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TEVE UM TEMPO EM QUE:
Pensei que ndo podia.....e ndo pude.
Acreditei que ndo sabia nada.....e ndo soube.
Achei que néo tinha forca......... e desisti.

Subestimei minha capacidade......e ndo fui capaz.

LOGO APRENDI:
Que quando acredito.......... POSSO.
Que sei mais do que eu imaginava.
Que tenho as forcas que eu decido ter.
Que ndo ha carga que meus ombros ndo possam suportar e

Que posso chegar a onde eu proponha-me.

Andnimo.
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ARISTIZABAL, V.H.V. Utilizacgdo de altrenogest injetavel para o
estabelecimento e manutencdo da gestacdo em éguas receptoras de embrides
aciclicas. Botucatu, 2014. 60p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho.”

RESUMO

Nos programas de transferéncia de embrides equinos (TE), o aproveitamento
das éguas aciclicas por meio da utilizacdo de progestadgenos exdgenos o
tornou mais produtivo, aumentando o nimero de receptoras disponiveis e taxas
de prenhez ao longo do ano, assim como diminuir os problemas ocasionados
pelo fotoperiodo. A administracdo tanto de estrogénio quanto de progestagenos
€ baseada em estudos realizados durante as Ultimas trés décadas, nos quais
se procurou simular o ambiente fisiologico do endométrio de éguas prenhes,
como a formacdo do edema uterino provocada pelos estrégenos, o qual
estimula a expressdo de receptores tanto de estrégeno quanto de
progesterona; e o aumento do tdbnus da musculatura lisa e a estimulacdo da
secrecdo histotrofica, provocada pelos progestagenos. O presente trabalho
inclui uma revisdo dos diversos protocolos utilizados nas ultimas décadas
referentes as receptoras aciclicas, além de um estudo no qual se compara a
taxa de prenhez entre éguas receptoras aciclicas tratadas com altrenogest
injetavel e éguas receptoras ciclicas ndo tratadas até os 90 dias de gestacao,
correlacionando os achados com a formacgéo de corpos IUteos suplementares e

avaliando o crescimento da vesicula embrionaria.

Palavras-Chaves: receptoras aciclicas, progestagenos exégenos, estrégeno,
progesterona.



ARISTIZABAL, V.H.V. Use of injectable altrenogest for the establishment and
maintenance of pregnancy in non-cyclic mares as embryo recipients. Botucatu,
2014. 60p. (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho.”

ABSTRACT

In equine embryo transfer (ET) programs, the use of non-cyclic mares as
embryo recipients by the administration of hormonal protocols, using exogenous
estrogens and progestagens, has made the technique become more
productive, increasing the number of available recipients and pregnancy rates
throughout the year and reducing the issues caused by the photoperiod. The
administration of both estrogens and progestagens in non-cyclic recipients is
based on several studies conducted in the last three decades, in which the
authors attempted to simulate the physiologic environment of the endometrium
of pregnant mares, as the uterine edema induced by estrogens, that also
stimulates the expression of endometrial estrogen and progesterone receptors;
and the increase of uterine tone and histotrophic secretion stimulated by
progestagens. The present study aimed to evaluate and compare the
pregnancy rates in non-cyclic recipient mares, treated with injectable
altrenogest, and in non-treated cyclic recipient mares until 90 days of gestation,
correlating the findings with the supplementary corpora lutea formation and

evaluating the expansion of the embryonic vesicle.

Keywords: non-cyclic recipient mares, exogenous progestagens, estrogens,

progesterone.
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1. INTRODUCAO
Eguas sdo consideradas animais poliéstricos estacionais (FREEDMAN et
al., 1979), o ciclo reprodutivo é dividido em quatro fases, baseado na atividade
folicular: fase de anestro, fase de transicdo de primavera, fase ovulatéria e fase
de transicao de outono (GINTHER et al., 2004).

O inicio da estagéo reprodutiva na primavera depende de diversos fatores
fisiol6égicos e ambientais, tais como idade, condicdo corporal, raca, alimentacéo
e principalmente o fotoperiodo (GUINTHER, 1992; NAGY et al., 2000). Estes
fatores fazem com que a ocorréncia das ovulacdes varie no decorrer do ano,
limitando a utilizacdo dos animais no aspecto reprodutivo.

O desenvolvimento de novas técnicas reprodutivas, como a transferéncia
de embrides (TE), possibilitou o maior desenvolvimento do setor por meio do
ganho na eficiéncia reprodutiva e no incremento do melhoramento genético,
favorecendo o aprimoramento das racas e a eficiéncia de seus cruzamentos
(ARRUDA et al., 2001)

A TE, € uma das principais biotécnicas utilizadas na equideocultura, nédo é
complexa, porém a maior dificuldade estd no gerenciamento de alguns fatores
gue afetam o sucesso da taxa de prenhez, como: manejo da égua doadora,
gualidade e sincronizacdo da égua receptora e habilidade com a técnica de
transferéncia (HINRICHS, 2005).

A qualidade das receptoras € de suma importancia nos programas de TE,
pois sdo elas que fazem o reconhecimento do embrido e fornecem as
condic¢des uterinas necessarias ao seu desenvolvimento (FLEURY et al., 2007).

Tanto a qualidade como a disponibilidade das receptoras durante a
estacdo reprodutiva representam limitagbes, devido a dificuldade na
sincronizacao da doadora com a receptora (LANGNEAUX & PALMER, 1993) e,
também, pelo fato de que muitas delas se encontram em anestro estacional ou
anestro profundo. Devido a todos esses fatores, o aproveitamento das éguas
aciclicas por meio da administracdo de progestdgenos exogenos para
estabelecer e manter a gestacéo torna a técnica de TE mais produtiva ao longo
do ano (HINRICHS & KENNEY, 1987).

Diversos estudos confirmam a eficacia de protocolos que utilizam
estrogeno e progestagenos para o preparo e manutencdo de éguas aciclicas
como receptoras de embrides em programas de TE (LAGNEAUX & PALMER,



1993; CARNEVALE et al.,, 2000;ROCHA FILHO et al.,, 2004, SILVA et al.,
2014). A utilizacao destes protocolos aumenta as taxas de prenhez ao longo do
ano, diminuindo os problemas ocasionados pelo fotoperiodo, diminuindo o
namero de palpacdes retais e aumentando o aproveitamento de animais
aciclicos (HINRICHS et al., 1987).

Além disso, éguas aciclicas mantidas em protocolos hormonais
apresentam taxas de gestacéo similares & de receptoras ciclicas (CARNEVALE
et al., 2000; DELL’AQUA JR. et al., 2009; GRECO et al., 2012, SILVA et al.,
2014).

Este trabalho compara a taxa de prenhez entre éguas receptoras ciclicas
ndo tratadas, como grupo controle e éguas receptoras aciclicas tratadas com
altrenogest injetavel até os 90 dias de gestacao, correlacionando os achados
com a formacao de corpos lateos suplementares e avaliando o crescimento da

vesicula embrionéria.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Estacionalidade reprodutiva em éguas

As éguas sdo ser verdadeiras poliéstricas anuais, podendo ficar prenhez
durante qualquer época do ano. Porém em diferentes latitudes apresentam
comportamento estacional variavel, para que as coberturas e o nascimento dos
potros acorram durante os meses de primavera e verdo, havendo estreita
relacdo entre o aumento da duracdo da luminosidade diaria (fotoperiodo) e
ativacdo proporcional dos mecanismos envolvidos na atividade reprodutiva
(GINTHER, 1974; FREEDMAN et al.,, 1979; ARRUDA et al.,, 2001; HAFEZ,
2004).

A taxa de ovulacdo aumenta na primavera, paralelamente ao aumento do
fotoperiodo, com incidéncias maximas durante o verdo. Ja a estacdo
anovulatéria ocorre geralmente durante o outono e inverno, quando a
diminuicdo da duragédo de horas-luz precede a baixa incidéncia de ovulagdes
(BAKER & KENNEY, 1980; GINTHER, 1992). Nesta fase as éguas
permanecem em anestro, com OvVarios pequenos, pouca ou nenhuma atividade
folicular detectavel pela palpacéo retal, em consequéncia da queda estacional
da estimulacéo gonadotréfica (SHARP, 1980; HAFEZ, 2004).

Para algumas associacdes de criadores de equinos, o0 uso de receptoras
na fase de anestro ou transicdo de primavera é extremamente desejavel
(ROCHA FILHO et al., 2004), uma vez que existe uma pressado econdmica para
gue 0s potros nascam 0 mais proximo possivel do inicio do ano hipico (1° de
janeiro no hemisfério norte e 1° de julho no hemisfério sul). Este fato tem
estimulado pesquisadores a desenvolverem métodos que antecipem a
ciclicidade das éguas por meio da utilizagdo de programas de luz artificial
(NAGY et al.,, 2000) ou que permitam a utilizacdo de receptoras aciclicas
suplementadas com estrogenos e progestagenos nos programas de TE
(CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO et al., 2004). No entanto,
considerando que para cada égua doadora seria desejavel ter trés éguas
receptoras, o uso de programas de luz artificial fica prejudicado pelos altos
custos de manutencdo das receptoras, bem como pelos resultados
inconsistentes (GINTHER, 1992).



2.2 Producdao de progesterona durante a gestacéao

A progesterona (Ps;) € o principal horménio responsavel pela
manutencdo da prenhez. A sintese constante de P, e de seus metabdlitos,
como as 5a- dihidroprogesterona (5aDHP), s&o necessarios para manter um
adequado ambiente uterino e garantir um 6timo desenvolvimento do feto
(ALLEN, 2001; HAFEZ, 2004).

Diferentemente de muitos animais domésticos, que apresentam a
producdo total de P, durante a gestacdo devido ao prolongamento da
funcionalidade do corpo luteo, a égua precisa da combinacdo de trés
componentes para gerar a producdo total de P, e progestagenos necessarios
para a manutencdo da gestacéo, sendo estes o corpo luteo primério (CLP), os
corpos lateos suplementares (CLS) e a unidade feto-placentaria (ALLEN,
2001).

2.2.1. Corpo luteo primario

O CLP é uma estrutura resultante da ovulacdo que deu origem ao
concepto. Em éguas gestantes o CLP persiste além da sua vida ciclica normal
de 14 a 16 dias devido ao reconhecimento materno da gestacgdo, para permitir
a continuidade da gestacdo (GINTHER, 1992; STOUT et al.,, 2001; ALLEN,
2001). O CLP persiste no ovario, mas a producdo de P, decai de maneira
constante ao longo dos 20 dias seguintes (ALLEN, 2001).

Ao redor de 35 dias de gestacao, células da cinta coridnica invadem o
epitélio uterino adjacente e diferenciam-se para formar os calices endometriais,
responsaveis pela secrecdo da gonadotrofina coriénica equina (eCG), que gera
o0 estimulo necesséario para manutencdo do CLP (BERGFELT et al., 2007;
GINTHER, 1992). A este novo incremento na secrecdo de P, e ao novo
estimulo de crescimento utiliza-se o termo ressurgimento do CLP (GINTHER,
1992).Sabe-se que a eCG, além de regular a esteroidogénese do CLP leva a
formacao dos CLS, (DAELS et al., 1998).

2.2.2 Corpos Luteos Suplementares
No inicio da gestacdo, os ovarios maternos apresentam ondas de
crescimento folicular, assim como no ciclo estral, que sédo estimuladas pela

continua secrecdo de hormoénio foliculo estimulante (FSH) pela pituitaria



(EVANS & IRVINE, 1975; URWIN & ALLEN, 1982). Nas éguas gestantes o
efeito negativo da P, sobre a secrecdo de hormoénio luteinizante (LH) da
pituitaria, impede o amadurecimento destes foliculos e sua ovulacdo (ALLEN,
2001).

A partir dos 38 a 40 dias de gestacdo, com o inicio da secrecdo de
gonadotrofina coriénica equina (eCG) pelos calices endometriais recentemente
formados , induzindo os CLS seja pela ovulacédo de foliculos grandes ou pela
luteinizacdo de outros foliculos mais avancados. Esta formacédo dos CLS deve-
se a acao luteinizante do eCG, que em éguas tem afinidade para receptores de
LH (STEWART et al.,, 1976). A P4 produzida pelos CLS complementa a
sintetizada pelo CLP, e juntos mantém a gestacdo nos primeiros cinco meses
de prenhez (BRINSKO et al., 2011).

2.2.3 Unidade feto-placentéaria

Entre os dias 40 e 120 de gestacdo o alantocério encontra-se em
periodo de expansdo, as células trofoblasticas adquirem capacidade de
sintetizar diversos hormonios (ALLEN, 2001). Dentre eles, destaca-se a
progesterona e os metabdlitos 20a-5P (20a hidroxi-5-pregnane-3-ona), 5a-DHP
(5a - dihidroprogesteronas) e 3R-5P (3RB-hydroxi-5a-pregnane-20-ona),
observados ao redor dos 70 dias de gestagéo, sendo produzidos pela utilizacao
exclusiva de fontes maternas de colesterol (HOLTAN et al., 1979).

Desta forma, entre os dias 70 e 150 de gestacao, as concentracdes de
P, e progestagenos encontrados no plasma representam uma mistura de P4
secretada pelos CLP e CLS em processo de declinio e pelos progestagenos da
placenta secretados pelo alantocorio em crescimento (ALLEN, 2001).
Aproximadamente aos 180 dias de gestacao ndo ha mais producéo de P, pelos
corpos luteos da égua e a unidade feto-placentaria, embora ja contribuindo com
a producédo de progestagenos no periodo anterior a regressdo dos CLP (100 a
120 dias), assume a producdo até a fase final da gestagédo. (GINTHER, 1992).

2.3Selecdo da égua receptora aciclica
Devido as dificuldades com a reproducdo da égua nos hemisférios
motivada pela estacionalidade e a impossibilidade de por um grupo grande de

receptoras e doadoras, baixo protocolos de luz artificial ja mencionado



previamente, o uso de receptoras aciclicas vem se convertendo em uma
excelente alternativa (SQUIRES et al., 1999).

Segundo Vanderwall (2011), a selecdo da receptora € um fator
determinante para o éxito do programa de TE. A receptora ideal deve ter boa
fertilidade, O6timo escore corporal, idade entre quatro e 10 anos, bom
desenvolvimento mamario (SQUIRES et al., 1999), bem como ser livre de
anormalidades uterinas e ovarianas (VANDERWALL & WOODS, 2007).

E necessario que ao menos trés receptoras estejam disponiveis para cada
doadora. Isso permite a escolha, no momento da TE, da égua que se encontra
em melhor condicdo reprodutiva para receber o embrido (MCKINNON &
SQUIRES, 2007). As receptoras devem ter pouca ou nenhuma atividade
folicular detectavel pela palpacédo retal, ovarios pequenos (consequentes da
gueda estacional da estimulacdo gonadotrofica) e Utero sem influéncia de
estrogeno e também com auséncia de acumulo de liquido (SHARP, 1980;
HAFEZ, 2004).

Na avaliacdo ultrassonografica transretal, deve-se confirmar o status
reprodutivo das éguas aciclicas. Nesse caso, observam-se multiplos foliculos
pequenos ou foliculos com diametro entre 15-20 mm, auséncia de corpo luteo
no ovario e utero livre de cistos e acumulo de liquido (SHARP, 1980; HAFEZ,
2004).

2.4 Protocolos hormonais em receptoras aciclicas

Diversas pesquisas vém sendo descritas nas Ultimas trés décadas
envolvendo a administracdo de esterbides hormonais (estrogenos e
progestagenos) para viabilizar o uso de receptoras aciclicas em programas de
TE (LAGNEAUX & PALMER, 1993; CARNAVALE et el., 2000; ROCHA FILHO
et al., 2004; GRECO et al., 2012; SILVA et al., 2014). Estes autores tiveram
como objetivo demonstrar nas receptoras aciclicas, mudancas fisiologicas
similares as que ocorrem no endométrio de éguas prenhes ciclicas, como a
formacdo do edema uterino causada pelo estrogeno exdgeno e aumento do
tbnus miometrial e a estimulacdo da secrecdo histotréfica causada pelos
progestagenos (PINTO, 2011;VANDERWALL, 2011).

Hinrichs et al. (1985) descreveram os resultados da utilizacdo de P4 para

manter a gestacdo sem prévia aplicacdo de estrogeno. Foram administrados
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300 mg de P, diariamente a receptoras ovariectomizadas, durante cinco dias
anteriores a TE e trés gestacfes foram obtidas das sete éguas utilizadas como
receptoras de embrido.

Em estudos subsequentes, Hinrichis et al. (1986) utilizaram em éguas
ovariectomizadas, trés protocolos de sincronizagcédo diferentes aplicados antes
da TE: 22 mg de altrenogest via oral uma vez ao dia (g24h) durante cinco dias;
66 mg de altrenogest via oral, g24h durante seis dias; 300mg de P, injetavel
g24h durante cinco dias, sendo que os trés grupos foram comparados com o
grupo controle de éguas intactas sincronizadas. A taxa de prenhez obtida foram
1/6, 2/6, 2/5 e 13/19, respectivamente. Estes achados mostram que éguas
ovariectomizadas tratadas com altrenogest ou P, sdo capazes de manter a
prenhez apos a transferéncia do embrido.

Além disso, Hinrichs e Kenney (1987) buscaram identificar a necessidade
de sincronizar a ovulacdo da doadora com o inicio da administracdo de
progestagenos nas receptoras ovariectomizadas. As éguas foram divididas em
dois grupos: o grupo A recebeu 300 mg de P, em 6leo g24h IM (intramuscular),
por cinco dias antes da transferéncia e o grupo B recebeu as mesmas doses de
P4, porém quatro dias antes da ovulacdo da doadora, obtendo taxas de
prenhez de: grupo A 6/8 e grupo B 1/12, reportando a necessidade de sincronia
entre doadora e receptora.

Lagneaux e Palmer (1993) verificaram desvantagem no uso de éguas
receptoras ovariectomizadas quando as compararam com €guas em anestro.
Tais desvantagens referem-se a cirurgia irreversivel (com riscos associados),
realizada pelo menos trés semanas antes de serem utilizadas como receptoras.
Além disso, nas éguas em anestro, é possivel reduzir o periodo de tratamento
com altrenogest no dia 70 (SILVA et al., 2014), uma vez que ocorre a formacéo
dos CLS, sem prejuizo para as taxas de prenhez, ao contrario das éguas
ovariectomizadas, nas quais este tratamento deve ser continuo até por volta do
100° ao 120° dia de gestacdo (MCKINNON et al., 1988).

Carnevale et al., (2000) compararam receptoras ciclicas com
transicionais tratadas com altrenogest 0,044mg/Kg, g24h, VO por 5 a 7 dias
antes da TE. Neste estudo ndo houve diferenca significativa entre as taxas de

prenhez e morte embrionaria (67,8 vs 55,6% e 14,5 vs 30%, respectivamente).
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Contudo, tratamentos esteroidais diarios consumirem muito tempo para
sua administracao, eles sao dispendiosos e suas repetidas injecbes (IM ou SC)
aumentam o risco de reacdes no local da aplicacdo e, consequentemente,
algumas éguas desnvolvem comportamento intolerante as aplicacdes de
produtos hormonais ou outros (BERGFELT et al., 2007).

Rocha- Filho et al. (2004) realizaram um estudo com o objetivo de
comparar 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). Nao houve diferenca significativa, sugerindo que ambos os
tipos de P, séo eficazes para a preparacao de receptoras aciclicas. Além disso,
nao foi observada diferenca na taxa de gestacdo entre as éguas ciclicas
(75,0%) e éguas aciclicas de ambos os grupos tratadas com P, (75,9%),
demonstrando sucesso no protocolo utilizado e corroborando os achados de
Bringel et al (2003), que relataram a concentracéo circulante de P, compativel
com os niveis da fase latea (3,41 a 4,33 ng/mL), apés a aplicacdo de 1500mg
de P4 de longa acdo (LA) a cada 7 dias em éguas com nenhuma fonte
endogena de P,.

Pinna et al (2007) fizeram um comparativo, utilizando éguas ciclicas e
éguas aciclicas suplementadas com P, LA chegando a bons indices de
prenhez com, 49% e 54,6% respectivamente.

Greco et al (2012) demonstraram que receptoras aciclicas, tratadas com P4
LA, e ciclicas apresentaram taxas de gestacdo e mortalidade embrionaria
semelhantes, e que o intervalo entre o inicio do tratamento e a TE néo afetou a
prenhez em sua metodologia. A TE foi realizada entre o terceiro e nono dia
apos ovulagdo nas éguas ciclicas e entre o terceiro e sexto dia ap0s aplicacédo
da P4 nas aciclicas. Das 458 éguas que ficaram prenhas, 139 eram aciclicas
(139/241) e 319 ciclicas (319/723), sendo que as taxas de prenhez foram
57,6% e 44,5% respectivamente. As taxas de mortalidade embrionaria foram
9,72% nas ciclicas e 11,51% nas aciclicas. Dessa forma, os autores concluiram
gue tratamentos hormonais em éguas aciclicas permitem, além de
disponibilizar um numero superior de éguas para TE, taxas de prenhez
semelhantes e uma maior taxa de mortalidade.

Kask et al. (1997) constataram que os procedimentos de TE transcervicais

poderiam reduzir as concentracdes plasmaticas de progesterona. Reducdes
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semelhantes foram observadas também por Handler et al. (2003), quando as
éguas em diestro foram submetidas a dilatagéo cervical.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Comparar a fixacdo do embrido e a manutencdo da gestacdo entre éguas
receptoras aciclicas, tratadas com altrenogest a uma dose de 180mg (3ml) com

éguas receptoras ciclicas néo tratadas.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar e comparar o desenvolvimento da vesicula embrionéria entre
éguas receptoras aciclicas tratadas com altrenogest e receptoras ciclicas néo

tratadas.

o Verificar e comparar o aparecimento de corpos Iuteos suplementares em
éguas receptoras aciclicas tratadas com altrenogest (anestro e transicdo) e

éguas receptoras ciclicas nao tratadas.
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar e comparar o
estabelecimento e a manutencdo de gestacdo entre éguas receptoras aciclicas
tratadas com altrenogest injetavel e éguas receptoras ciclicas como grupo
controle, correlacionando os achados com a formacdo dos corpos lateos
suplementares (CLS), tonicidade do utero no momento da transferéncia, e o
crescimento da vesicula embrionaria. Foram realizadas 155 transferéncias de
embrido, divididas aleatoriamente em dois grupos: Ciclicas, composto por
eéguas receptoras ciclicas ndo tratadas e grupo Altrenogest, composto por
eéguas receptoras aciclicas subdivididas em anestro ou transicdo, tratadas com
altrenogest injetdvel a uma dose de 180mg (3 ml). O tratamento com
altrenogest foi iniciado 48 horas apés a administracdo de 173 estradiol (dose

Unica) e aplicado a cada sete dias até os 90 dias de prenhez nas éguas que
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apresentaram diagnostico positivo aos 15 dias de idade do embrido. A
ultrassonografia transretal foi utilizada para diagnosticar e monitorar agestacao,
avaliar o grau de tonicidade uterina e detectar a formacédo dos CLS a partir dos
30 dias de gestacao e avaliar a expansao da vesicula embrionéaria entre os dias
15 e 45 de gestacdo. Nao houve diferenca significativa para a taxa de prenhez
aos 15 dias (P=0,08) entre o grupo Ciclicas 59% (44/74) e grupo Altrenogest
46% (37/81), ao igual que aos 90 dias de prenhez 49% (36/74) e 41% (33/81)
respectivamente. Além disso, ndo foram encontradas diferencas (P>0,05) para
perda embrionaria entre os grupos altrenogest (11%; 4/37) e o grupo ciclicas
(18%; 8/44). A formacao dos CLS foi identificada em todas as éguas do grupo
ciclicas, ao redor dos 40 dias de gestacdo. No entanto, nas éguas do grupo
altrenogest s6 foram evidenciados nove CLS em um total de 37 animais,
observando-se diferenca entre os grupos (P=0,002). N&o foi verificada
diferenca estatistica no crescimento da vesicula embrionaria entre os grupos
(P>0,05), ao igual que na avaliacdo do tbnus uterino. Em conclusao, sugere-se
gue a utilizacdo de éguas receptoras aciclicas, em anestro ou transicao,
suplementadas com altrenogest injetavel até os 90 dias de prenhez € uma boa
alternativa para o estabelecimento e manutencao da gestacéo.

Palavras chaves: receptoras aciclicas, transferéncia de embribes,

progestagenos.
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Abstract.

The present study aimed to evaluate and compare pregnancy establishment
and maintenance between non-cyclic altrenogest treated recipient mares and
cyclic non-treated recipients, correlating the findings with supplementary
corpora lutea (SCL), tonicity of the uterus at the time of transfer and formation
and expansion of the embryonic vesicle. For this purpose, 155 embryo
transfers, which were randomly assigned to one of the following groups: Cyclic
group, consisting of cyclic non-treated recipient mares or Altrenogest group,
consisting of non-cyclic recipient mares treated with injectable altrenogest.
Altrenogest treatment was initiated 48 hours after the administration of
oestradiol 17R (single dose), the treatment was administered on seven days
intervals until 90 days of pregnancy in mares with positive pregnancy diagnosis
on day 15. Transrectal ultrassonography was used for pregnancy diagnosis and
monitoring, assessing the degree of uterine tone and for detection of the SCL
formation from 30 days of gestation and for embryonic vesicle expansion
monitoring from 15 to 45 days. There was no statistical difference for pregnancy
rate at 15 days of gestation (p=0.08) between Cyclic group 59% (44/74) and
Altrenogest group 46% (37/81) equal to that at 90 days of pregnancy 49%
(36/74) and 41% (33/81) respectively. In addition, no statistical differences were
observed for embryonic loss (P>0.05) between Altrenogest (11%; 4/37) and
Cyclic (18%; 8/44) groups. The SCL were detected in all mares from Cyclic
group, approximately at 40 days of gestation. However, only nine SCL were
detected out of 37 mares from Altrenogest group, noting that statistical
difference was observed between groups (p=0.002). There was no statistical
difference between groups for embryonic vesicle expansion (p>0.05). In
conclusion, we suggest that the use of non-cyclic recipient mares, either in
anestrus or transition phase, treated with injectable altrenogest until 90 days of

pregnancy is a good alternative to establish and maintain gestation.

INDEX TERMS: non-cyclic recipients, embryo transfer and progestagens
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1. INTRODUCAO

As Dbiotécnicas reprodutivas desenvolvidas em equinos Vvém
possibilitando o maior crescimento do setor, por meio do ganho na eficiéncia
reprodutiva e no incremento do melhoramento genético, favorecendo o
aprimoramento das racas e de seus cruzamento [1].

A transferéncia de embribes (TE), uma das principais biotécnicas
utilizadas na equideocultura ndo é complexa, porém a maior dificuldade esta no
gerenciamento de alguns fatores que afetam o sucesso da taxa de prenhez,
como: manejo da égua doadora, qualidade e sincronizacdo da égua receptora
e habilidade do veterinario com a técnica de transferéncia [2].

A qualidade das receptoras € de suma importancia nos programas de
TE, pois sao elas que fazem o reconhecimento do embrido e fornecem as
condicdes uterinas necessarias ao seu desenvolvimento [3]. Tanto a qualidade
como a disponibilidade das receptoras durante a estacdo reprodutiva é
limitante, devido a dificuldade na sincronizacdo da doadora com a receptora [4]
e, também, pelo fato de que muitas delas se encontram em anestro estacional
ou anestro profundo.

O anestro ou néo ciclicidade das éguas deve-se a seu comportamento
poliéstrico estacional [1, 5, 6, 7], composto por duas estacdes: ovulatoria e
anovulatéria; na primeira que acontece na primavera e verdo, a medida que
aumenta a duracdo de horas-luz (fotoperiodo) aumenta a taxa de ovulacéo,
pelo aumento na secrecdo de GnRH estimulada pela diminuicdo da melatonina
[8, 9], porém, na estacdo anovulatoria (outono e inverno) quando o fotoperiodo
diminui, precede-se a uma baixa incidéncia nas ovulacdes [8, 9], devido a uma
reducdo na producdo de LH da pituitaria e de GnRH do hipotalamica [10].

Com o intuito de aumentar a produtividade, utilizacdo e disponibilidade
de receptoras ao longo do ano, utilizam-se métodos que permitem o
estabelecimento e manutencdo da gestacdo em éguas aciclicas por meio da
administracdo de protocolos hormonais utilizando estrogenos e progestagenos
[4].

Diversos estudos confirmam a eficacia destes protocolos, observando
taxas de gestacdo similares as de receptoras ciclicas [4, 11, 12, 13, 14, 15].
Contudo, até a data ndo foram encontrdos artigos publicados avaliando o uso

do altrenogest injetavel (progestageno sintético) em éguas receptoras aciclicas.
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O uso do altrenogest injetavel € uma alternativa vantajosa em relacao ao
altrenogest oral, uma vez que nao ha necessidade de realizar aplicacdes
diarias do horménio. Além disso, apresenta vantagem em relacdo a
progesterona injetavel de longa acdo, pois ndo ha necessidade de se
administrar grande volume do hormonio, o que aumenta a chance do
desenvolvimento de reacdes inflamatdrias no local de aplicacao.

Neste contexto, o trabalho pretende avaliar o uso de altrenogest injetavel
a cada sete dias, com uma dose de 180 mg em 3mL nas éguas receptoras
aciclicas para a manutencdo da gestacdo, tendo por objetivo avaliar e
comparar 0 estabelecimento e a manutencdo da gestacdo em éguas
receptoras aciclicas (anestro e transicionais) tratadas com progestageno
sintético altrenogest até os 90 dias de gestacdo e éguas receptoras ciclicas
nao tratadas, bem como avaliar e comparar a formagcdo de CLS, tonicidade
uterina ao momento da TE e o desenvolvimento da vesicula embrionaria nos

grupos estudados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais

Foram realizadas 155 transferéncias de embribes, em éguas receptoras
mesticas, com idade entre quatro e 10 anos, com peso corporal de 350 a 450
kg. Os animais foram alimentados com dieta balanceada a base de feno de
tifton (Cynodon nlemfuensis), pasto de capim mombaca (Panicum maximum),
cana de acUcar picada, racdo balanceada, suplementagdo mineral e agua ad
libitum. O trabalho foi desenvolvido entre julho 2011 e dezembro 2013 na
chacara “Recanto das Trés Meninas” localizada no municipio de Botucatu, SP.
Brasil. (Latitude 22°53’S, longitude, 48°26’S e altitude aproximada 804 metros).
O estudo foi aprovado pela comisséo de ética UNESP, Botucatu, sob protocolo
n°® 185/2013-CEUA.

Foram utilizadas 81 éguas receptoras aciclicas, em anestro ou transicédo
que constituiram o0 grupo Altrenogest e 74 éguas receptoras ciclicas
constituindo o grupo ciclicas. As éguas foram avaliadas por palpacéo transretal
e usando ultrassom modo-B (Mindray®, DP-3300Vet) com transdutor linear de

5-7 MHz de frequéncia, as receptoras do grupo Altrenogest, foram divididas em
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dois subgrupos: aquelas que apresentaram foliculos com diametro menor que
15 mm e auséncia de CL foram classificadas como éguas em anestro, e as que
apresentaram foliculos entre 15 a 25 mm e auséncia de CL, indicando a nao
ocorréncia da primeira ovulacdo da estacdo, foram classificadas como éguas
em transicdo. As éguas ciclicas foram aquelas que apresentaram ciclos estrais

regulares com presenca de foliculo ovulatério ou CL.

2.2 Manejo da Doadora

As éguas doadoras foram avaliadas diariamente por ultrassonografia e
apos a identificacdo de edema uterino e foliculo = de 35 mm, a ovulacao foi
induzida com aplicacdo de 1 mg de acetato de deslorelina® (IM) (BioRelease,
BET Laboratories, Rio de Janeiro, Brasil) Vinte e quatro horas apés a inducdo
de ovulacdo foi realizada a inseminacéo artificial com uma dose de 1 x 10°

espermatozoides viaveis.

2.3 Coleta e manipulacao de embrides

A coleta dos embrides foi realizada segundo procedimento descrito por
Squires et al. [16]. Os embrides foram coletados no oitavo dia pos-ovulagdo da
doadora por meio de lavagem uterina. Apos a lavagem o embrido foi mantido
em meio Holding Botu-Embryo® (Botupharma-Botucatu, Brasil). A classificacao
dos embrides foi realizada baseada no trabalho de McKinnon e Squires [17],
conforme seu estagio de desenvolvimento e qualidade. Somente embrides

considerados excelentes ou bons foram transferidos.

2.4 Protocolos utilizados para sincronizagéo das receptoras

No dia da ovulacdo da doadora as éguas do grupo Altrenogest
receberam uma aplicagdo de 20 mg de 178 Estradiol Intramuscular (im), 48
horas apds foi verificada e classificada a presenca de edema uterino numa
escala de (0-3), sendo 0 sem edema e 3 presenca de edema marcante. Nos
animais que apresentaram edema uterino 2 ou 3 aplicou se 180 mg de
Altrenogest IM (3mL) (Botupharma-Botucatu, Brasil).

No dia da ovulacdo da doadora as éguas do grupo Ciclicas, que
apresentavam um foliculo com didmetro entre 33 e 38 mm e presenca de

edema uterino 2 ou 3, receberam a aplicacdo de 1 mg de acetato de
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deslorelina® (BioRelease, BET Laboratories, Rio de Janeiro, Brasil) (im), 48
horas apOs a aplicacdo foi detectada por ultrassonografia a ovulacdo ou a

formacéo de um CL, sendo essas éguas consideradas aptas para a TE.

2.5 Transferéncia de Embrides

A TE foi realizada no sexto dia apos a aplicacdo do Altrenogest, ou sexto
dia apds a ovulacdo da receptora. Antes da TE as receptoras foram avaliadas
guanto ao escore do ténus uterino (UT- 0 a 3), sendo 0O tdbnus ausente e 3
tensdo uterina intensa e também em relacdo a imagem ultrassonogréfica da
ecogenisidade uterina (US- 0 a 3), sendo 0 imagem heterogénea com presenca
de linhas de edema uterino e 3 Gtero com imagem homogénea isenta de linhas
caracteristicas do edema. A TE foi realizada pela transposicao da cérvix, por
médio do método ndo cirdrgico [16]. Imediatamente apds a TE os animais do
grupo altrenogest receberam outra aplicacdo de 180 mg (IM) de altrenogest.

2.6 Diagndéstico e monitoramento da gestacéao

Sete dias ap6s a TE foi efetuado o exame ultrassonogréfico para
confirmacédo da gestacdo, as éguas com diagndéstico de prenhez positivo do
grupo Altrenogest receberam uma nova aplicacdo de 180 mg (im) de
altrenogest, seguido da administragcdo semanal do horménio até os 90 dias de
prenhez.

O diagnostico de gestacao positivo foi dividido no estudo para melhor
entendimento em: prenhez aos 15 dias e prenhez aos 90 dias, devido as
perdas embrionarias que foram entre os dias 15 e 60 de gestacao.

O diametro da vesicula embrionaria foi determinado pela medida do
comprimento e altura, e a média das duas medicfes foi calculada como o
tamanho da vesicula embrionaria, foi feito acompanhamento a partir do dia 15
(idade do embrido) e continuado a cada cinco dias até o dia 45 de gestacdo
(dias 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45). O surgimento dos CLS foi monitorado a partir

do dia 30 de gestacédo a cada sete dias até os 90 dias de prenhez.
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2.7 Andlise estatistica.

2.7.1 Andlises estatisticas univariada

As varidveis qualitativas: fase reprodutiva (ciclicas, aciclicas), e
hormdnio, avaliou-se por meio de frequéncia absoluta e relativa, e as
guantitativas: UT, US, CLS e perda embrionaria, por a meia e a mediana com

suas respectivas medidas de dispersao (desvio padrao).

2.7.2 Andlises bivariadas

Para estabelecer associacdo entre a variavel DG (diagnéstico de
gestacdo) e administracdo ou ndo do horménio, utilizou se a prova de
quiqguadrado. Considerou-se associacao se P< 0,05.

Dado que nenhuma das variaveis quantitativas seguia uma distribuicdo
normal de acordo com a prova de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (P >
0,05) utilizou se a prova ndo paramétrica de U de Mann-Whitney para
estabelecer diferencas existentes entre as variaveis UT, US, CLS e perda, de
acordo com a administracdo ou ndo do hormdnio e para as variaveis CLS de
acordo com o estado de anestro ou de transicdo dos animais. Consideraram se

diferencas quando P< 0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 Efeitos dos grupos sobre a taxa de prenhez e manutencao da

gestacao

No total de 155 TE, 81 (52%) foram realizadas no grupo Altrenogest e 74
(48%) no grupo Ciclicas.

Ao comparar o grupo Altrenogest com o grupo Ciclicas, quanto a taxa de
prenhez aos 15 dias foi 46% (37/81) no grupo Altrenogest e 59% (44/74) no
grupo Ciclicas (p=0,08), e aos 90 dias foi 41% e 49% respetivamente (p=0,3).

Durante o acompanhamento da gestacdo oito perdas embrionarias
foram verificadas entre os dias 15 e 30 de gestacédo, sendo seis no grupo
Ciclicas e duas no grupo Altrenogest. Quatro animais apresentaram perda
embrionéria/fetal entre os dias 30 e 60 de gestacdo, sendo duas no grupo
Ciclicas e duas no grupo Altrenogest. Tabela 1.

Tabela 1

Taxa de gestagcdo apls a TE e porcentagem de perda embrionéria nos grupos Altrenogest e
Ciclicas.

Prenhez aos 15 dias Prenhez aos 90 dias Perda embrionéria

Aciclicas*
Anestro 39%(26/67) 37%(25/67) 4%(1/26)
78%(11/14) 57%(8/14) 27%(3/11)
Transicéo
Total** 46%(37/81)* 41%(33/81)* 11%(4/37)%
Ciclicas 59%(44/74)% 49%(36/74)° 18%(8/44)*

*Grupo altrenogest. **éguas anestro/transi¢éo.
a vs. b: Aciclicas—Ciclicas. Letras diferentes na mesma coluna diferem em (P<0,05)

Das 155 transferéncias, 44, tiveram diagndstico de gestacdo negativo,

sendo 60% do grupo altrenogest e 40 % do grupo ciclicas (p=0,90).
3.2 FormacgoOes de CLS

No surgimento dos CLS, foram considerados somente 0s animais que
mantiveram a gestacdo até os 90 dias, sendo assim, no grupo Ciclicas 100%
(36/36) das éguas apresentaram a formacdo das estruturas e, a média de
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surgimento ocorreu aos 38 x + SD dias. Nas receptoras do grupo Altrenogest
observou-se menor indice de formacdo de CLS, 27% (9/33) das éguas
apresentaram formacao de CLS (p=0,002) (tabela 2). Ao subdividir as éguas do
grupo Altrenogest, 6/8 éguas em transicdo e 3/25 em anestro apresentaram a
formagdo dos CLS, em média aos 42,5 dias e 66,3 dias, respectivamente
(p=0,02).

Tabela 2

Porcentagem de formacdo de CLS, média e desvio padrdo em dias para a primeira
observacdo, de receptoras aciclicas em anestro e transi¢éo, e éguas ciclicas prenhez por TE.

Grupos Eguas com CLS Dias para deteccéo
Altrenogest em anestro 12% (3/25) @ 66,3+ 6,5
Altrenogest em transicao 75% (6/8) ° 42,5+ 3,5
Ciclicas 100% (36/36) © 38,3+4,9

2P¢| etras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem em (p<0,05).

3.3 Desenvolvimentos da vesicula embrionéaria/fetal.

Em relacdo ao monitoramento do desenvolvimento da vesicula
embrionéria/fetal durante a gestacéo nos grupos estudados, nao teve diferenca
(p=0,5) nas éguas do grupo Ciclicas em comparacdo com as do grupo
Altrenogest (Figura 1).
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Figura 1

Crescimento da vesicula embrionaria entre os dias 15 e 45 de gestagdo comparando (A) éguas em
anestro e transicao e (B) éguas aciclicas e ciclicas.
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3.4 Avaliagdo de tonus uterino no momento da TE
A avaliacdo do tdnus uterino no momento da TE nos diferentes grupos

ndo apresentou diferenca estatistica para UT (p=0,228) e US (p= 0,261).

4. DISCUSSAO

A necessidade cada vez maior de gestacbes no periodo inicial da
estacdo de monta para obtencdo de produtos “bem nascidos”, que poderéo
levar vantagem quando entrarem em competicdo por estarem mais maduros e
com maior tempo de treinamento fazem com que o uso de receptoras aciclicas
se torne necessario.

Nesse sentido, o conceito sobre os beneficios obtidos ao possibilitar o
emprego de animais aciclicos com receptoras em periodo de transicdo ou
mesmo em anestro reprodutivo, receberem e gestarem um embrido contribui
para o aprimoramento da utilizacdo dos protocolos hormonais na reproducao
equina.

Entretanto, a taxa de prenhez devem apresentar valores satisfatorios
para que tal ferramenta seja mais difundida, nesse sentido, corroborando com
0s achados realizados por Carnavale et al. [11], Bringel et al. [18], Rocha Filho
et al.[12], Testa et al. [19], Scout. [20], Pinna et al. [21], Caiado et al. [22] e
Silva et al. [15], os quais demostraram a eficacia da manutencéo da gestagao
com a aplicacdo de P4 ou progestagenos em éguas receptoras de embrides, 0
presente estudo ndo observou diferencas (p=0,08) entre as éguas do grupo
Altrenogest e ciclicas (59,4% e 45,6%) apresentando taxa adequada que
ratificam seu emprego, além pode se sugerir que as éguas do grupo
altrenogest conseguem ter os niveis de progesterona da fase luteal (3,41 a
4,33 ng/ml) que sédo encontrados em éguas gestantes com nenhuma fonte
endogena de P4 [23].

A incidéncia de morte embrionéaria observada durante o periodo inicial da
gestacdo (entre os dias 15 e 60 pds-ovulacao) neste experimento de 11% nas
éguas do grupo altrenogest e 18% nas ciclicas esta dentro dos parametros
estabelecidos por Vanderwall [24], que relata uma variacao entre 2,6% a 24%.

No estudo realizado por Morris e Allen [25] em que foram monitoradas
1393 éguas da ragca Pura Sangue Inglés observaram que 63% de todas as

falhas nas gestacBes ocorreram no periodo inicial mencionado previamente,
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devido a susceptibilidade do CLP a acdo luteolitica das prostaglandinas
endogenas a partir do 18° dia pos-fertiizagdo, em decorréncia da nova
expressdo dos receptores de ocitocina do endométrio que estavam suprimidos
[26].

Silva et al. [15] demostram que dose diaria de 33 mg de altrenogest VO
consegue manter a gestacdo, do mesmo modo Morris e Burns [27] sugerem
que doses semanais de 225 ou 450 mg de altrenogest LA 150° (Betpharma)
injetavel, sdo compativeis para a manutencado da gestacdo em éguas prenhez
que foram tratadas com prostaglandina. Em nosso trabalho a dose de 180 mg
(3mL) foi determinada devido a ndo ter trabalhos que comprovem dose minima
para o estabelecimento e manutencdo da gestacdo, além de ser uma pratica
muito difundida no campo e com resultados comprovados (comunicacéo
pessoal Dell’aqua Jr)

Segundo Squire et al. [28], Martin et al. [29], Ginther. [9] e Brinsko et
al.[30], os CLS comecam se desenvolver nos ovarios, ao redor de 40 dias de
gestacao. No presente estudo resultados semelhantes foram apresentados nas
€guas ciclicas, no entanto os animais do grupo Altrenogest ndo demostraram
um padréo regular de formacédo de CLS. Este fenbmeno foi descrito também
por Brinsko et al. [30], que observaram auséncia da formacédo dos CLS na
maioria das éguas aciclicas, entretanto a causa deste evento ainda néo foi
determinada.

Em nosso estudo a aplicacdo do horménio foi suspendida aos 90 dias de
prenhez, apresentando perdas embrionarias menores quando comparado com
0 grupo de éguas Ciclicas, correlacionando-se com os estudos de Holtan et al.
[31] e Mckinnon et al.[32], onde sugerem que a unidade feto-placentaria produz
progesterona e outros metabolitos a partir dos 70 dias de gestacao.

A formacédo de CLS nas éguas do grupo Altrenogest foi de 27%, devido
ao pobre desenvolvimento folicular uma vez que a maioria de animais se
encontravam em anestro, contrario ao estudo de Silva et al [15] onde foi
observada a formacéo dos CLS em 88% das éguas aciclicas.

O desenvolvimento embrionario parece nao ter sido afetado pela
suplementacdo com progestadgenos, haja visto que este foi similar entre os
grupos estudados e néo variou nem mesmo quando o protocolo foi instaurado

em éguas com pouca ou ausente atividade ovariana. Corroborando com o
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estudo de Voller et al. [33], onde ndo encontraram efeito da administracédo de
altrenogest sobre o desenvolvimento da vesicula em éguas gestantes mesmo
apos a aplicacdo de PGF2a que promoveu a lutedlise do CL primario.
Adicionalmente, Willman et al. [34] suplementaram receptoras ciclicas com
altrenogest e observaram que também n&o houve efeito sobre o tamanho da
vesicula. Porém é necessério realizar projetos futuros onde sejam classificados
0s animais pela idade ja que este mesmo autor teve diferenca estatistica da
idade com o crescimento, animais mais velhos tem crescimento mais limitado.
Hayes e Ginther [35] afirmaram que para se obter um tbnus uterino de
maxima intensidade (semelhante ao encontrado entre o dia 16° e o 25° dia de
gestacédo), a P, deve estar associada ao estrogénio, além de que os efeitos da
P4 nas caracteristicas morfolégicas do utero sdo predominantes sobre o0s
efeitos do estrogeno [36]. Neste contexto e observado que ndo demostrou-se
diferenca entre os grupos estudados, poderia se afirmar que o protocolo
implementado no grupo de receptora altrenogest foi eficaz, j& que 48 horas
previas a primeira aplicacdo do altrenogest foi administrado uma dose Unica de
17B estradiol, com o objetivo de mimetizar o ciclo estral normal e produzir as
dobras endometriais que sao caracteristicas ultrassonograficas do estro, além
de conseguir apods esta fase (com a aplicacdo do altrenogest) um ténus uterino,

Cuja eco textura € homogénea [37] como se espera no diestro.

5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que as éguas receptoras aciclicas em anestro ou
transicdo, suplementadas com o protocolo empregado no estudo sdao uma
alternativa eficiente para o inicio da estagdo de monta, momento em que
poucos animais se encontram ciclando. Entretanto, a formacao de CLS nesses
animais é alterada sugerindo que a supressado do hormonio deve ser efetuada
somente quando a placenta comecar sua producéo de progestagenos. Porém
evidenciou-se que das receptoras do grupo altrenogest, os animais que se
encontravam em transicAdo ao momento da transferéncia, tem maior

possibilidade de formacéo de CLS.
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Uso de receptoras aciclicas na espécie equina
Utilization of acyclic recipient mares
2

Viviana Helena Vallejo * Jose Antonio Dell’aqua Junior

-REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO
Nos programas de transferéncia de embribes equinos (TE), o aproveitamento das

éguas aciclicas por meio do manejo de progestdgenos exdgenos a tornou mais
produtivo, aumentando o numero de receptoras disponiveis e taxas de prenhez ao longo
do ano, assim como diminuir 0s problemas ocasionados pelo fotoperiodo. A
administracdo tanto de esteroides quanto de progestdgenos é baseada em estudos
realizados durante as Ultimas trés décadas, nos quais se procurou simular o ambiente
fisiolégico do endométrio de éguas prenhes, como a formacdo do edema uterino
provocado pelo estrégeno, que estimula a expressdo de receptores tanto de estrégeno
quanto de progesterona, e 0 aumento do ténus da musculatura lisa e a estimulacdo da
secrecdo histotrofica, provocada pelos progestdgenos. O presente trabalho inclui uma
revisao dos diversos protocolos utilizados nas Ultimas décadas referentes as receptoras
aciclicas.

Palavras chaves: receptoras aciclicas, progestagenos exdgenos, estrogeno,
progesterona.
ABSTRACT
In equine embryo transfer (ET) programs, the use of non-cyclic mares as embryo
recipients by the administration of hormonal protocols, using exogenous estrogens and
progestagens, has made the technique become more productive, increasing the number

of available recipients and pregnancy rates throughout the year and reducing the issues
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caused by the photoperiod. The administration of both estrogens and progestagens in
non-cyclic recipients is based on several studies conducted in the last three decades, in
which the authors attempted to simulate the physiologic environment of the
endometrium of pregnant mares, as the uterine edema induced by estrogens, that also
stimulates the expression of endometrial estrogen and progesterone receptors; and the
increase of uterine tone and histotrophic secretion stimulated by progestagens. The
present study includes a review of the various protocols used in recent decades

regarding the acyclic receptor.

Keywords: non-cyclic recipient mares, exogenous progestagens, estrogens,

progesterone.

INTRODUCAO

A espécie equina foi considerada, por muito tempo, como a de menor fertilidade
entre as espécies domésticas devido as caracteristicas de selecdo e a problemas
relacionados ao manejo reprodutivo (GINTHER, 1992).

O ciclo reprodutivo da égua é influenciado pelo fotoperiodo e a incidéncia de
ovulacgdes varia no decorrer do ano, limitando a utilizagdo reprodutiva. Dessa forma, o
desenvolvimento de novas técnicas reprodutivas como a transferéncia de embrides (TE)
entre outras, vem possibilitando o maior desenvolvimento do setor, através do ganho na
eficiéncia reprodutiva e no incremento do melhoramento genético, favorecendo o
aprimoramento das racas e de seus cruzamentos, colocando a TE entre as principais
biotécnicas utilizadas na equideocultura.

A TE ndo é uma biotécnica complexa, porém a maior dificuldade estd no

gerenciamento de alguns fatores que afetam o sucesso da taxa de prenhez, como:
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manejo da égua doadora, qualidade e sincronizacdo da égua receptora e habilidade com
a técnica da transferéncia (HINRICHS, 2005).

A qualidade das receptoras é de suma importancia, pois sao elas que fazem o
reconhecimento do embrido e fornecem as condicdes necessarias ao Seu
desenvolvimento (FLEURY et al, 2007). Tanto sua qualidade como sua disponibilidade
durante a estacdo reprodutiva converteu-se numa limitante, devido a dificuldade na
sincronizacdo da doadora com a receptora (LANGNEAUX e PALMER 1993) e também
pelo fato de que muitas delas se encontram em anestro estacional ou séo aciclicas.

Devido a todos esses fatores, o0 aproveitamento das éguas aciclicas por meio do
manejo de progestagenos exdgenos torna mais produtiva a TE, pois aumenta as taxas de
prenhez ao longo do ano, diminui os custos excessivos com hormonios utilizados na
tentativa de sincronizar as receptoras com as doadoras, diminui os problemas
ocasionados pelo fotoperiodo, diminui o nimero de palpacdes rectais, aumenta o
aproveitamento de animais aciclicos e sumetidos a ovariectomia, além de consistir
numa técnica de menor custo financeiro (HINRICHS e KENNEY, 1987).

Uso de receptoras aciclicas.

A égua € um animal de comportamento poliéstrico estacional, pois sua cobertura
e 0 nascimento dos potros ocorrem durante 0s meses de primavera e verdo, havendo
uma estreita relacdo entre o aumento da duragdo da luminosidade diaria (fotoperiodo) e
uma ativacdo proporcional dos mecanismos envolvidos na atividade reprodutiva
(GINTHER, 1974; ARRUDA, et al 2001; HAFEZ 2004). O ciclo reprodutivo da égua
pode ser classificado em duas estacbGes: ovulatoria e anovulatoria, as quais Sao
interligadas por periodos denominados transicionais de primavera e outono. Durante a
estacdo ovulatoria, correspondente aos meses do final da primavera e verdo, as éguas

ciclam em intervalos regulares. As taxas de ovulagdo aumentam na primavera,
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paralelamente ao aumento do fotoperiodo, com incidéncias maximas durante o verdo.
Ja a estacdo anovulatdria ocorre geralmente durante o outono e inverno, quando a
diminuicdo da duracdo de horas-luz precede a baixa incidéncia de ovulacGes (BAKER
& KENNEY, 1980; GINTHER, 1992). Nesta fase as éguas permanecem em anestro,
com pouca ou nenhuma atividade folicular detectavel pela palpacédo retal, com ovarios
pequenos, 0s quais sdo consequéncia da queda estacional da estimulacdo gonadotrofica,
0 que por sua vez sugere uma producao estrogénica minima (SHARP, 1980; HAFEZ,
2004).

A estacdo reprodutiva pode ser alterada experimentalmente através de luz
artificial, técnica bastante utilizada no Brasil em éguas doadoras. Porém, tendo em conta
que para cada égua doadora sdo necessarias trés éguas receptoras, 0 uso dessa técnica
fica prejudicado pelos altos custos de manutencdo das receptoras, bem como pelos
resultados inconsistentes (GINTHER, 1992).

Na manutengdo da gestacdo o hormdnio responsavel € a progesterona, a qual é
produzida pelo corpo lGteo primério (no inicio da gestacdo). Além dela, existe a
participacdo dos corpos luteos secundarios (entre 33 e 66 dias) e da placenta, a partir do
100° a0 120° dia da gestacdo. Sendo assim nas Ultimas duas décadas, diversos trabalhos
vém demonstrando que a utilizacdo de éguas aciclicas como receptoras de embrides,
submetidas a tratamento com estrogenos e posteriormente com progestagenos exogenos,
conseguem manter as gestacdes, favorecendo os indices de taxa de prenhez apds a
transferéncia de embrides (HAFEZ, 2004).

Selecdo da égua receptora.

Segundo Vanderwall (2001) a selecdo da receptora é um fator determinante para

0 éxito do programa de TE. A receptora deve ter uma boa fertilidade, um 6timo escore,

idade entre 4 e 10 anos, bom desenvolvimento mamario (SQUIRES et al., 1999), bem
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como ser livre de anormalidades uterinas e ovarianas (VANDERWALL & WOODS,
2007).

E necessario que ao menos duas receptoras estejam disponiveis para cada
doadora. Isso permite uma escolha, no momento da TE, da égua que se encontra em
melhor condicdo reprodutiva para receber o embrido (MCKINNON & SQUIRES,
2007). As receptoras devem ter pouca ou nenhuma atividade folicular detectavel pela
palpacdo retal, ovarios pequenos (consequentes da queda estacional da estimulacdo
gonadotréfica) e utero sem influéncia de estrégeno e também sem contedo anormal
(SHARP, 1980; HAFEZ, 2004). Na palpacdo ultrassonografica transretal, deve-se
confirmar o status reprodutivo das éguas ndo ciclantes. Nesse caso, se observa multiplos
foliculos pequenos ou foliculos menores de 15-20 mm, auséncia de corpo luteo no
ovario e Utero livre de cistos e conte(do anormal (SHARP, 1980; HAFEZ, 2004).
Protocolos hormonais em receptoras aciclicas.

Diversas pesquisas Vém sendo descritas, nas ultimas trés décadas, envolvendo a
administracdo de esterdides hormonais (estrogenos e progestdgenos). Esses estudos tém
por objetivo a obtencdo das mesmas mudangas fisioldgicas que ocorrem no endométrio
de éguas prenhes, como a formacao do edema uterino inicial (estrogeno), e aumento do
tonus da musculatura lisa e a estimulacdo da secrecdo histotrofica (progestagenos)
(PINTO; VANDERWALL, 2011).

Hinrichs et al., (1985) descreveram como a utilizacdo de progesterona sem
prévia aplicacdo de estrogeno conseguiu manter a prenhez. Foi proposto um protocolo
de sincronizacdo para receptoras ovariectomizadas, administrando 300mg de
progesterona (P4) diariamente, durante 5 dias anteriores a TE. Foram obtidas 3
gestacdes das 7 éguas transferidas. Em estudos subsequentes Hinrichis et al., (1986)

utilizaram éguas ovariectomizadas, com 4 protocolos de sincronizacdo diferentes



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

39

aplicados antes da TE: 22mg de altrenogest uma vez ao dia (SID) durante 5 dias, VO
(via oral); 66mg altrenogest SID durante 6 dias, VO; 300mg de P4 injetavel SID durante
5 dias, e um grupo controle de éguas intactas sincronizadas. As taxas de prenhez obtidas
foram 1/6, 2/6, 2/5 e 13/19, respectivamente. Estes achados mostram que éguas
ovariectomizadas tratadas com altrenogest ou P4, sdo capazes de manter a prenhez apds
a transferéncia do embrido. Hinrichs & Kenney (1987) buscaram identificar a
necessidade de sincronizar a ovulacdo da doadora com o inicio da administracdo de
progestagenos nas receptoras ovariectomizadas. As éguas foram divididas em dois
grupos: o grupo A recebeu 300 mg de progesterona em 6leo SID IM (intramuscular),
iniciando 5 dias antes da transferéncia (TE no dia 7) e no grupo B doses iguais de P4,
porém a partir de 4 dias antes da ovulacdo da doadora, obtendo os seguintes resultados:
grupo A 6/8 e grupo B 1/12, demonstrando a necessidade de sincronia entre doadora e
receptora.

McKinnon et al. (1988) obtiveram taxas de prenhez semelhantes em éguas
intactas comparadas com ovariectomizadas, aplicando estradiol e progestagenos:
Grupol: 1mg SC (subcutaneo) SID de estrogeno até a doadora ovular e no dia da
ovulagdo 300mg de P4 IM SID por 35 dias; Grupo 2: foi aplicado 0 mesmo tratamento
porém o estrogeno manteve-se até o dia 20 ap6s a ovulagdo; Grupo 3: substituiu a P4
por 0,044mg/Kg de altrenogest SID até o dia 35; Grupo 4: grupo controle.

Lagneaux & Palmer (1993) verificaram uma desvantagem significativa no uso
de éguas receptoras ovariectomizadas quando as compararam com éguas em anestro.
Tais desvantagens referem-se a cirurgia irreversivel (com riscos associados), realizada
pelo menos 3 semanas antes de serem utilizadas como receptoras. Além disso, nas éguas
em anestro, é possivel reduzir o periodo de tratamento com altrenogest uma vez acorre a

formacéo dos corpos luteos suplementares, sem prejuizo para as taxas de prenhez, ao
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contréario das éguas ovariectomizadas, nas quais este tratamento deve ser continuo até
por volta do 100° ao 120° dia de gestacdo (MCKINNON et al., 1988).

Carnevale et al. (2000) compararam receptoras ciclicas com transicionais
tratadas com altrenogest 0,044mg/Kg, SID, VO por 5 a 7 dias antes da TE. Neste estudo
ndo houve diferenca significativa entre as taxas de prenhez e morte embrionaria (67,8 vs
55,6% e 14,5 vs 30%, respectivamente).

McKinnon et al. (2000) compararam a habilidade de diferentes preparacdes de
progestagenos oferecidos comercialmente (medroxy progesterone, hydroxyprogesterone
hexanoate, altrenogest, norgestomed e megestrol acetate) em manter a prenhez em
éguas apo6s a inducdo da lutedlise (18° dia do ciclo), tendo percebido que somente as
éguas que receberam altrenogest permaneceram prenhes.

Além dos tratamentos esteroidais diarios consumirem muito tempo, eles sdo
dispendiosos e suas repetidas inje¢fes (intramusculares ou subcutaneas) aumentam o
risco de inflamacdes no local da aplicacéo e, consequentemente, algumas éguas vao se
tornando intolerantes a aplicagcbes hormonais ou de outros produtos (BERGFELT et al.,
2007).

Rocha- Filho et al. (2004) elaboraram um protocolo com o objetivo de comparar
as taxas de gestacdo em receptoras ciclicas e aciclicas suplementadas com duas
administracdes de cipionato de estradiol (10mg IM, SID) e progesterona de curta e
longa acdo. Nao houve diferenca significativa, sugerindo que ambos os tipos de
progesterona séo eficazes para a preparacdo de receptoras aciclicas. Além disso, nédo foi
observada diferenca na taxa de gestacdo entre as eguas ciclicas (75,0%) e éguas
aciclicas tratadas com P4 (75,9%) a cada 7 dias, demonstrando sucesso no protocolo
utilizado e coincidindo com os achados de Bringel et al 2003, os quais relataram que a

concentracdo circulante de progesterona é compativel com os niveis da fase latea (3,41
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a 4,33 ng/ml), apds a aplicacdo de 1500mg de P4 de longa acdo (LA) a cada 7 dias em
éguas com nenhuma fonte enddgena de P4.

Pinna et al (2007) fizeram um comparativo, utilizando éguas ciclicas e éguas
aciclicas suplementadas com P4 LA chegando a bons indices de prenhes com, 49% e
54,6% respectivamente.

Greco et al, 2008, estudaram o efeito da interrupcdo do tratamento com
progesterona em éguas receptoras aciclicas, as quais apresentam a formacéo de corpos
luteos suplementares, buscando minimizar os custos dos tratamentos hormonais. As
avaliagbes foram conduzidas entre os meses de julho e novembro de 2006, quando 0s
animais foram avaliados diariamente através de palpacdo retal e ultra-sonografia. As
receptoras aciclicas foram classificadas como em anestro ou em transicdo (éguas em
transicdo possuiam trés ou mais foliculos > 15mm). Foi administrado nas receptoras
aciclicas 5 a 10mg IM de benzoato de estradiol, em doses decrescentes durante trés dias.
Apbs o tratamento foi observado edema endometrial, e aplicado 1500mg de
progesterona LA IM, semanalmente, até o dia 100 de gestacdo. Uma vez realizado o
diagndstico de gestacdo positivo, as receptoras foram divididas em dois grupos: Grupo
1: composto por 30 éguas aciclicas tratadas com progesterona, sendo 13 em anestro, e
17 em transi¢cdo; Grupo 2: controle, constituido por 40 éguas ciclicas. O
desenvolvimento embrionario e fetal foi avaliado a cada trés dias até o 100° dia de
gestacdo. No surgimento do primeiro corpo luteo acessorio das éguas do grupo 1, o
tratamento com progesterona era interrompido. As taxas de morte embrionaria precoce
anteriores ao 33° dia foram similares nos gruposl (3/30 — 10%) e 2 (6/40 — 15%). Em
66,6% das receptoras do grupol foram identificados corpos IUteos acessorios (18/27).
As éguas em anestro (5/13 — 38,5%) demonstraram menores chances de formar corpos

lUteos acessorios em comparagdo com as em transicdo (13/14 — 92,9%). A formacao dos
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primeiros corpos lateos acessorios foi detectada entre o 33° e 0 66° dias de gestacdo.
Uma das 18 receptoras apresentando corpo liteo acessorio sofreu morte fetal no mesmo
dia de sua identificacdo. Apds a interrupcdo do tratamento com progesterona, 5,3% e
5,9% das éguas dos grupos 1 e 2, respectivamente, apresentaram mortes fetais. Nesse
estudo, houve indicacdo de que receptoras em anestro possuem menores chances de
desenvolverem corpos liteos acessorios, e que estas estruturas sdo capazes de manter
uma gestacdo sem administracGes exdgenas de progesterona em receptoras aciclicas.
Greco et al 2012 demonstraram que as receptoras aciclicas tratadas com
progesterona LA e as ciclicas possuem taxas de gestacdo e mortalidade embrionaria
semelhantes, e que o intervalo entre o inicio do tratamento e a TE ndo afeta a prenhez.
Os animais foram classificados em anestro ou transi¢cdo, tendo ambos 0s grupos
recebido cipionato de estradiol durante 3 dias com dose decrescente (10mg, 6mg e 4 mg
SID). Apos o surgimento do edema foi aplicado 1500mg de progesterona LA, IM no dia
4. A TE foi realizada entre o terceiro e nono dia ap6s ovulagdo nas éguas ciclicas e entre
0 terceiro e sexto dia ap0ds aplicacdo da progesterona nas aciclicas. O diagnostico de
gestacdo foi no 12° dia, tendo sido descartadas as éguas com diagnostico negativo, e
monitoradas semanalmente, através da aplicacdo de progesterona até o 100° dia da
prenhez, as que obtiveram diagndstico positivo. Das 458 éguas que emprenharam, 139
eram aciclicas (139/241) e 319 ciclicas (319/723), sendo que as taxas de prenhez foram
57,6% e 44,5% respectivamente. As taxas de mortalidade embrionaria foram 9,72% nas
ciclicas e 11,51% nas aciclicas. A taxa de prenhez tendo em conta o intervalo entre o
tratamento e a TE foi, P3, 51,2% (20/39); P4, 58% (33/56); P5, 60,5% (46/76) e 58,7%
(41/70), e a taxa de mortalidade foi: 20% (4/20); 12%(4/33); 2,17%(1/46) e 17%(7/41)
respectivamente. Dessa forma, os autores concluiram que tratamentos hormonais em

éguas aciclicas permitem, além de um namero superior de éguas para TE, um aumento
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nas taxas de prenhez e ainda uma diminuicdo nas taxas de mortalidade. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que muitas receptoras podem sofrer lutedlise
prematura durante a TE, devido a manipulacédo cervical. Alem disso Kask et al.
(1997) constataram também que os procedimentos de TE transcervicais podem reduzir
as concentracOes plasmaticas de progesterona. Reduc6es semelhantes foram observadas
por Handler et al. (2003), quando as éguas em diestro foram submetidas a dilatacao
cervical. Mais recentemente, McCue et al. (2008) observaram a ocorréncia de lutedlise
completa em 6,2% das éguas submetidas a TE transcervical. Porém, as concentracdes
plasmaticas de progesterona nas receptoras aciclicas ndo sdo influenciadas pela
manipulacdo cervical, uma vez que sdo dependentes de uma fonte exdgena. Os
diferentes intervalos entre a aplicacdo de tratamento e a TE nas receptoras aciclicas ndo
demonstrou taxas de prenhez diferentes no 12° dia. No entanto, as taxas de mortalidade
embrionaria foram semelhantes apenas em P3, P4 e P6, enquanto em P5 observou-se
menor taxa de mortalidade embrionaria.
CONCLUSAO

Pesquisa voltada a utilizacdo de receptoras aciclicas tem alcancado resultados
encorajadores, resultando no maior desenvolvimento das biotécnicas, difusdo das
mesmas e gerando perspectivas futuras. Porem sdo necessarios mais trabalhos
cientificos que comprovem uma melhor eficacia dos diferentes hormonios, das doses,
dos tempos de uso, das vias de administracdo, dos niveis no sangue, soro ou plasma e
dos efeitos produzidos tanto na receptora quanto no embrido, obtendo como objetivo
final a padronizacédo dos protocolos.
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CONCLUSOES

Pesquisa voltada a utilizacdo de receptoras aciclicas tem alcancado
resultados encorajadores, resultando no maior desenvolvimento das
biotécnicas, difusdo das mesmas e gerando perspectivas futuras.

Eguas receptoras aciclicas em anestro ou transi¢éo, suplementadas com o
protocolo empregado no estudo sdo uma alternativa eficiente para o inicio da
estacdo de monta, momento em que poucos animais se encontram ciclando.
Entretanto, a formacdo de CLS nesses animais € alterada sugerindo que a
supressdo do horménio deve ser efetuada somente quando a placenta
comecar sua producao de progestagenos.

Evidenciou-se que das receptoras do grupo altrenogest, os animais que se
encontravam em transicAdo ao momento da transferéncia, tem maior

possibilidade de formacéo de CLS.
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