo luteo funcional, sinais de estro ndo séo
observados (NEELY, 1983).

Por outro lado, a administracédo de 17-f3 estradiol (50 mg, IM) ou de
cipionato de estradiol (50 mg, IM) no dia seguinte a ovulagdo em éguas ciclicas
suprime o desenvolvimento folicular sem alterar a funcéo luteal, podendo estes
serem utilizados em programas de sincronizacdo de estro e ovulacdo
associados a prostaglandina (sem progesterona) com 0 mesmo grau de
sincronizacdo de quando administrados em associacdo com progestagenos
(PINTO; BURNS; WHISNANT, 2004).

2.3.3 Progesterona (P4) ou progestagenos

7

A progesterona € o0 progestageno natural secretado pelas células
luteinicas do CL, pela placenta e pelas glandulas adrenais. A progesterona é
um importante regulador do ciclo estral, uma vez que sua secregdo é
estimulada primariamente pelo LH, promovendo o encerramento dos sinais de
estro, a supresséo do crescimento folicular e o controle da ovulagao (FARIA,
GRADELA, 2010).

No momento da aplicacdo, a presenca de um CL afeta a eficacia do
tratamento. Observou-se que em éguas em anestro, houve uma melhor

expressao dos sinais de estro, um maior numero de éguas ovulando e um
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maior intervalo entre a remocdo do dispositivo e o estro/ovulacdo do que em
éguas em diestro e estro. Por outro lado, as concentracdes medias de
progesterona e LH apos a aplicacdo do dispositivo foram maiores em éguas
em diestro (HANDLER et al., 2007).

2.3.4 Gonadotrofina corionica humana (hCG)

Embora a hCG seja uma proteina quimicamente diferente do LH,
apresenta atividade bioldgica priméria idéntica e tem sido usada com eficacia
na inducéo da ovulacdo em éguas, pois reduz a duracdo do estro e o intervalo
até a ovulacdo (dentro de 48 h), reduzindo o numero de inseminacdes e de
coberturas necessarias por estro (BERGEFELT, 2000; KAYISLI et al., 2003;
LEY, 2006).

E responsavel por sincronizar o estro e a ovulacdo, aumentando 0s
indices de fertilidade, as concentracdes plasméticas de progesterona e as
taxas de prenhez. O aumento da progesterona melhora os ténus uterino e
cervical, a morfoecogenicidade uterina e luteal e o didmetro do CL,
caracteristicas reprodutivas que sdo desejaveis para a transferéncia de
embrides (FARIA; GRADELA, 2010; FLEURY et al., 2007).

Por se tratar de uma proteina, a administracdo de hCG estimula a
producdo de anticorpos anti-hCG, devido a sua meia vida longa que pode

variar entre 30 dias e varios meses ap0s duas a quatro inje¢cdes do horménio.

2.3.5 Hormaonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH estabelece a ligacdo entre o sistema humoral e os sistemas
endocrino e nervoso, de modo que, em resposta a estimulagcéo nervosa, pulsos
de GnRH séo liberados no sistema hipotalamo-hipofisario induzindo a hipofise
anterior a liberar LH e FSH (FARIA; GRADELA, 2010).

A sintese e a secrec¢do do GnRH sé&o reguladas por feedback através dos
esteroides gonadais. Em éguas, a progesterona reduz a frequéncia pulsatil do
GnRH, como observado na fase luteal. Sendo assim, o aumento dos

receptores de andrdgeno, progesterona e estradiol estdo intimamente
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associados a reducdo do horménio liberador de gonadotrofinas (CLARKE;
CUMMINS, 1987).

Pode ser utilizado para iniciar um crescimento folicular ou para inducéo da
secrecdo de FSH em éguas em anestro ou que nao desenvolvem foliculo pré-
ovulatério durante a estagdo de monta e como uma alternativa ndo antigénica
ao uso da hCG na inducao de ovulacdo em éguas pré-ovulatérias (FLEURY et
al., 2003; MCCUE et al., 2007; MCKINNON; VOSS, 1992).

2.4 Sincronizacéo entre doadoras e receptoras de embrides e sua importancia

na técnica de TE

A sincronia entre doadora e receptora é essencial para estabelecer a
gestacdo em programas de TE. Quando ndo h& sincronia, ocorre mortalidade
embrionaria precoce, especialmente na primeira semana do desenvolvimento
da vesicula no endométrio. Além disso, embrides transferidos em receptoras
ciclicas 5 ou 6 dias ap0s a ovulacdo, apresentam taxa superior de prenhez
quando comparadas as fémeas que ovularam h4 7 a 9 dias (BARNES, 2000;
EVANGELISTA, 2012).

A utilizacdo de varias combinacbes de esteroides reprodutivos
(progestagenos e estrogenos), prostaglandina F2a (PGF e analogos), hCG e
GnRH e anéalogos, tém sido usados no controle do desenvolvimento folicular e
tempo de ovulacao, e aplicada com propdésitos basicos durante a transicao da
primavera, ciclo estral e periodo pos-parto em éguas (MCKINNON; VOSS,
1992).

Sob a influéncia da progesterona, ha alteracdo no ambiente uterino, uma
vez que um embrido em um Utero ndo sincronizado pode estar sujeito a niveis
hormonais e fatores de crescimento ndo correspondentes a fase na qual ele se
encontra. Além disso, uma migracdo pode impedir o embrido de transmitir o
sinal para o reconhecimento materno e, com isso, ndo suprimir a resposta
luteolitica ciclica da égua (EVANGELISTA, 2012; WILSHER; KOLLING;
ALLEN, 2005).

A sincronizacdo entre doadora e receptora € uma técnica realizada de
maneira relativamente simples em éguas ciclicas. Geralmente, administra-se

uma unica injecao IM de PGF2-a ou analogo na égua doadora, um ou dois dias
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a frente da mesma terapia, aplicada nas receptoras, quando se sabe que
ambas estdo entre o sexto e décimo quarto dias do diestro e o exame
ultrassonografico dos ovarios revela a auséncia de um grande foliculo pré-
ovulatorio, que pode ovular rapidamente (ALLEN, 2000).

Em todos os protocolos de sincronizacdo empregados, monitora-se o
crescimento folicular por ultrassonografia e utiliza-se hCG, GnRH ou EPE para
induzir ovulacdo nas éguas receptoras, 48 h depois que a doadora for
inseminada. Salienta-se que sucessivas aplicacbes de hCG induzem a
formagdo de anticorpos, reduzindo a sua eficiéncia na resposta ovulatéria
(DUCHAMP et al, 1987).

A janela de sincronizacdo entre doadoras e receptoras consiste naquela
em que as receptoras se encontram entre o quarto e oitavo dia de ovulacéo
(relacionado com a ovulagdo da doadora — DO), com coleta de embrido no
sétimo dia; e a receptora pode ovular um no intervalo de dia antes (D+1) até 3
dias depois (D-3) da doadora, sendo considerada apta a receber embribes
neste intervalo (VANDERWALL, 2000; SQUIRES, 2003; MCKINNON;
SQUIRES, 2007).

Jacob et al. (2002; 2012) afirma que essa janela de sincronizacdo pode
ser mais flexivel, uma vez que receptoras ovuladas de um dia antes até cinco
dias ap6s a doadora podem ser utilizadas sem afetar as taxas de prenhez.
Com esse aumento de intervalo, um menor nimero de receptoras precisaria
ser monitorado para atingir sucesso nas taxas de prenhez por TE, trazendo
beneficios como menor numero de éguas para manejo, menos exames
reprodutivos, menos custos com tratamentos hormonais e menor necessidade

de méao de obra.

2.6 Protocolos hormonais para éguas receptoras de embrides

Hinrichs et al. (1985; 1986) foram pioneiros na aplicacdo de P4 ou
altrenogest (progestageno) para preparar éguas receptoras ovariectomizadas.
Segundo os autores, administrou-se 300 mg diarios de P4 por cinco dias antes
da TE, o qual resultou em 75% de taxa de gestacdo. Estes estudos indicam
que éguas ovariectomizadas tratadas com altrenogest ou P4 séo capazes de

manter a prenhez apods a transferéncia do embriao.
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Posteriormente, Hinrichs et al. (1986) obtiveram 16% (1/6), 33% (2/6) e
40% (2/5) de prenhez comparando-se dois protocolos utilizando o altrenogest
oral (22 mg diarios por cinco dias ou 66 mg diarios por seis dias antes da TE)
com o protocolo utilizando 300 mg diarios de P4. Os autores supracitados
concluiram que o altrenogest oral foi capaz de estabelecer a gestacdo apos a
TE, apesar da insuficiéncia na dose de 22 mg para a obtengcdo de taxas de
prenhez adequadas.

Hinrichs e Kenney (1987) também avaliaram a necessidade de realizar a
sincronia entre a administracdo de P4 na receptora e ovulagcdo da doadora;
observou-se que em receptoras cujo tratamento hormonal foi iniciado dois dias
apos a ovulacdo da doadora, as taxas de gestacdo foram superiores em
relacdo as das éguas em que o inicio do tratamento hormonal ocorreu pelo
menos quatro dias antes da ovulagdo da doadora, demonstrando assim a
necessidade de sincronia.

Entende-se que o estrégeno estimula o aumento dos receptores uterinos
de P4 e que o embrido equino secreta estradiol na fase inicial da gestacdo
(ZAVY et al., 1979). Dessa forma, McKinnon et al. (1988) utilizaram estradiol
previamente e em conjunto a administracdo de progesterona ou altrenogest em
trés diferentes protocolos, como descritos a seguir: no primeiro protocolo,
foram administrados de trés a cinco dias de 17B-estradiol (E2) seguido da
administracdo de 300 mg de P4 diarios apés a ovulacdo da doadora. O
segundo protocolo foi similar ao primeiro, no entanto a aplicacdo do E2 foi
continuada apdés a administracdo da P4. O terceiro tratamento também foi
similar ao primeiro, com excec¢ao da substituicdo da P4 por 0,044mg/kg de
altrenogest diarios (MCKINNON et al., 1988).

Nesse procedimento, os autores obtiveram 70% e 80% de taxa de
gestacdo respectivamente entre 0s protocolos testados, sugerindo que,
independente da administracdo do E2, o requisito primario para o preparo e a
manutencdo da gestacdo € a concentracdo adequada de progesterona ou
progestagenos (MCKINNON et al., 1988).

A partir da década de 90, as receptoras intactas aciclicas (anestro ou
transicéo) foram introduzidas nos programas de TE. O uso desta categoria de
receptoras dispensa a realizagdo de cirurgia, tornando-se uma opcao

vantajosa. Assim, entende-se que éguas ovariectomizadas e também em
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anestro podem ser utilizadas com sucesso como receptoras de embrides
(LAGNEAUX; PALMER, 1993; SOUZA, 2013). McKinnon et al. (2000)
avaliaram diferentes progestagenos disponiveis comercialmente com o objetivo
de avaliar a eficacia destes em manter a gestacdo em éguas apos induzir a
lutedlise do corpo Iuteo aos 18 dias de prenhez. Diversos horménios, como a
medroxiprogesterona, hidroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet e
megestrol foram testados, e apenas o altrenogest foi eficiente em manter a
gestacao.

Além disso, uma preparacdo de progesterona de longa acédo (P4 LA) foi
avaliada por Bringel et al. (2003) em éguas sem o corpo lateo primario, onde
concentracdes de P4 compativeis com a fase luteal foram encontradas apos a
administracéo de 1500 mg a cada sete dias.

Rocha-Filho et al. (2004) realizaram um estudo comparativo entre as
taxas de gestacdo em receptoras ciclicas (grupo controle) e aciclicas
suplementadas com dois protocolos diferentes (P4 de longa acéo e P4 de curta
acdo). Os resultados demonstraram que nao houve diferenca significativa,
sugerindo que ambos os tipos de P4 sdo eficazes para a preparacao de
receptoras aciclicas. Também néo foi observada grande diferenca na taxa de
gestacdo entre as éguas ciclicas (75,0%) e éguas aciclicas de ambos os
grupos tratadas com P4 (75,9%), demonstrando sucesso no protocolo utilizado
e corroborando os achados de Bringel et al (2003), que relataram a
concentracédo circulante de P4 compativel com os niveis da fase latea (3,41 a
4,33 ng/mL), apos a aplicacdo de 1500mg de P4 de longa acado (LA) a cada 7

dias em éguas com nenhuma fonte enddgena de P4.
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3 OBJETIVO GERAL

Sincronizar éguas receptoras de embrides, independente das fases do

ciclo estral e da atividade ovariana, através de protocolos hormonais.

3.1 Objetivos especificos

Determinar a eficacia e comparar as taxas de prenhez com a realizagédo

da TE em receptoras em tempo fixo, independentemente das variaveis

ovarianas existentes.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi sincronizar o ambiente uterino de éguas
receptoras de embrides, independentes da fase do ciclo estral e da atividade
ovariana, com o ciclo da doadora, maximizando a utilizacdo das receptoras no
programa de transferéncia de embrides (TE). Foram utilizadas 160 éguas, que
foram separadas em grupos de 20 animais conforme a fase do ciclo estral:
éguas aciclicas em anestro e transicdo, ciclicas em estro com foliculos < 35
mm, em estro com foliculos = 35 mm, em diestro com CL < 5 dias e em diestro
com CL = 5 dias. Inicialmente, todos os animais receberam uma aplicacao de
10mg de dinoprosttrometamina e 4 aplicacdes de 17p estradiol por 4 dias
consecutivos seguido por uma aplicacdo de 300 mg de altrenogest.
Posteriormente, o protocolo foi modificado e foi adicionada mais uma dose de
10mg de dinoprosttrometamina no segundo dia do tratamento. Os embrides
foram transferidos de trés a oito dias apdés a aplicacdo do altrenogest. O
diagnéstico de gestacéo foi efetuado 5 a 7 dias apdés a TE. Com apenas uma
aplicacdo de prostaglandina no primeiro dia de tratamento todos os animais
apresentaram edema uterino acentuado e taxas de prenhez superior a 70%,
entretanto as receptoras que ao inicio do tratamento apresentavam a presenca
de CL < 5 dias mostraram um edema uterino significativamente menor que 0s
demais grupos e indices de gestacdo de 40%, inferiores aos observados nos
demais grupos. Entretanto, quando este grupo foi submetido a duas aplicacbes
de prostaglandina nos dois primeiros dias do tratamento as taxas de gestacao
aumentaram para 70%. Baseado nos dados obtidos pode-se concluir que boas
taxas de prenhez de receptoras de embrido estdo relacionadas a uma eficiente
sensibilizacdo uterina ao estrégeno que contribui para a posterior acdo
progesteronica fundamental para obtencdo da sincronizacdo do ambiente
uterino.

Palavras-chave: Transferéncia de Embrido, receptoras ciclicas e aciclicas,

protocolos TE, equinos.
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1 INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) tem se tornado uma ferramenta
relevante para muitos progrmas de melhoramento genético, contribuindo para
maximizar a producdo de potros por égua, que sejam de alto valor genético,
apresentem alguma disfuncao reprodutiva ou mesmo que estejam participando
de eventos e competicoes.

Um dos fatores que mais honeram os programas de TE é a manutencao
das receptoras, haja vista que seu numero em relagdo as Doadoras €
significativamente maior. Nesse sentido, muitas vezes 0s gastos com essa
categoria pode contribuir de forma substancial para o gerenciamento financeiro
das centrais de TE.

A sincronizacao da ovulacao entre doadora e receptora € essencial para o
sucesso da TE. Normalmente, duas ou trés receptoras séo reservadas para
cada doadora, exigindo dois a quatro dias de diferenca da ovulacéo entre elas.
Outra opcéo é o uso de horménios em receptoras que se encontram nas fases
de anestro e transicéo [1].

Entretanto, poucos estudos sdo dirigidos para a sincronizacao de éguas
independente de seu status reprodutivo, principalmente em relacdo a
receptoras ciclicas. Dessa forma, gerando a possibilidade de utilizar qualquer
animal a receber embrido, mesmo que seu momento do ciclo estral esteja
desfavoravel para tal sincronizacdo com o ciclo da doadora.

Um protocolo que permitisse a sincronizacdo do ambiente uterino de
éguas receptoras ciclicas independentes de sua fase do ciclo estral
possibilitaria que qualquer receptora do plantel se tornasse apta a receber o
embrido. Desse modo, excluir a necessidade do acompanhamento folicular
diario e otimizar a sincronizacdo doadora/receptora, facilitando o manejo das
centrais de TE.

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um protocolo
hormonal para sincronizar o ambiente uterino de qualquer receptora de

embrido ciclicas e aciclicas com o da doadora.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizadas 160 éguas receptoras de embrides, sem raca definida,
com idade entre 5 e 15 anos. Todas foram avaliadas inicialmente pela
palpacao retal para constatar a integridade do sistema reprodutivo. Os animais
foram mantidos em pasto de tifton 85, com agua e sal ad libitum especifico
para equinos. O estudo foi aprovado pela comisséo de ética UNESP, Botucatu,
sob protocolo n° 130/2014-CEUA.

2.2 Delineamento experimental

Todas as receptoras foram submetidas a um mesmo protocolo para
sincronizacdo do ambiente uterino. O inicio do protocolo foi estabelicido em

relacéo ao dia da ovulacdo da doadora (D-4), conforme esquema abaixo:

D-4 D-3 D-2 D-1 DO D+3 a D+8 D+12

10mg17B TE DG
10mgPgF 10mg17@ 20mgl7f 10mgl7@ 300mgALT 300mgALT 1500mgP4

PgF = Prostaglandina 2a (Lutalyse - Pfizer®)

178 = 17 Beta Estradiol (17 Beta - Botupharma®)
ALT= Altrenogest (Altrengest - Botupharma®)

P4 = Progesterona (P4 — 300 - Botupharma®)

Para identificacdo do efeito do protocolo nas alteragbes uterinas e
ovarianas nos diferentes momentos do ciclo estral, asreceptoras foram
divididas em grupos em relacdo ao periodo reprodutivo em que se
encontravam aciclicas ou ciclicas e em relacdo a fase do ciclo estral estro ou
diestro conforme descrigéo a seguir:

G1 = Receptoras ovuladas sem intervencdo hormonal (n=20); G2 = Receptoras
aciclicas em anestro (n=20); G3 = Receptoras aciclicas em transi¢cdo (n=20);
G4 = Receptoras ciclicas em estro foliculos <35mm (n=20); G5 = Receptoras

ciclicas em estrofoliculos = 35mm (n=20); G6 = Receptoras ciclicas em inicio
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diestro CL < 5 dias (n=20); G7 = Receptoras ciclicas em diestro CL = 5 dias
(n=20).

2.3 Manejo da Doadora e obtencao dos embrides

As éguas doadoras de embribes foram avaliadas por palpacéo retal e
ultrassonografia. Apés a identificacdo do estro e identificacdo de um foliculo de
35 mm, a ovulacdo foi induzida com 250 pg de acetato de histrelina (Strelin® -
Botupharma) A inseminacao artificial foi realizada 24h apos a inducédo de
ovulacdo com 1 x 10° de espermatozoides viaveis. Oito dias apés a ovulacdo
foi realizada a lavagem uterina para obtencdo do embrido, apenas embrides

classificados como 6timos ou bons foram utilizados para as TE.

2.4 Transferéncia dos embrides

Antes de cada TE as receptoras foram palpadas e submetidas a
avaliacdo ultrassonografia do status uterino. Foram efetuadas analise da
consisténcia (UT) e da imagem ultrassonogréafica (US) conforme descricdo dos
Itens 2.6.1. e 2.6.2. respectivamente. Todas as transférencias foram efetuadas
pelo método transcervical com o auxilo de um inovulador. Os embrifes foram

depositados no corpo uterino realizados por um unico técnico.

2.5 Avaliacfes uterinas

Todas as receptoras foram controladas diariamente através de palpacao
e ultrassonografia transretal para indentificacdo da fase estral ou momento do

ciclo estral em que se encontravam

2.6 Acompanhamento da gestacao

A cada 7 dias foi realizado o acompanhamento da gestacdao ou possivel
perda embrionaria. Nos animais que permaneceram prenhes era efetuado uma
reaplicacdo de 1500 mg de Progesterona natural (IM) até os 120 dias de

gestacéao.
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2.6.1. Palpacéo retal

Através da palpacgéo retal foi determinada a tensdo uterina numa escala

de 0 — 3, onde 0 é a menor tensao e 3 o maximo de tensao.

2.6.2. Ultrassonografia

Para o exame ultrassonografico foi utilizado um ultrassom Welld em
frequéncia de 5 MHz.

Ambos o0s ovarios eram avaliados quanto a presenca de estruturas
(foliculos e/ou corpo luteos) e suas respectivas dimensoes.

As carcteristicas uterinas também eram analisadas em relacdo a sua
ecotextura e presenca de edema uterino. O edema uterino foi classificado em
uma escala de 0 a 3, no qual O foi considerado auséncia de edema e 3 edema
bem evidente na regido da bifurcacdo dos cornos uterinos. E o aspecto da
textura uterina por um escore de 0 a 3, sendo O considerado consisténcia
flacida e 3 consisténcia maxima de tensédo. Em relacdo a ECO uterina, sendo 0
textura heterogénea com presenca de linhas de aspectos anecoicas e 3 textura
homogénea de aspecto uniforme isoecogénico.

O diagndstico de gestacao foi efetuado 5 a 7 dias apds a TE por US.

2.7. Modificacéo do protocolo proposto
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Devido ao grupo de receptoras em inicio de diestro apresentarem taxas
de prenhes distintas dos demais grupos estudados, optou-se pela adicdo ao

D-4 D-3 D-2 D-1 DO D+3 a D+8 D+12

10mgl7p  10mgl7p TE DG
10mgPgF  10mgPgF 20MIL7B 10Mgl7B S00MGALT  5p5 a1 T 1500mgP4
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PgF = Prostaglandina 2a (Lutalyse - Pfizer®)

178 = 17 Beta Estradiol (17 Beta - Botupharma®)
ALT= Altrenogest (Altrengest - Botupharma®)

P4 = Progesterona (P4 — 300 - Botupharma®)

protocolo de uma segunda dose de 10mg de Dinoprost trometamina (IM) no D-
3, nessa fase do ciclo estral. Foram utilizadas mais 20 receptoras em inicio de
diestro CL < 5 dias. Conforme esquema abaixo

2.8 Anélise Estatistica

Para realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o pacote
estatistico do SAS 9.1.3. O grau do edema uterino, tonus e classificacdo
ultrassonogréfica no momento da T.E.,foi efetuado a analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo Tukey quando necessario. Ja ataxa de prenhez e indice
de perda embrionaria foi utilizado o teste de regressdo linear. Todas as

estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS

Os dados de escore de edema uterino nos momentos (D-4 a D-1) do
inicio do protocolo e das caracteristicas do tbnus e ultrassonografia da
condicao uterina no dia da transferéncia do embrido estdo descritos na Tabela
1 (p4dg 31). Houve uma similaridade nos valores de edema uterino apos as
aplicacdoes do 173 estradiol na maioria dos grupos estudados. Entretanto, o
grau de edema uterino observados nos animais com CL com menos do que
cinco dias foram significativamente menores (p<0,05) aos demais grupos em
todos os momentos avaliados. O escore da imagem ultrassonografica dos
animais no momento da TE, apresentam valores inferiores (p<0,05) aos

observados nos animais do grupo controle, entretanto o ténus uterino variou
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entre 0s grupos estudados sendo encontrada menor tensédo (p<0,05) uterina

nos animais aciclicos e com foliculos menores que 35 mm no inicio do

protocolo Os demais grupos néo diferiram do grupo controle.

TABELA 1 — Valores médios + desvio padrdo do edema uterino nos dias antes

da aplicacdo do altrenogest e escore uterino no dia da transferéncia de

embrido nos diferentes grupos estudados, das éguas submetidas ao protocolo

com apenas uma aplicacéao de prostaglandina do D-4.

Fase do ciclo

Grau edema uterino

Escore uterino TE

D-4 D-3 D-2 D-1 uT us
Con(szvfj;a;:;tes 1,8+1,4%°  28+0,2" 2,7+0,3" 1,6+1,2"  28+0,2" 2,6+0,3"
Anestro 0,202 30,0 30,0 3+0,0* 2,10,3° 1,9+0,7°
Transicéo 1,8+0,7%°  3+0,0"*  3+0,0™ 3+0,0" 2,2+0,2° 2,1+0,2 ®
Estro Fol<35mm  2,1+0,6" 30,0 30,0 3+0,0* 2,020,4°  2,0+0,6°
Estro Fol 235mm 2,7¢0,1"°  3+0,0  3+0,0* 30,0 2,4+0,2"®  1,8+05°
Diestro CL <5 dias  0,7+0,4“°  1,1+0,3** 1,1+0,4* 1,2+0,6°  2,6+0,2"®* 22+02°
Diestro CL 25 dias ~ 0,3#0,2°>  2,520,2"* 2,7¢0,1"* 26+0,2** 2,5+0,3"® 2,0+0,4°

| etras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Bl etras mailisculas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Grau edema uterino = escore (0-3), UT = Consisténcia uterina escore (0-3), US = Imagem ultrassonagrafia uterina

escore (0-3).

Todos os grupos, com excecdo das éguas em diestro com CL <5 dias,

onde as taxas foram inferiores e ndo apresentaram diferenca estatistica

(p<0,05) nos indices de prenhez aos 60 e 120 dias. O mesmo foi observado

nesse grupo em relacéo a taxa de perda embrionéaria (Tabela 2, pag 32).
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1 TABELA 2 — Taxa de prenhez e perda embrionaria nos diferentes grupos

2 estudados, das éguas submetidas ao protocolo com apenas uma aplicacao de

3 prostaglandina do D-4.

Perda
. Prenhez o Prenhez
Fase do ciclo i % Embrionaria % %
até 60 d ) 120d
(60— 120 dias)
Controle 20 15% 75" 14 7 144 70"
Anestro 20 18" 90" o* o 18" 90"
Transicéo 20 18" 904 04 04 8%  90*
Estro Fol<35mm 20 16" 754 24 13”8 144 70"
Estro Fol 235mm 20 15% 70" 14 7h 144 70"
Diestro CL < 5dias 20 8B 40°® 2h 258 6° 30°
Diestro CL 25 dias 20 13”8 658 14 g” 12# 60"

© 00 N O O b

8 etras mailisculas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Com a utilizacdo de duas aplicacdes de prostaglandina no inicio do
tratamento em animais com presenca de CL no ovario de até 5 dias de
formacao, verificou-se que o edema e as caracteristicas uterinas apresentaram

valores significativamente distintos em relacdo ao grupo controle. Entretanto,

10 as taxas de prenhez e perda embrionaria foram diferentes p>0,05. Dados

11 apresentados nas Tabelas 3 e 4.

12
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TABELA 3 — Valores médios + desvio padrdo do edema uterino nos dias antes
da aplicacdo do altrenogest e escore uterino no dia da transferéncia de
embrido nos grupos controle e receptoras com CL < 5 dias, submetidas ao

protocolo com duas aplicacdes de prostaglandina no D-4 e D-3.

Grau edema uterino Escore uterino TE
Fase do ciclo

D-4 D-3 D-2 D-1 uT us

Controle (dias antes da
( N 1,8+1,4% 2,8+0,2"* 2,7+¢0,3" 1,6+1,2"* 2,8+0,2" 2,6+0,3"
ovulacao)

Diestro CL < 5 dias 0,6+0,4"° 1,1+0,2%° 1,8+0,6°%® 2,4+0,6%% 2,5+0,2* 2,3+0,2°

abc

Letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
Bl etras mailisculas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
Grau edema uterino = escore (0-3), UT = Consisténcia uterina escore (0-3), US = Imagem ultrassonagréafia uterina

escore (0-3).

TABELA 4 — Taxa de prenhez e perda embriondria no grupo controle e
receptoras com CL < 5 dias, submetidas ao protocolo com duas aplicacdes de

prostaglandina no D-4 e D-3.

) Prenhez Perda Prenhez
Fase do ciclo N % . ] % %
até 60 d Embrionéria 120d
Controle 20 15 75 1 7 14 70
Diestro CL <5 dias 20 15 75 1 7 14 70
p>0,05
4 DISCUSSAO

Os achados desse trabalho demonstram a importancia da fase
estrogénica marcante para a obtencdo de boas taxas de prenhez. Nesse
sentido, ressalta-se que a presenca de edema uterino acentuado e prolongado
foi fundamental para uma adequada preparacdo uterina para a posterior fase
progesterdnica. Assim, foi observado taxa de prenhez satisfatéria somente nos
animais que apresentaram edema uterino caracteristico com o de um estro

fisiolégico. Em contrapartida, receptoras com pouco edema uterino obtiveram
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menores taxas de prenhez. Desta maneira o presente estudo com o intuito da
mimetizacdo de éguas fisiologicamente ciclicas foi capaz de simular o
crescimento dos niveis séricos de estrogeno seguido de um posterior
decréscimo.

A diminuigc&o dos niveis de estrogeno no final do crescimento do foliculo
pré-ovulatério, dois dias antes da ovulagdo deve-se a um efeito negativo
reciproco de LH na producéao folicular de estradiol, sendo assim a liberacéo de
LH responséavel a ovulacédo é desencadeada com a queda do estrogeno [2]. No
presente estudo alguns animais do grupo de éguas ciclicas com foliculos
maiores ou iguais a 35 mm nao ovularam e em alguns casos esses foliculos
comecaram a regredir, causado pelo constante aumento do estrégeno. Isso
provavelmente ocorreu nos animais que ainda ndo tinham liberado o LH
responsavel pela ovulagdo. Entretanto, esse fato ndo impediu a gestagdo, com
taxas de prenhez similares aos do grupo controle.

Segundo Silva, et al 2015, aplicacbes mais altas de benzoato de
estradiol (BE) diminuiram a concentracdo de progesterona circulante apés 24
horas da aplicacdo da P4 LA [3], esses resultados sugerem com obtidos no
presente estudo, jA que as taxas de prenhez foram maiores quando um edema
uterino marcante estava presente. Assim sendo, acreditamos que 0s animais
gue apresentavam maiores concentracfes de P4 neste estudo, obtiveram
estes valores devido a baixa ligacdo deste hormdnio com o0s receptores
uterinos, visto que os mesmo se encontrvam em anestro sem uma fonte
endogena de P4. Hipotese esta corroborada com os achados de Fritsch, 2016,
que verificou que doses mais altas de 10 mg de BE+P4 apresentaram
expressao protéica e expressdo génica relativa dos transcritos para o0s
receptores endometriais de E2 e P4 similares aos de éguas.

Nesse sentido, no presente estudo verificou-se que as éguas com CL<5
dias apresentaram caracteristicas uterinas similares (p<0,05) as observadas
nos demais grupos, entretanto obtiveram baixas taxas de prenhez. Esse fato
provavelmente ocorreu devido a ndo sensibilizacdo prévia do utero ao 170
estradiol contribuindo para uma menor ligacdo da progesterona ao endomeétrio.
Com a adicdo de uma segunda dose da prostaglandina, possivelmente houve
uma maior liberacdo dos receptores para estrégeno e, consequentemente, uma

ligacdo adequada da progesterona aos receptores uterinos, uma vez que 0S
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efeitos da progesterona sobre as caracteristicas morfolégicas da cérvix e utero
séo eficazes somente apoés efeitos estrogénicos [4].

A administracdo seriada de PGF (dinoprost) em éguas no diestro
precoce provavelmente pode causar a lise do CL e estagnar suas funcoes,
iniciando uma nova esteroidogénese, induzindo assim um retorno ao estro
semelhante a éguas tratadas com uma dose de PGF2a na metade do diestro
[5]. Nesse sentido, as aplicacbes consecutivas de 10 mg de dinoprost
trometamina no inicio do protocolo para o grupo de éguas ciclicas em diestro
com corpo luteo menor do que quatro dias possibilitou uma acéo estrogénica
mais efetiva e consequentemente, apos a aplicacdo do altrenogest resultou em
um ambiente uterino adequado a manutencdo embrionaria, haja visto que 0s
resultados de fertilidade desses animais foi restabelecido apdés essa
intervencao.

A utilizac&o do altrenogest e da progesterona nas doses utilizadas neste
estudo foram eficientes para a manutencéo da gestacao desde que precedidas
de uma fase estrogénica marcante, indicando que éguas anovulatorias
administradas com progesterona exdégena podem ser utilizadas como
receptoras de embrides durante os periodos de transicdo e anestro [6]. Pode-
se utilizar progesterona de longa acédo com intuito da fixagdo e manutencao da
gestacdo em éguas receptoras de embrides ciclicas [7].

A avaliacdo uterina pela da palpacdo retal e pelas imagens
ultrassonogréafica, no momento da TE, apresentaram caracteristicas distintas
das observadas nos animais do grupo controle. O tbnus uterino se mostrou
ligeiramente menos tenso e a imagem ultrassonogréfica, muitas vezes, resultou
na presencga de estrias anecoicas similares as observadas em um animal com
edema grau 1 durante o estro. Entretanto essas caracteristicas nao interfiriram
na obtencdo das taxas de prenhez diferentes das observadas do grupo
controle.

Taxas de prenhez na TE de éguas foram similares a 70-75%, avaliadas
com 12 dias apos a TE. Nos 50 dias de gestacdo as taxas cairam para 65%,
justificando a utilizacdo de embrides de doadoras de idade avancada, o que
nao aconteceu com embribes de éguas doadoras jovens [8]. Resultados
similares foram observados no presente estudo tanto nos animais do grupo

controle como nos animais submetidos ao protocolo testado.
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Com base nos resultados obtidos, a sincronizacao de qualquer receptora
com a ovulacdo da Doadora contrubuira para uma reducdo da relacdo
doadora/receptora, minimizando os custos com a manutencdo de uma grande
guantidade de receptoras no plantel. O protocolo proposto foi realizado com o
intuito da sincronizacdo as cegas sem a necessidade de palpar a receptora
que seria utilizada, entretanto cabe ressaltar que o protocolo pode ser
modificado quando através da palpacdo inicial indentifique-se o status
reprodutivo da receptora, nesse caso, receptoras sem a presenca de CL nos
ovarios descartariam a utilizacao do luteolico nos primeiros dias do protocolo.

Outra vantagem na utilizacdo deste tipo de sincronizagdo uterina é a
exclusdo das falhas ovulatérias, que podem ocorrer, desqualificando algumas
receptoras a se tornarem aptas a receber o embrido. Nesse sentido, varios
autores relatam, que mesmo apés a inducdo da ovulagdo, um percentual de
aproximadamente 14,3% das éguas ndo ovulam apos a aplicagdo do hCG ou
analogas ao GnRH [9], ou apresentam a formacao do foliculo hemorragico [17].
Ainda, ocorréncia de estros com baixa atividade estrogénica que contribuem
para uma baixa qualidade do ambiente uterino e consequentemente taxas de
prenhez insatisfatérias.

A utilizacdo da preparacdo de receptoras exclusivamente com terapia
hormonal, se por um lado apresenta algumas vantagens, também apresenta
fatores desfavoraveis quando a receptora é diagnosticada como nao prenhe ou
nao for utilizada devido a auséncia da recuperacdo do embrido da doadora,
pois nesses casos, as fémeas permanecem com receptores uterinos ocupados
por um periodo de aproximadamente 30 dias, ndo apresentando formacéo de
edema uterino apos a aplicacdo dos estrégenos. Outro fato que deve ser
ressaltado é a necessidade da manutencéo da prenhez com progesterona, até
por volta dos 120 dias de gestacdo, haja vista que a maioria dos animais
submetidos ao protocolo instituido ndo apresentam a formacéo de corpo lateo.

Em conclusédo, a sincronizagdo do ambiente uterino pela intervengao
hormonal proposta, se mostrou eficiente e possibilita uma alternativa para
reducdo do manejo das receptoras em centrais de TE sem afetar as taxas de

prenhez podendo dessa forma reduzir a proporgcédo doadora/receptora.
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1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering
also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection
may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate

line.

Introduction State the objectives of the work and provide an adequate

background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods Provide sufficient detail to allow the work to be
reproduced. Methods already published should be indicated by a reference:

only relevant modifications should be described.

Results Results should be clear and concise. Discussion This should explore
the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and

discussion of published literature.

Conclusions The main conclusions of the study may be presented in a short
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Discussion or Results and Discussion section.
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appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
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stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-
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corresponding author. * Present/permanent address. If an author has moved
since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a
'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to
that author's name. The address at which the author actually did the work must
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are
used for such footnotes.

Abstract A concise and factual abstract is required. The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions.
Since an abstract is often presented separately from the article, it must be able
to stand alone. For this reason, references should generally be avoided, but if
essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also,
nonstandard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their use is
essential, they must be defined at their first mention in the abstract itself.
Abstracts must be limited to a single paragraph with no more than 2,500

keystrokes (characters plus spaces).

Keywords Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords,
using American spelling and avoiding general and plural terms and multiple
concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.
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se refira apenas ao "texto". Qualquer subseccdo pode receber um breve
cabecalho. Cada titulo deve aparecer em sua prépria linha separada.

Introducdo Exponha os objetivos do trabalho e forneca uma base adequada,

evitando uma pesquisa bibliografica detalhada ou um resumo dos resultados.

Material e métodos Fornecer detalhes suficientes para permitir que o trabalho
seja reproduzido. Métodos ja publicados devem ser indicados por uma

referéncia: apenas devem ser descritas modificagdes relevantes.

Resultados Os resultados devem ser claros e concisos. Discussao Isso deve
explorar a importancia dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Uma sec¢éo
combinada de Resultados e Discussdo é frequentemente apropriada. Evite

citacOes extensas e discussao da literatura publicada.

Conclusbes As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em
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subsecdo de uma secado Discussdo ou Resultados e Discussédo. Informacdes
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