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SILVA, E.S.M. Efeito de dois periodos de tratamento com altrenogest
sobre a manutencao da gestacao em éguas receptoras aciclicas. Botucatu,
2012. 77p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Pouco se sabe sobre o perfil de progesterona (P4) sintetizada pelos corpos
liteos suplementares (CLS) e de que forma tais estruturas se relacionam com
a gestacao em receptoras gestantes aciclicas tratadas com progestageno.
Sendo assim, os principais objetivos deste estudo foram avaliar o efeito do
tratamento com altrenogest durante 70 ou 120 dias de gestacdo sobre a
manutencao da gestacdo em receptoras aciclicas e correlacionar os achados
com o numero de CLS, tempo de formagao e concentracdo de P4 encontrada
no momento da interrupgdo do tratamento, visando melhorar a compreenséo
da fisiologia da gestacdo e avaliar a possibilidade de reducédo do tempo da
administracdo de progestagenos em receptoras aciclicas gestantes. Foram
avaliadas 25 éguas, gestantes por transferéncia de embrido (TE) na fase de
anestro, transicdo e durante a estacdo de monta, distribuidas em diferentes
agrupamentos, de acordo com a variavel estudada: tempo de tratamento
hormonal com altrenogest (grupos 70ALT, 120ALT e Controle), periodo de
formacédo dos CLS e perfil de P4 (grupos Anestro, Transicdo e Controle). Os
animais foram avaliados por meio de ultrassonografia e quantificacdo de P4
plasmatica até os 130 dias de gestacdo. Apds interrupgdo hormonal aos 70
dias no grupo 70ALT, observou-se manutencdo de cinco gestacdes e dois
abortamentos. No grupo 120ALT nao ocorreu abortamento apés a interrupgao
do tratamento aos 120 dias de gestagédo. O periodo médio (dias) da primeira
formacdo dos CLS foi similar (p=0,32) nos grupos 70ALT e 120ALT e maior
(p<0,01) que o encontrado no Controle. As médias da primeira formagao dos
CLS foram diferentes (p<0,01) entre os grupos Anestro, Transicao e Controle.
Nas éguas aciclicas a sintese de P4 ocorreu em periodo mais avangado da
gestacao e apresentou menor concentracao ao longo dos 130 dias de gestacao
em relagdo as ciclicas. Sugere-se que a interrupcdo do tratamento com

altrenogest em receptoras gestantes aciclicas aos 70 dias permite a



manutencao da gestacado quando as éguas apresentam formacao de CLS héa
pelo menos 10 dias e aos 120 dias permite a manutencdo em todas as
receptoras, independente da presenga de CLS nos ovarios. Além disso, a
primeira formacdo dos CLS em éguas aciclicas ocorre em periodo mais
avangado da gestacao do que nas ciclicas e quando as aciclicas encontram-se
em anestro no momento da TE a formagdo dos CLS ocorre em periodo
gestacional mais avangado em relagdo aquelas que se tornam gestantes na

fase transicional.

Palavras-chave: corpos lUteos suplementares; éguas aciclicas; progesterona;

tratamento hormonal.



SILVA, E.S.M. Effect of two treatment periods on pregnancy maintenance
in non-cyclic recipient mares. Botucatu, 2012. 77p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

There are few reports about progesterone (P4) synthesis by supplementary
corpora lutea (SCL) and how these structures interfere with gestation in non-
cyclic pregnant recipient mares treated with progestagens. Therefore, the main
objectives of this study were to evaluate the effect of altrenogest treatment
during 70 or 120 days of gestation on pregnancy maintenance in non-cyclic
recipient mares and to correlate these findings with SCL number, formation
period and P4 concentration at the moment of treatment interruption, in order to
improve the understanding of pregnancy physiology and to evaluate the
possibility of progestagens treatment reduction in non-cyclic recipient mares.
Twenty five pregnant mares by embryo transfer (ET) in anestrous, transitional
and ovulatory phase were evaluated and distributed into different groups,
according to the studied variable: altrenogest treatment period (70ALT, 120ALT
and Control groups), SCL formation period and P4 profile (Anestrous, Transition
and Control groups). Mares were evaluated by ultrassonography and
quantification of plasma progesterone until 130 days of gestation. After
hormonal withdrawal on group 70ALT, five pregnancy maintenance and two
abortions were observed at 75 days of gestation. No abortion was noted on
group 120ALT after treatment interruption. The mean period (days) of first SCL
formation was similar (p=0,32) in 70ALT and 120ALT groups and greater
(p<0.01) than Control group. Means of the first SCL formation were different
(p<0.01) among Anestrous, Transition and Control groups. Progesterone
synthesis in non-cyclic mares occurred in more advanced gestational period
and showed lower concentration during the 130 days in relation to cyclic mares.
It is suggested that progestagen treatment interruption in non-cyclic recipient
mares at 70 days of gestation enables pregnancy maintenance when mares
present SCL formation for at least 10 days and at 120 days enables
maintenance in all recipient mares, regardless of the presence of SCL in the

ovaries. In addition, the first SCL formation in non-cyclic mares occurs in more



advanced period of gestation than in cyclic mares and when the acyclic ones
are in anestrous at the moment of ET the SCL formation occurs in more
advanced stage of pregnancy in relation to those that become pregnant at

transitional phase.

Key-words: supplementary corpora lutea; non-cyclic mares; progesterone,

hormonal treatment.



1. INTRODUCAO

Eguas sdo consideradas poliéstricas estacionais e o inicio da estacdo
reprodutiva na primavera depende de diversos fatores fisioldgicos e ambientais,
tais como idade, raga, condicdo corporal e principalmente o fotoperiodo
(GINTHER, 1992; NAGY et al., 2000). A sazonalidade reprodutiva € dividida em
quatro fases, baseada na dinamica folicular: fase de anestro, fase de transicao
de primavera, fase ovulatéria e fase de transicao de outono (GINTHER et al.,
2004).

A baixa oferta de alimentos durante o periodo de transi¢do (inverno-
primavera) e o manejo diferenciado oferecido a doadoras e receptoras, nas
propriedades rurais e centrais de transferéncia de embrides, faz com que
éguas doadoras iniciem a atividade ciclica mais cedo no ano enquanto as
receptoras permanecem em anestro. Desta forma, existe um reduzido numero
de receptoras ciclicas disponiveis nesta fase que, para algumas associagdes
de criadores de equinos, sdo extremamente desejaveis nos programas de
transferéncia de embrides (TE) (ROCHA FILHO et al., 2004).

Com o intuito de aumentar a produtividade das doadoras ao longo do
ano, utilizam-se métodos para antecipar a ciclicidade das receptoras, como a
utilizacdo de luz artificial (FREEDMAN et al., 1979; NAGY et al., 2000) e
métodos que permitem o estabelecimento da gestagédo em éguas aciclicas, por
meio da administracdo de protocolos hormonais. Diversos estudos confirmam a
eficacia de protocolos que utilizam estrogeno e progesterona para o preparo e
manutencdo de éguas aciclicas como receptoras em programas de
transferéncia de embrides (LAGNEAUX E PALMER, 1993; CARNEVALE et al.,
2000, ROCHA FILHO et al., 2004). A disponibilidade destes horménios
(naturais ou sintéticos) possibilita a inducdo de mudangcas endometriais
similares as que ocorrem nas éguas que se tornam naturalmente gestantes
(PINTO, 2011), como a formagdo do edema uterino, causado pelo estrégeno
durante o estro e posteriormente o aumento do ténus e estimulo a secrecao
histiotréfica, provocados pelos progestagenos (VANDERWALL, 2011).

Sabe-se que, em éguas ciclicas gestantes, a progesterona tem
inicialmente origem ovariana, sendo secretada pelo corpo luteo primario (CLP)
e, a partir dos 36-40 dias de gestagao, pelo conjunto CLP e corpos luteos



suplementares (CLS). Aproximadamente aos 180 dias de gestagdo ndo ha
mais producao de progesterona pelos corpos luteos da égua e a unidade feto-
placentaria, embora ja contribuindo com a produgdo de progestagenos no
periodo anterior a regressao dos CLS, assume a produgéo até a fase final da
gestacdo. (GINTHER, 1992).

Atualmente, nos protocolos hormonais utilizados em éguas aciclicas,
faz-se uso da suplementacdo com progestagenos até aproximadamente 100 a
120 dias de gestacdo, para assegurar concentracdes adequados de
progesterona até o completo desenvolvimento feto-placentario. Considerando o
desenvolvimento dos CLS a partir de 36-40 dias de gestacdo e que estes sdo
responsaveis pela producdo suplementar de progesterona até que a gestacao
torne-se placentario-dependente, €é provavel que o tratamento com
progestageno exdgeno possa ser interrompido mais precocemente durante a
gestacao.

Este trabalho relata a ocorréncia de perda ou manutengédo gestacional
ap6s a interrupgdo do tratamento com altrenogest, em éguas receptoras
aciclicas, aos 70 e 120 dias de gestacao, correlacionando os achados com o
namero de CLS, tempo de formagdo e a concentracdo de progesterona
encontrada no momento da interrupcao. Descreve também o perfil plasmatico
de progesterona enddgena pods-desenvolvimento de corpos lateos
suplementares de éguas gestantes sem corpos luteos primérios. Os resultados
sao de grande importancia para melhor compreenséao da fisiologia da gestacao
e, consequentemente, para avaliar a possibilidade de reducdo do tempo da
administragdo de protocolos hormonais em receptoras aciclicas em programas

de transferéncia de embrides.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos relacionados a sazonalidade reprodutiva da égua

A égua apresenta um comportamento reprodutivo poliéstrico estacional e
o inicio da estagao ovulatéria, caracterizada pela primeira ovulagdo do ano,
ocorre na primavera, com o fotoperiodo em ascensdo. A atividade folicular
maxima coincide com alta luminosidade diaria, enquanto que a baixa atividade
ocorre em periodos de baixa luminosidade (FREEDMAN et al., 1979). Além do
fotoperiodo, diversos fatores fisioldgicos e ambientais, tais como idade, raca e
condicao corporal interferem na atividade reprodutiva em éguas (GINTHER,
1992).

Varios autores ja observaram que a nutricdo esta relacionada com o
inicio da atividade ovulatéria (VAN NIEKERK E VAN HEERDEN, 1972;
GINTHER, 1974; McDANIEL et al., 1979; HENNEKE et al., 1984; KUBIAK et
al., 1987). Algumas éguas ovulam durante todo o ano (KOSKINEN E KATILA,
1991; GENTRY et al., 2002) e nos animais que apresentam este tipo de
comportamento observa-se maior porcentagem de gordura corporal que
naqueles que entram em fase de anestro (FITZGERALD E McMANUS, 2000).
A partir destas observacbes sugeriu-se que o0 peso corporal, a reserva de
gordura e a disponibilidade de alimentos sdo importantes fatores que afetam a
duracéao do periodo reprodutivo e que a nutricdo pode ser um fator que interage
com o fotoperiodo para determinar o inicio e duragao da atividade e inatividade
ovariana em éguas (SALAZAR-ORTIS et al. 2011).

Durante o periodo de transigao (inverno-primavera), ha uma baixa oferta
de alimentos para os animais (MORROWS E BURNS, 2007). Além disso, neste
periodo as éguas apresentam aumento na atividade folicular sem a ocorréncia
de ovulacao (GINTHER, 1974). Estas condi¢des favorecem a existéncia de um
reduzido numero de éguas ciclicas disponiveis e a utilizagdo de receptoras
aciclicas nesta fase é extremamente desejavel nos programas de TE (ROCHA
FILHO, 2004).

Algumas associagdes de criadores de cavalos estabeleceram uma data
oficial de nascimentos para potros, o ano hipico (1° de janeiro no hemisfério

norte e 1°de julho no hemisfério sul), resultando na mesma idade oficial para



todos os potros nascidos numa mesma estacao (GINTHER, 1992). Isso resulta
numa pressao econémica para que os potros nasgam o mais proximo possivel
do inicio do ano hipico, para que obtenham vantagem sobre os demais que
venham a nascer mais tardiamente na estacao (NAGY et al., 2000). Os animais
nascidos préximo ao inicio do ano hipico possuem melhor desempenho nas
modalidades esportivas que os nascidos num periodo mais tardio (LANGLOIS
E BLOUIN, 1996). Esta data tem estimulado os pesquisadores a
desenvolverem métodos que antecipem a ciclicidade das éguas (NAGY et al.,
2000) e que permitam a utilizagdo de receptoras aciclicas em programas de
transferéncia de embrides.

No periodo de anestro e transicao, a utilizacdo da hormonioterapia com
estrégenos e progestagenos tem possibilitado a indugéo de ciclos artificiais em
éguas aciclicas. O tratamento hormonal tem permitido um maior
aproveitamento dos animais que apresentam limitacbes impostas pela
sazonalidade reprodutiva (FARIA E GRADELA, 2010).

2.2 Sintese de progesterona durante a gestacao em éguas

A progesterona (P4) € o horménio fundamental para a manutencao da
prenhez (ALLEN, 2001a; HAFEZ, 2004). Todos os animais domésticos
necessitam da constante sintese de P4 e de seus ativos metabdlicos
biol6égicos, como as 5a - dihidroprogesteronas (5aDHP), para manter
adequado ambiente uterino para o desenvolvimento do feto. Diferentemente da
cabra, porca, vaca e cadela, que apresentam a producgéao total de progesterona
da gestacdo a partir do prolongamento da funcionalidade do corpo luteo, a
égua necessita de quatro componentes que se combinam para gerar a
producdo total de progesterona e progestagenos (Ex: 5a-pregnonas)
necessarios a manutencao da gestacao, sendo estes o corpo luteo primario,
0s corpos luteos suplementares, o alantocério e as glandulas adrenais do feto
(ALLEN, 2001a).

Para o objetivo desta revisdo, o alantocério e as glandulas adrenais do
feto serdo tratadas em conjunto como a terceira fonte de progesterona e

progestagenos, denominada unidade feto-placentaria.



2.2.1. Corpo luteo primario

O corpo lateo primario € aquele formado logo ap6s a ovulagdo cujo
ovécito liberado pelo foliculo levou a formagdo do concepto. Em éguas
gestantes o CLP persiste além da sua vida ciclica normal de 14-16 dias devido
ao reconhecimento materno da gestacao, periodo no qual o embrido secreta
fatores luteostaticos para permitir a continuidade da gestacdo (GINTHER,
1992; ALLEN, 2001b). Tendo resistido ao processo da lutedlise durante os dias
14-16 pés-ovulagdo, o CLP persiste nos ovarios, mas as concentragcoes de
progesterona decrescem gradativamente durante os proximos 20 dias ou mais
(ALLEN, 2001b).

Células da cinta coribnica invadem o epitélio uterino adjacente e, ao
redor dos 35 dias de gestacdo, se diferenciam para formar os calices
endometriais, responsaveis pela secrecao da gonadotrofina coriénica equina
(eCQG) (Allen et al., 1973). A eCG induz o estimulo necesséario a manutengao do
corpo luteo primario (GINTHER, 1992; DAELS et al.,, 1998). Ginther e First
(1971), Squires et al. (1974a) e Squires et al. (1974b), ao comparar o tempo de
funcionalidade do CLP em éguas prenhes e histerectomizadas, sugeriram que
a vida util do CLP é prolongada pela acao luteotrépica da eCG. Além disso,
Bergfelt et al. (1989) encontraram elevacdo de progesterona sérica
concomitante ao inicio da sintese da eCG, antes da formacao dos corpos
lteos suplementares e Ginther (1992) observou, por meio do exame
ultrassonografico, aumento no tamanho do CLP apds o 35° dia de gestagao.
Portanto, acredita-se que a eCG, além de levar a formagédo dos CLS, também
regule a esteroidogénese do CLP (DAELS et al., 1998). A esta nova secregao
de P4 e ao novo estimulo de crescimento utiliza-se o termo ressurgimento do
corpo luteo primario (GINTHER, 1992).

2.2.2. Corpos luteos suplementares

A eCG é observada em amostras de sangue de éguas gestantes em
torno de 37 a 41 dias, aumentando rapidamente para niveis elevados ao redor
dos 60-80 dias, quando entdo decresce lentamente para niveis baixos ou nao
detectaveis por volta dos 120 a 160 dias (COLE E HART, 1930; BRINSKO et
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al.,, 2011). AeCG possui capacidade de expressar atividade biol6gica tanto de
FSH (horménio foliculo estimulante) quanto de LH (hormdnio luteinizante), em
uma fragéo de 1.4:1, no entanto, a fragdo FSH possui baixa capacidade de se
ligar aos receptores gonadais dos préprios equinos (STEWART et al., 1979).

No inicio da gestacdo, os ovarios maternos apresentam ondas de
crescimento folicular, assim como no ciclo estral, que sdo estimuladas pela
continua secrecao de FSH pela pituitaria (EVANS E IRVINE, 1975; URWIN E
ALLEN, 1982). No entanto, nenhum destes foliculos amadurece e ovula em
funcdo do efeito negativo da progesterona sobre a secregdo de LH pela
pituitaria (ALLEN, 2001a). A partir dos 38 a 40 dias de gestacdo, com o inicio
da secrecao do eCG pelos calices endometriais recentemente formados, os
corpos luteos suplementares sao formados por meio da ovulagdo ou
luteinizagdo dos foliculos mais avangados das ondas foliculares, devido a
fracdo LH da eCG (STEWART et al., 1976).

A luteinizagdo dos foliculos anovulatérios origina os corpos luteos
acessorios e a ovulacao dos foliculos os corpos luteos secundarios. O conjunto
dos corpos luteos acessoérios e corpos luteos secundarios recebe a
denominagéo de corpos luteos suplementares (GINTHER, 1992; BRINSKO et
al., 2011). A progesterona secretada pelos CLS complementa a P4 sintetizada
pelo CLP e juntos mantém a gestagdao nos primeiros cinco meses de prenhez
(BRINSKO et al., 2011). Todos os corpos luteos, tanto o primario quanto os
suplementares, degeneram por volta dos 150-200 dias de gestacao (SQUIRES
et al. 1974c; MARTIN et al., 1989; GINTHER, 1992; ALLEN, 2001b; BRINSKO
etal, 2011).

2.2.3. Unidade feto-placentaria

Durante o periodo de expansao do alantocério, entre os dias 40 e 120 de
gestacao, as células trofoblasticas adquirem capacidade de sintetizar diversos
horménios (ALLEN, 2001a). Dentre eles, destaca-se a progesterona e os
metabolitos 5aDHP e 20a-hidroxi-5a-pregnane-3-ona, observados ao redor dos
70 dias de gestacdo, sendo produzidos pela utilizacdo exclusiva de fontes
maternas de colesterol (HOLTAN et al., 1979).
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Desta forma, entre os dias 70 e 150 de gestacdo, as concentracbes de
progesterona e progestagenos encontrados no plasma representam uma
mistura de P4 secretada pelos corpos luteos primario e suplementares em
processo de declinio e pelos progestdgenos da placenta secretados pelo
alantocério em crescimento (ALLEN, 2001a).

Nas Ultimas 4 a 6 semanas de gestacdo, as glandulas adrenais em
crescimento e em processo de maturacdo do feto secretam quantidades
crescentes de pregnenolona, a qual é convertida a progestageno pelo
alantocério (THORBURN, 1993).

2.3 Protocolos de progestagenos utilizados em éguas receptoras aciclicas

O termo “progestagenos” se refere ao grupo dos esterdides naturais ou
sintéticos com efeito similar ao da progesterona (PINTO, 2011). Os
progestagenos sao aplicados em programas de transferéncia de embrides em
equinos a fim de se manter a gestagcdo em receptoras aciclicas (HINRICHS et
al., 1986; MCKINNON et al, 1988; LAGNEAUX e PALMER, 1993;
CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO et al., 2004; GRECO et al., 2008).

A disponibilidade de produtos progestacionais (naturais ou sintéticos)
possibilita a inducdo de mudancas endometriais similares as que ocorrem nas
éguas naturalmente gestantes, viabilizando assim o uso de éguas aciclicas
como receptoras de embrides (PINTO, 2011). Primeiramente administra-se
estrégeno antes da administracdo de progesterona. O estrégeno simula a
condicdo hormonal de estro e estimula a expressdo de receptores para
progesterona (ZAVY et al.,, 1979; WATSON et al., 1992; McDOWELL et al.,
1999; AUPPERLE H. et al., 2000). Apos a verificacdo do edema uterino pelo
exame ultrassonogréfico, administra-se os progestagenos.

Os principais progestagenos utilizados sao o altrenogest (progestageno
sintético) e a progesterona injetavel (progesterona natural oleosa). Estes sao
aplicados 5 a 8 dias antes da égua receber o embrido (CARNEVALE et al.,
2000; ROCHA FILHO et al., 2004), com o objetivo de estabelecer um ambiente
uterino favoravel no momento da transferéncia. Ambos possuem resultados
satisfatérios na manutencao da gestacao em equinos (HINRICHS et al., 1986;
MCKINNON et al., 1988; MCKINNON et al., 2000; ROCHA FILHO, 2004).
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Nos anos 80, utilizavam-se éguas ovariectomizadas como receptoras
aciclicas. Hinrichs et al. (1985, 1986, 1987) realizavam as ovariectomias no
minimo trés semanas antes de realizar as transferéncias, com o objetivo de
reduzir o manejo com rufiagdes e palpagdes retais normalmente realizados em
receptoras intactas.

Nos trabalhos conduzidos por Hinrichs et al. (1985,1986), os autores
utiizaram apenas o0s progestdgenos para o preparo de receptoras
ovariectomizadas e Mckinnon et al. (1988) utilizaram o estrégeno, previamente
a administracdo e em conjunto com os progestagenos, uma vez que foi
demonstrado que o estrogeno estimulava o aumento dos receptores de
progesterona (ZAVY et al., 1979). As taxas de gestagdo foram similares entre
os trabalhos de Hinrichs et al. (1985) e McKinnon et al. (1988), variando de
70% (3 gestagOes de 4 transferéncias) e 70 a 80% entre os protocolos testados
(7/10, 8/10, 14/20), respectivamente. McKinnon e colaboradores concluiram
que, independente do periodo de administracdo do estradiol, o requisito
primario para o preparo e a manutencao da gestacdo € uma concentracao
adequada de progesterona ou altrenogest.

Um estudo foi realizado para avaliar o efeito da aplicagdo da
progesterona injetavel (sem aplicacdo prévia de estrégeno) em diferentes
momentos sobre a taxa de prenhez nas receptoras ovariectomizadas
(HINRICHS et al., 1987). Ap6s preparar éguas sincronizadas (tratamento
iniciado dois dias apds ovulacdo da doadora) e nao sincronizadas (inicio do
tratamento pelo menos quatro dias antes da ovulacdo da doadora), concluiu-se
que € necessario haver sincronia entre doadora e receptora para que se
obtenha adequadas taxas de gestagéo. Este trabalho demonstra a importancia
da sincronia do ambiente uterino entre doadora e receptora na sobrevivéncia
do embrido, apesar das receptoras em questdo nao produzirem horménios
esteroidais.

Nos ultimos anos, receptoras intactas aciclicas foram introduzidas nos
programas de TE por meio da utilizagdo de protocolos hormonais. O uso de
receptoras intactas aciclicas (anestro ou transicao) dispensa a realizacao de
cirurgia, tornando-se uma opcado vantajosa. Lagneaux e Palmer (1993)
afirmaram que tanto éguas ovariectomizadas quanto em anestro podem ser

utilizadas com sucesso como receptoras de embrides.
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Ao utilizar receptoras aciclicas, Carnevale et al. (2000) encontraram
taxas de gestacao similares entre éguas transicionais e ciclicas, administrando
altrenogest diariamente as receptoras aciclicas, 5 a 7 dias antes da TE, até os
120 dias, quando confirmada a gestag¢do no 16°dia. Rocha Filho et al. (2004),
ao compararem a taxa de gestacdo e morte embrionaria entre éguas
receptoras ciclicas e aciclicas suplementadas com progesterona de curta ou
longa acéao, mantendo-se o tratamento até os 100 dias de gestacao, concluiram
que éguas em anestro ou no periodo de transicdo recebendo ambos os
tratamentos podem ser utilizadas como receptoras.

O tratamento com o hormonio é mantido até o periodo em que a unidade
feto-placentaria assume a manutencdo da gestacdo, por meio da prépria
producao de progestagenos, aproximadamente aos 100 dias de gestacao
(HOLTAN et al.,, 1979). Na tentativa de reduzir o tempo de tratamento com
hormdnio, Lagneaux e Palmer (1993) administraram extrato de pituitaria (LH) a
éguas em anestro com objetivo de antecipar a secregdo de progesterona
ovariana, com a formacao dos corpos luteos suplementares, de forma a reduzir
o tempo de tratamento com altrenogest. No entanto, ndo foi observada
diferenga significativa no aumento da concentracdo de progesterona entre
éguas tratadas e nao tratadas com LH e o tratamento ndo foi considerado
eficiente.

Greco et al. (2008) sugeriram que a interrupgao do tratamento pode ser
realizada antes do maturacao feto-placentaria, a partir dos 40 dias de gestacao
quando os CLS surgem nos ovarios. Estes achados sugerem que 0s corpos
liteos suplementares sdo capazes de manter a gestacao, no entanto, mais
estudos sdo necessarios para avaliar as caracteristicas da formagéo dos CLS e

a concentracao de progesterona produzida por estas estruturas.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram: a) avaliar o efeito do tratamento com
altrenogest durante 70 e 120 dias de gestacdo sobre a manutencdo da
gestacado em receptoras aciclicas; b) descrever as caracteristicas da formacéo
dos CLS em receptoras ciclicas e aciclicas; c) descrever o perfil de
progesterona em éguas aciclicas gestantes (anestro e transicao) tratadas com
altrenogest; d) avaliar o desenvolvimento do concepto em receptoras tratadas
com altrenogest (aciclicas) e nao tratadas (ciclicas).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas vinte e cinco receptoras gestantes mesticas,
ginecologicamente sadias e com bom estado corpéreo. Os animais foram
alimentados com feno, ragao, suplementacao mineral e agua ad libidum.

Dentre os animais, foram utilizadas éguas aciclicas (em anestro ou
transicdo) e ciclicas. Eguas receptoras aciclicas receberam tratamento
hormonal previamente a transferéncia de embrido e durante a gesta¢do. Foram
consideradas éguas aciclicas aquelas que apresentaram foliculos com
didmetro menor que 15 mm e auséncia de corpo luteo (éguas em anestro) e
aquelas que apresentaram foliculos variando de 15 a 25 mm e auséncia de CL,
indicando a ndo ocorréncia da primeira ovulagdo da estacado (éguas em
transicdo). As éguas ciclicas foram aquelas que apresentaram ciclos estrais
regulares com presenca de foliculo ovulatério ou CL.

As éguas foram divididas em trés grupos de acordo com o tratamento
hormonal utilizado: Controle (8 éguas), 120ALT (9 éguas) e 70ALT (8 éguas) .
O grupo Controle foi composto por éguas gestantes ciclicas ndo-tratadas com
altrenogest. Para os grupos 120ALT e 70ALT foram utilizados somente éguas
receptoras gestantes aciclicas tratadas com altrenogest. As éguas do grupo

120ALT foram suplementadas com o horménio até 120 dias de gestacao,
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enquanto que os animais do grupo 70ALT foram tratados até o dia 70 de
gestacao, sendo neste momento o tratamento interrompido.

Para realizar a descrigdo do perfil da concentragdo de progesterona de
éguas aciclicas os animais do grupo 70ALT e 120ALT foram considerados em
conjunto (n=17). Além disso, as éguas aciclicas (70ALT + 120ALT) foram
subdivididas nos grupos Anestro (n=9) e Transigao (n=8) para avaliar o periodo
da primeira formagao dos corpos luteos suplementares e descrever o perfil da
concentragdo de progesterona de acordo com a caracteristica reprodutiva no
momento do inicio do tratamento hormonal.

Para avaliar o desenvolvimento do concepto os grupos 70ALT e 120ALT
também foram tratados como um Unico grupo e denominados grupo

Altrenogest (n=17).

4.2 Tratamento hormonal

Inicialmente, éguas receptoras aciclicas foram tratadas com dose Unica
de 2,5 mg de Benzoato de Estradiol (Estrogin® - Farmavet — Brasil). Um dia
pds-tratamento as éguas foram examinadas por meio de ultrassonografia para
avaliagdo do edema uterino. Confirmada a presenca de edema, as éguas foram
suplementadas com 33 mg (15 mL) de altrenogest (Progestal® — ProSer —
Argentina — dose recomendada 22-44 mg/dia), via oral, a cada 24 horas.
Realizada a transferéncia de embrido (D8) e a confirmagao da gestagao (D15),
a administracdo do altrenogest foi continuada diariamente até os 120 dias de
gestacao no grupo 120ALT e até o 70° dia de gestagédo no grupo 70ALT.

4.3 Coleta, manipulacao e transferéncia dos embrioes

A coleta e transferéncia dos embrides foram realizadas pelo
procedimento ndo cirurgico (SQUIRES et al.,, 2003). Os embrides foram
coletados no 8° dia pés-ovulagdo da doadora por meio de lavagem uterina,
para posterior manipulagéo e transferéncia para a receptora. A transferéncia de
embrido foi realizada entre o 4° e 6° dia pds-inicio do tratamento com
altrenogest nas éguas tratadas (70ALT e 120ALT) e entre o 4° e 6° dia pos-
ovulagao nas éguas do grupo Controle.



16

4.4 Exame ultrassonografico

As éguas foram examinadas por meio de ultrassonografia transretal
modo-B (Mindray®, DP-3300Vet) usando transdutor linear de 5 MHz de
freqiéncia. O exame ultrassonografico foi empregado, em todos 0s grupos,
para a avaliacao da condi¢cdo uterina e ovariana das receptoras, assim como
para o diagnostico e confirmacao da manutencao da gestagao nos dias 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 85, 100, 115, 130, ressaltando que a
partir do dia 35 foram avaliadas também a formagado dos CLS em todos os
grupos.

Além disso, foram realizadas mensuragdes da vesicula embrionaria e do
embrido (20 aos 35 dias de gestacao) e posteriormente feto (40 aos 60 dias de
gestacao) a cada cinco dias. O diametro (mm) da vesicula foi definido pela
média da altura e largura da imagem congelada por meio do ultrassom a partir
do dia 15 aos 45 de gestacdo (Fig.1A) Ja o embrido/feto foi mensurado
utilizando o comprimento cranio-caudal (Crown-rump), do dia 20 aos 60 de
gestacao (Fig.1B).

Figura 1: Mensuracoes ultrassonograficas (7,5 MHz): (A) Média da altura e largura

(linhas vermelhas) da imagem congelada de vesicula embrionédria com 15 dias de

idade e (B) comprimento cranio-caudal (linha vermelha) de feto com 60 dias.
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4.5 Colheita de sangue e dosagem de progesterona

No grupo Controle, amostras de sangue foram colhidas anteriormente a
ovulacdo (D0) da receptora e nos grupos 120ALT e 70ALT a colheita de
sangue foi realizada imediatamente antes da primeira aplicagdo de altrenogest.
Nos grupos sob tratamento com progestageno exdgeno, foi considerado como
D0 o dia da primeira administracdo do altrenogest. Em todos os grupos houve
colheita de sangue com intervalo de cinco dias, a partir do momento anterior a
ovulagao ou a primeira administragcao de altrenogest continuando-se até os 130
dias de gestagdo. Nos dias que houve coincidéncia entre a obtengdo da
amostra de sangue e a aplicacdo do progestageno, a colheita foi executada
imediatamente antes da administracao do altrenogest.

A colheita de sangue foi realizada por meio de venopuncédo da veia
jugular em tubos heparinizados. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(9009/10 min) e o plasma armazenado a — 20° C até o momento da dosagem
hormonal. As concentracdes plasmaticas de progesterona foram mensuradas
por meio do radioimunoensaio (RIA) utilizando kit comercial de fase sélida
(Coat-A-Count Progesterone® - Siemens Medical Solutions Diagnostics — Los
Angeles, CA, USA). As mensuracoes foram realizadas em dois ensaios e 0
antisoro foi especifico para progesterona, com sensibilidade minima de 0,0057
ng/mL para o ensaio 1 e 0,040 ng/mL para o ensaio 2.

O antisoro utilizado no RIA ndo possui reagao cruzada com altrenogest
(MCKINNON et al., 1988; VOLLER et al., 1991) e apresentou baixa reagao
cruzada com outros horménios esteroidais conforme descrito no Kkit:
corticosterona, 0,9%; cortisol, 0,03%; danazol, 0,006%; 11-deoxicorticosterona,
2,2%; 11-deoxycortisol, 0,01%; DHEA-SO4, 0,002%; 20a-dihidroprogesterona,
0,2%; 17a-hidroxiprogesterona, 3,4%; medroxiprogesterona, 0,3%; 53-pregnan-
3a-0l-20-ona, 0,05%; 5a-pregnan-3,20-diona, 9,0%; 5B-pregnan-3,20-diona,
3,2%; pregnenolona, 0,1%; 5-pregnen-3B-ol-20-ona-sulfato,  0,05%,
testosterona, 0,1%.

A precisao intra e inter-ensaio foi determinada por trés repeticoes em
cada ensaio de amostra controle constituida por um “pool” de plasmas. O
coeficiente de variacdo intra e inter-ensaio foi, respectivamente, de 8,6% e
10,4%
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4.6 Estatistica

O teste de Fisher foi usado para testar a associacao entre grupo
experimental e a ocorréncia de abortamento (variavel binaria na qual 1 = aborto
e 0 = manutencao da gestagéo) apds a interrupgéo do tratamento nos dias 70 e
120 e no grupo Controle. Para esta analise as observagdes da resposta foram
supostamente independentes porque foram medidas em éguas diferentes.

Curvas de sobrevivéncia (testes de Wilcoxon e Log-Rank) foram
utilizadas para comparar o tempo médio da primeira formagdo dos corpos
luteos suplementares entre os grupos 70ALT, 120ALT e Controle e entre os
grupos Anestro, Transigao e Controle. Para analisar a variabilidade das médias
o0 erro padrdo da média (E.P.M.) foi utilizado.

Analise de Variancia com medidas repetidas foi usada para comparar as
médias do diametro da vesicula embrionaria (mm) ou comprimento do
embrido/feto (mm) como fungao do grupo experimental (tratamento ou controle,
variavel categérica) e dia de medida (variavel categorica). A interacao entre dia
de medida e grupo experimental foi testada no modelo. Como o crescimento da
vesicula embrionaria pareceu ser curvilineo, um modelo adicional de regresséo
linear com medidas repetidas foi utilizado para testar o efeito do grupo
experimental na média do didmetro da vesicula ou do comprimento do
embrido/feto. A variavel explanatoria “dia de medida” foi considerada continua
(medida em dias). Termos para a interacao entre dia de medida e tratamento e
grupo experimental, e dia como efeito quadratico foram incluidos e testados no
modelo. O modelo final para ambas as repostas (tamanho da vesicula e do
embrido/feto) foi o seguinte:

Yik = a + grupo experimental; + Bi(dia de medidax) + Bz(dia de medidaw)? +yi +

Eijk

No qual Yjxé o tamanho médio da vesicula (modelo 1) ou embrido/feto (modelo
2), a € a ordenada na origem, grupo experimental; € a variavel para o grupo de
estudo (j= tratamento ou controle), B(dia de medidax) é o coeficiente para dia
de mediday, Bz(dia de medidax)? é o coeficiente para o termo quadratico relativo

ao dia de medidak, e €j € um termo residual com distribuigdo suposta g~ N
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(0,62). O termo y; é um termo aleatério para modelar a correlagido entre as
medidas repetidas dentro da égua;. A estrutura de covariancia auto-regressiva
(AR-1) foi a que resultou no melhor ajuste para o modelo. Os modelos
utilizados foram desenvolvidos usando PROC MIXED (SAS Institute, 2009).
Quando comparagdes entre médias de quadrados minimos foram feitas, o
método de Tukey foi usado para ajustar o valor P para cada contraste
comparado. Para analisar a variabilidade das médias o erro padrao da média
(E.P.M.) foi utilizado.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito de dois periodos de tratamento com altrenogest sobre a
manutencao da gestacao

Durante o acompanhamento da gestacédo, antes dos dias previstos para
a interrupcao do tratamento, trés perdas embrionarias foram verificadas entre
os dias 21 e 25 de gestacéo, sendo observada uma em cada grupo.

Apés a interrupcdo hormonal no grupo 70ALT, observou-se a
manutencao de cinco gestacbes (5/7-71,4%) e dois abortamentos (2/7-28,6%)
aos 75 dias de gestacao. Os abortamentos foram verificados na égua C, onde
foi observada apenas a presenca de fluido intra-uterino e na égua G, que nao
apresentava acumulo de liquido no utero na avaliagdo seguinte a interrupgcao
do tratamento. Nas éguas em que foi verificada a manuteng¢édo da gestacao aos
75 dias, observou-se a viabilidade fetal nas avaliagbes subsequentes. No grupo
120ALT o abortamento nao foi verificado em nenhum dos animais (n=8) apos a
interrupcdo do tratamento aos 120 dias. O abortamento também nao foi
observado no grupo Controle (n=7). Apesar da ocorréncia de dois
abortamentos no grupo 70ALT, nao foi verificada diferengca estatistica
significativa entre os trés grupos avaliados (p=0,18).

As éguas do grupo 70ALT, no momento da interrupgdo do tratamento
com altrenogest (70 dias), apresentaram diferentes nimeros e periodos de
formacdo dos CLS, assim como concentracdes de progesterona variaveis
(Tab.1). © mesmo foi verificado no grupo 120ALT, no momento da interrupgéao
hormonal aos 120 dias de gestacao (Tab.2).
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Tabela 1: Fase reprodutiva encontrada no inicio do tratamento com altrenogest,

primeira detecgédo dos CLS por meio da ultrassonografia, total de CLS formados até os

70 dias, concentracao de progesterona encontrada no dia da interrupcao hormonal e

ocorréncia de perda ou manutengdo gestacional apds a interrupgdo, por égua, no

grupo 70ALT.

Fase inicio 1°formacao Total CLS Concentracao Manutencao
Egua tratamento CLS até 70 dias P4 aos 70 dias da

hormonal (média em dias) (numero) (ng/mL) gestacao

A Transigcao 38 2 4,09 Positiva

B Transi¢éo 38 6 12,34 Positiva

C Transicéo 63 1 1,41 Negativa

D Transigcao 78 0 0,52 Positiva

E Anestro 93 0 0,31 Positiva

F Transi¢éo 58 2 3,09 Positiva

G Anestro N&o formou 0 0,31 Negativa

Tabela 2: Fase reprodutiva encontrada no inicio do tratamento com altrenogest,

primeira detecgdo dos CLS por meio da ultrassonografia, total de CLS formados até os

120 dias, concentragéo de progesterona encontrada no dia da interrupgdo hormonal e

ocorréncia de perda ou manutencdo gestacional apds a interrupgao, por égua, no

grupo 120ALT.

Fase inicio 1° formagdo Total CLS Concentragao Manutengao
Egua tratamento CLS até 120 dias P4 aos 120 dias da

hormonal (média em dias) (numero) (ng/mL) gestacao
H Transicéo 53 5 14,25 Positiva
I Anestro 63 3 8,49 Positiva
J Transi¢ao 48 2 4,55 Positiva
K Anestro 68 1 4,10 Positiva
L Anestro Nao formou 0 2,82 Positiva
M Anestro 63 3 3,99 Positiva
N Anestro Nao formou 0 1,70 Positiva
O Anestro N&o formou* - - Positiva

* O acompanhamento ultrassonogréfico foi realizado até os 90 dias de gestacéo.
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5.2 Periodo de formacdao, numero e caracteristicas dos corpos Iuteos
suplementares

Nas receptoras do grupo 70ALT que permaneceram gestantes apds a
interrupgéo do tratamento hormonal aos 70 dias (n=5), o numero de CLS variou
de dois a seis em cada égua até os 130 dias de gestacao. Nos animais onde
ocorreu o abortamento foi observado um CLS (égua C) e a auséncia da
formacdo deste (égua G) até os 70 dias de gestacdo. Nos animais que
apresentaram formagéao lutea do grupo 120ALT, de um a cinco CLS em cada
égua foram observados até os 130 dias de gestacdo. Neste grupo, a formacao
dos CLS nao foi observada em duas éguas (éguas L e N) até os 130 dias e em
uma égua (égua O) até os 90 dias. Esta receptora foi encaminhada ao
proprietario pela central onde estava alojada e consequentemente as demais
avaliagbes nao foram realizadas. No grupo Controle todas as éguas
apresentaram formagéo de CLS, variando de dois a nove CLS por animal.

O periodo médio, em dias, da primeira formacao dos CLS foi similar
(p=0,32) nos grupos 70ALT e 120ALT e maior (p<0,01) que o encontrado no
grupo Controle (Tab.3). Os periodos de formagao de cada CLS por égua nos
grupos 70ALT, 120ALT e Controle encontram-se nas tabelas 7, 8 e 9 dos

Anexos, respectivamente.

Tabela 3: Total de CLS formados por animal até os 130 dias de gestacdo e média
(xE.P.M.), em dias, da primeira deteccdo dos CLS nos grupos 70ALT, 120ALT e
Controle.

Grupo Eguas com Total CLS Média 1° formagao
CLS formados/ animal CLS (dias)
70ALT (n=7) 6 1a6 61,3+8,9°
120ALT (n=8) 5 1a5 59,0+3,7°
Controle (n=7) 7 2a9 39,4+0,9°

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si (p<0,01).
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Quando os animais foram agrupados pela caracteristica reprodutiva, o
grupo Anestro apresentou a primeira formacdo dos CLS, em média, aos
71,7+£7,2 dias e total de um a trés CLS por animal. O grupo Transicao
apresentou a primeira formacéo aos 53,7+5,4 dias, em média e o total de um a
seis CLS por égua (Tab.4). As médias da primeira formacao dos CLS foram
significativamente diferentes (p<0,01) entre os grupos Anestro, Transicao e
Controle (Tab.4). Além disso, foi possivel observar que, aos 70 dias de
gestacdo, o grupo Anestro apresentou, aproximadamente, 40% do total dos
primeiros CLS formados, o grupo Transicdo apresentou 85% e o0 grupo
Controle apresentou 100% (Fig.2).

Tabela 4: Total de CLS formados por animal até os 130 dias de gestacdo e média

(xE.P.M.), em dias, da primeira detec¢do dos CLS nos grupos Anestro, Transi¢éo e

Controle.
Grupo Eguas com Total CLS Média 1° formagao
CLS formados/ animal CLS (dias)
A (n=8) 4 1a3 71,7+7,2°
T (n=7) 7 1a6 53,7+5,4°
C (n=7) 7 2a9 39,440,9°

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si (p<0,01).
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Figura 2: Probabilidade dos animais ndo apresentarem formagao dos corpos luteos
suplementares ao longo do tempo de gestagdo. Cada degrau representa as formacdes
dos CLS. O grupo Anestro (A) formou aproximadamente 40% do total dos CLS até os
70 dias de gestacao; grupo Transicao (B) 85% e grupo Controle (C) 100% dos CLS. O
simbolo (O) representa a auséncia de dados relativos a formagédo dos CLS devido a
perda embrionaria entre 21 e 25 dias de gestagdo (n=3), bem como a néo-formagao
até os 70 (n=1) e 130 (n=2) dias.
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Nos trés grupos avaliados, os foliculos que originaram os corpos luteos
secundarios atingiram didmetro 230 mm e 0s que originaram os corpos luteos
acessorios apresentaram diametros variaveis, de 25 a 50 mm. Além disso, o
padrao de formagéo dos CLS foi similar. No periodo compreendido entre 36-70
dias, os CLS se formaram principalmente apds a ovulagdo, embora houvesse
também a formacao pelo processo de luteinizagdo. No periodo subseqiiente
(71 a 130 dias), os CLS se formaram pela luteinizagdo dos foliculos. Como
excecao, na primeira égua que se tornou gestante (égua H), pertencente ao
grupo 120ALT, a formacdo de todos os CLS ocorreu pelo processo de
luteinizagdo.

Quanto as caracteristicas ultrassonograficas, foram encontrados CLS
que inicialmente apresentavam aspecto de foliculo hemorragico, ocorrendo a
luteinizacao posteriormente (Fig.3A). Outros CLS apresentaram-se ecogénicos
com centro anecbico (cavitarios) (Fig.3B), esféricos com ecogenicidade
homogénea (Fig.3C) e ainda com ecogenicidade homogénea em direcao a
fossa de ovulacao (Fig.3D), sugerindo ocorréncia apds o processo de ovulacao.
Nao foram observadas diferencas nas caracteristicas ultrassonograficas dos
CLS entre éguas ciclicas e aciclicas. Ao longo do periodo de avaliagéo, os CLS
apresentaram reducdo gradual da ecogenicidade e do diametro em todos os

grupos.
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Figura 3: Corpos luteos suplementares apresentando diferentes caracteristicas
ultrassonograficas (7,5 MHz). (A) CLS com aspecto de foliculo hemorragico, (B) CLS
ecogénico com centro anecoico (cavitario), (C) CLS esférico com ecogenicidade
homogénea e (D) CLS com ecogenicidade homogénea em direcdo a fossa da
ovulagéo.
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5.3 Perfil de progesterona

O perfil de progesterona das éguas aciclicas combinadas (grupo 70ALT e
120ALT) permaneceu abaixo de 1 ng/mL no periodo compreendido entre o dia
0 e os 45 dias de gestagao. A partir dos 45 dias, foi observada uma elevagao
gradual na concentracdo de P4, atingindo valores de 3,2+0,9 ng/mL aos 70
dias de gestacéo e 7,5+1,1 ng/mL aos 130 dias de gestacao (Fig.4).

Quando as éguas aciclicas do grupo 70ALT e 120ALT foram subdivididas
e classificadas em anestro e transicdo, uma similaridade no perfil de
progesterona foi observada entre o dia 0 e 40 de gestacdo, onde a
concentragdo se manteve abaixo de 1 ng/mL. A partir dos 45 dias o grupo
Transicao apresentou uma elevagao gradual da concentragdo de P4, atingindo
valores de 5,3%1,6 ng/mL aos 70 dias de gestacao e continuou aumentando até
os 120 dias, quando atingiu valores maximos de 10,7+2,2 ng/mL. A partir dos
120 dias uma diminuicdo gradual da concentracdo de P4 foi observada. O
grupo Anestro, em contrapartida, manteve as concentragcoes de progesterona
abaixo de 1ng/mL até os 65 dias de gestacdo, quando entdo apresentou
elevagcdo gradual da concentragdo até a ultima avaliagdo, observando-se
valores de 1,2+0,6 ng/mL aos 70 dias de gestacdo e de 5,4+1,4 ng/mL aos 130
dias (Fig.5).

Em relagdo as éguas ciclicas do grupo Controle, no dia 0 a concentragao
de P4 encontrava-se abaixo de 1 ng/mL. Cinco dias apés a ovulacdo a média
observada foi de 9,3+0,7 ng/mL, mantendo-se estavel até os 20 dias, seguido
de um declinio gradual até os 30 dias de gestacao, quando atingiu valores de
6,5+1,0 ng/mL. Nova elevacdo foi observada entre os dias 35 e 60 de
gestacao, seguido por concentracées médias estaveis até os 110 dias (maximo
16,5%4,3 ng/mL no dia 75 e minimo 12,6+2,9 ng/mL no dia 105 de gestacao),
ressaltando-se variabilidade entre animais. A partir de entdo, declinio gradual
da P4 foi observado até os 130 dias (13,9+5,5 ng/mL) (Fig.4 € 5).
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Figura 4: Concentragdes de progesterona (MédiatE.P.M.) do grupo Controle e do

grupo de éguas aciclicas combinadas (70ALT + 120ALT). As setas indicam o inicio da

sintese de progesterona pelos CLS nos grupos.
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Figura 5: Concentragbes de progesterona (MédiatE.P.M.) dos grupos Transicao,
Anestro e Controle. As setas indicam o inicio da sintese de progesterona pelos CLS
nos grupos.
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Nas éguas aciclicas que nao apresentaram formacao de CLS o aumento
nas concentragdes de progesterona (>1 ng/mL) ocorreu a partir dos 90 dias de
gestacao (Fig.8L, Anexos). Adicionalmente, perfis individuais de P4 de éguas
aciclicas que apresentaram a primeira formagéo de CLS por ovulacao (Fig.8A),
por luteinizagao (Fig.8M e 8E), que sofreram abortamento (Fig.8G) e o perfil de
uma égua ciclica (Fig.8P) estao apresentadas nos Anexos.

5.4 Desenvolvimento do concepto

Quando a variavel dia foi considerada categ6rica, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre as médias do grupo tratado com
altrenogest e grupo controle nos diferentes dias de avaliagdo para vesicula
embrionaria (p>0,05). Quando a variavel dia foi considerada continua, o
desenvolvimento da vesicula foi curvilineo entre os dias 15 e 45 de gestacao
para os grupos Altrenogest e Controle [didmetro=13,5 + 0,3(dia) + 2,8(grupo) +
0,01(grupo®] (Fig.6A). O diametro da vesicula embrionaria aumentou
significativamente (p<0,05) nos dois grupos entre os dias 15 e 45, com excecao
do periodo compreendido entre 20 e 30 dias, onde foi observada uma redugao
na taxa de crescimento (Tab.5 e Fig.6A).

Em relacdo ao embrido/feto, também nao foram encontradas diferencas
significativas entre as médias do grupo tratado e nao-tratado nos diferentes
dias de avaliacdo. Um crescimento curvilineo foi observado para os grupos
Altrenogest e Controle [comprimento=11,2 — 0,88(dia) — 0,37(grupo) +
0,03(grupo®)] entre os dias 20 e 60 de gestacdo (Fig.6A). O desenvolvimento
do embrido/feto nos dois grupos ocorreu de forma similar, cujo comprimento
aumentou significativamente (p<0,05) entre os dias 20 e 60 de gestacao
(Tab.6 e Fig.7A).
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Tabela 5: Didmetro (MédiazE.P.M.) da vesicula embriondria nos grupos Controle e

Altrenogest, do dia 15 aos 45 de gestacao.

Grupos
Dias de gestacao Altrenogest Controle
(mm) (mm)
15 22,3+2,6° 21,6+2,6°
20 31,945 2% 28,7+2,2%
25 33,4+3,9"° 28,8+1,9"
30 37,414,118 32,1+4,2%
35 43,9+4,3° 43,13,38
40 52,9+3,4F 48,1+4,68
45 58,7+5,4" 57,7+2,6°

Médias seguidas por letras diferentes mailsculas na coluna diferem entre si (p<0,05).

Tabela 6: Comprimento (MédiatE.P.M.) do embrido/feto nos grupos Controle e

Altrenogest, do dia 20 aos 60 de gestacao.

Grupos
Dias de gestacao Altrenogest Controle
(mm) (mm)
20 3,1+0,5" 3,4+0,4"
25 8,0+1,2° 8,4+1,6°
30 13,0+1,9° 13,8+1,8°
35 16,9+2,0° 16,5+2,5°
40 20,7+2,3F 22,6+4,2°
45 27,6+2,8" 28,2+2,9°
50 42,0+2,3¢ 40,7+1,3%
55 52,9+2 6" 52,4+3,7¢
60 63,2+3,0' 64,9+0,1"

Médias seguidas por letras diferentes maiusculas na coluna diferem entre si (p<0,05).
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Figura 6: (A) Crescimento da vesicula embrionaria (MédiatE.P.M.) entre 15 e 45 dias
de gestagdo nos grupos Altrenogest e Controle e (B) curva predita do crescimento

vesicular.
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Figura 7: (A) Crescimento do embrido/feto (MédiatE.P.M.) entre 20 e 60 dias de
gestagdo nos grupos Altrenogest e Controle e (B) curva predita do crescimento

embrionario/fetal.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou o efeito do tratamento com altrenogest
durante 70 ou 120 dias de gestagdo sobre a manutencao da gestagdo em
receptoras aciclicas, com auséncia de corpo luteo primario. Apds a interrupcao
do tratamento aos 70 dias de gestacdo em sete éguas, observou-se a
manutencao de cinco gestagdes e dois abortamentos.

Sabe-se que entre 40 e 120 dias de prenhez o alantocério em expansao
adquire capacidade de sintetizar diversos horménios e aos 70 dias os
metabdlitos da progesterona, como o 5aDHP e 20a-hidroxi-5a-pregnane-3-ona
podem ser detectados (HOLTAN et al.,, 1975, 1991). Alem disso, a eCG,
responsavel pela formacdo dos CLS juntamente com o FSH da pituitaria, é
observada em torno dos 37-41 dias de gestacdo, aumentando gradativamente
para niveis elevados ao redor dos 60-80 dias (COLE E HART, 1930; BRINSKO
et al., 2011). Pelo exposto, aos 70 dias de gestacdo é esperado que a égua
sintetize sua prépria progesterona e progestagenos por meio dos CLS e da
unidade feto-placentéaria. No entanto, os resultados deste trabalho mostram
que ha uma grande variagdo no numero de CLS e na concentracdo de
progesterona encontrados neste periodo.

As éguas que sofreram abortamento apresentavam, no periodo da
interrupcdo hormonal aos 70 dias, concentracdes de progesterona inferior a 1,4
ng/mL. A égua C apresentava um CLS, formado no periodo compreendido
entre 61-65 dias e na égua G nao foi observado tecido luteal. Shideler et al.
(1982) demonstraram que éguas apresentando concentracdo de P4 <2 ng/mL
sd0 mais susceptiveis ao abortamento e McKinnon et al. (1988) observaram
que 2,5 ng/mL de progesterona, aproximadamente, sdo necessarios para
manter a gestacao. Entretanto, nas éguas D e E, que ndo apresentaram CLS
até os 70 dias, foram encontradas concentragbées de 0,5 e 0,3 ng/mL,
respectivamente, no momento da interrupcdo e ainda assim mantiveram a
gestacao. Este fato nos leva a sugerir que, em alguns animais aos 70 dias de
prenhez, a producado de progestagenos pela unidade feto-placentaria ja é o
suficiente para dar continuidade a gestacao sem a contribuicdo hormonal dos
ovarios, como ja foi relatado por Holtan et al. (1979) e McKinnon et al. (1988).
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Salienta-se que o método utilizado para a mensuragcdao hormonal foi
especifico para progesterona, com baixa reagado cruzada (ndo especifico) com
outros progestagenos. Este fato possivelmente contribuiu para a ndo deteccao
da real concentracdo enddgena de progestagenos sintetizados pela unidade
feto-placentaria. Holtan et al. (1979) observaram a presenca dos metabdlitos da
progesterona ao redor dos 70 dias de gestacdo, os quais, provavelmente,
encontravam-se elevados o suficiente neste estudo para manter a gestacao
nas éguas D e E.

As demais éguas do grupo 70ALT que mantiveram a gestagéo (éguas A,
B e F) apresentaram concentracdes de progesterona acima de 3 ng/mL no
momento da interrupgdo hormonal. Todas apresentaram formagdo de CLS,
embora em diferentes periodos. A primeira formacao dos CLS foi observada,
em média, aos 38 dias de gestacido nas éguas A e B e aos 58 dias na égua F.
Os resultados da concentragdo de progesterona destas receptoras mostram
que apo6s a formacdo dos CLS foram necessarios 5 dias, aproximadamente,
para que a progesterona atingisse valores 22,5 ng/mL. Estes animais
passaram, no minimo, por um periodo de 30 dias (éguas A e B) e 10 dias (égua
F) po6s-formacdo do primeiro CLS até a ultima aplicacdo hormonal, o que
possibilitou a elevacao da progesterona a concentracdes suficientes para dar
continuidade a gestagéo.

Greco et al. (2008) afirmaram que os corpos liteos suplementares sao
capazes de manter a gestagdo sem o tratamento exégeno com progesterona
em receptoras gestantes aciclicas. No presente trabalho, uma égua do grupo
70ALT (égua C) apresentou um CLS no momento da interrup¢do hormonal e a
gestacao foi perdida. Esta égua, apesar de apresentar um CLS com no minimo
cinco dias de formagdo no momento da interrupgdo, ndo atingiu concentracéo
de P4 suficiente para manter a gestacdo (1,4 ng/mL). E importante salientar
que este corpo luteo foi formado por meio da luteinizacdo de um foliculo, ao
passo que os CLS das éguas A, B e F foram formados a partir da ovulagéo dos
foliculos. Possivelmente o CLS da égua C, por ser originado de um foliculo
anovulatério, sofreu um processo de luteinizagdo mais lento e
consequentemente a concentragdo de progesterona aumentou em menor

velocidade. Apesar desta condigdo ter ocorrido em apenas um animal, é
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prudente esperar um periodo maior que cinco dias da formacao dos CLS para
realizar a interrup¢do do tratamento hormonal.

O grupo 120ALT, assim como o 70ALT, foi composto por éguas que
apresentaram formacdo de CLS em diferentes periodos e éguas que nao
apresentaram formacao lutea até a ultima avaliagdo (130 dias de gestacao).
Nas éguas que receberam altrenogest até os 120 dias nenhum abortamento foi
constatado. A concentracao de progesterona encontrada por égua aos 120 dias
de gestagdo variou de 1,7 ng/mL a 14,2 ng/mL, de acordo com a presenca,
auséncia e numero de corpos luteos formados.

Holtan et al. (1979) mostraram que apos a realizagdo de ovariectomia
aos 70 dias em éguas prenhes a gestacdo foi mantida em 8 de 14 animais e
que todas as éguas ovariectomizadas aos 140 e 200 dias permaneceram
gestantes. Os autores concluiram que a placenta se torna suficientemente
madura para assumir a producao de progestdgenos entre 70 € 100 dias de
gestacdo. Desta forma, aos 120 dias, independente da presenca de
progesterona secretada pelos CLS, a unidade feto-placentaria ja tem
capacidade de manter a gestacao. Além disso, nesta fase o alantocério ja se
expandiu para o topo dos cornos uterinos permitindo a jun¢ao de todo o epitélio
luminal as células trofoblasticas do alantocoério, possibilitando a difusao direta
dos progestagenos produzidos pela placenta para o Utero (ALLEN, 2001).

Neste estudo foi relatado também o periodo de formagao, numero e
caracteristicas dos CLS em éguas ciclicas e aciclicas. O periodo médio da
primeira formagéo dos CLS por égua nos Grupos 70ALT e 120ALT mostrou
grande variagéo, no entanto, no Grupo Controle, o primeiro CLS foi observado
em um intervalo de tempo mais homogéneo. Ao comparar os grupos 70ALT e
120ALT, o dia médio da primeira formacao dos CLS foi similar, pois ambos
continham éguas aciclicas em sua composicao, independente do tempo de
tratamento hormonal. Ao comparar com o grupo controle, as éguas aciclicas
apresentaram o primeiro CLS em periodo significativamente maior que as
éguas ciclicas.

Confirmando este achado, quando as éguas aciclicas foram subdivididas
nos grupos Anestro e Transicdo e comparadas com as éguas ciclicas do grupo
Controle, foi observado que nas éguas onde o tratamento foi iniciado no
periodo de anestro, a primeira formagdo dos CLS foi mais tardia (média
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71,717,2 dias) nos animais que apresentaram a formacgdo destas estruturas.
Nas éguas onde o tratamento foi iniciado no periodo de transicdo a formagao
dos CLS ocorreu mais cedo (média 53,715,4 dias) em relagdo as éguas em
anestro. Ja no grupo controle as éguas apresentaram formacdo do primeiro
CLS, em média, aos 39,4+0,9 dias. Em porcentagem, foi possivel observar que
as éguas ciclicas apresentaram 100% das primeiras formagdes de CLS antes
dos 70 dias de gestacao e as éguas em transicao e anestro apresentaram 85%
e 40%, respectivamente, aos 70 dias. Estes achados levam-nos a sugerir que,
quanto maior a atividade folicular no inicio do tratamento hormonal em éguas
aciclicas, mais precoce é a formagéao dos CLS.

A formacgao dos CLS esta ligada ao componente LH da eCG juntamente
com o FSH secretado pela glandula pituitaria. Sabe-se que o FSH sofre
influéncia da estacdao do ano em éguas nao-gestantes (GINTHER, 1992) e
Squires et al. (1974a) avaliaram o efeito da estacao sobre a atividade ovariana
em éguas gestantes e observaram que o desenvolvimento folicular até os 30
dias foi maior a medida que a estacao reprodutiva avangava. Segundo estes
autores, assim como ocorre em éguas nao-prenhes, isto pode ser atribuido ao
efeito estacional sobre a produg¢ao de FSH. A eCG, em contrapartida, nao sofre
influéncia da estacao (ALLEN, 1974).

Neste estudo foi observado também que os corpos liteos secundarios
se originaram de foliculos com didmetro 230 mm e que os corpos luteos
acessorios se originaram de foliculos anovulatérios com diametro 225 mm.
Este fato nos leva a sugerir que os foliculos se tornam responsivos a fragéo LH
da eCG, quando presente em concentragbes adequadas, quando atingem o
didmetro minimo de 25 mm, assim como j& foi demonstrado em éguas néao-
gestantes durante o ciclo estral (HAYNA et al., 2004). Desta forma o aumento
da atividade folicular, influenciado pela sazonalidade, esta ligado a formacao
dos CLS quando a eCG esta presente no terco inicial da gestacao.

As caracteristicas ultrassonograficas dos CLS foram diferentes durante o
acompanhamento das gestagdes. Semelhante ao desenvolvimento dos corpos
luteos primarios (GINTHER, 1992), alguns CLS apresentaram-se ecogénicos
com centro anecéico (cavitarios) e posteriormente com células luteais em toda
sua dimensado. Outros CLS apresentaram ecogenicidade homogénea em
direcdo a fossa de ovulagdo, sugerindo formagédo pés-ovulagdo, conforme
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relatado por Squires et al. (1974c) e Martin et al. (1989), onde estruturas luteas
que apresentam prolongamento em direcao a fossa da ovulagcao sao originadas
posterior a ocorréncia da ovulagdo. As caracteristicas descritas acima para a
identificacdo do corpo luteo secundario (formado pos-ovulagcao) foram
utilizadas no auxilio da caracterizagdo dos CLS, uma vez que o exame
ultrassonogréfico neste estudo foi realizado a cada cinco dias.

Ja os corpos luteos acessorios apresentaram formato esférico durante o
processo de organizagdo e amadurecimento, assim como observado por
Squires et al. (1974c). Pelo fato dos corpos luteos acessérios apresentarem um
processo gradual de luteinizacdo a caracterizacao deste CLS foi possivel ser
realizada no momento da detecgéo por meio da imagem ultrassonografica.

A formacao dos CLS nos trés grupos apresentou um padrao similar
quanto ao periodo de predominancia de ovulagdes ou luteinizacdes.
Possivelmente, a predominancia da formagdo dos CLS por ovulagdo no
periodo compreendido entre 36 e 70 dias de gestagdo se deve ao surgimento e
gradual elevacao da concentracao da eCG e consequentemente do LH. A partir
deste periodo, inicia o processo de declinio na concentragcdo do hormonio,
devido a regressao dos cdlices endometriais (BRINSKO et al., 2011), o que
poderia justificar a maior formagcdo dos corpos luteos acessérios (foliculos
anovulatérios luteinizados) no periodo entre 71 e 130 dias. Em éguas ciclicas
néo-prenhes, ja foi sugerido que a formagéao de foliculos anovulatérios pode ser
decorrente da baixa concentragdo de LH (McKINNON, 1997).

O periodo da formacao dos corpos luteos secundarios e acessorios
estdo de acordo com o encontrado por Squires et al. (1974c). Considerando o
total de corpos luteos formados durante os primeiros 130 dias de gestagéo, a
maioria foi formada a partir do processo de luteinizacdo, assim como
observado por Martin et al. (1989) e Ginther (1992) em éguas e por Meira et al.
(1998) em jumentas.

O numero de corpos luteos suplementares formados até os 130 dias de
gestacao variou de 0 a 6 no grupo 70ALT e 0 a 5 no grupo 120ALT. No grupo
controle, verificou-se a formacdo de 2 a 9 CLS, similar ao encontrado por
Martin et al. (1989) em éguas e Meira et al. (1998) em jumentas, que
observaram 2 a 7 CLS por animal. Quando as éguas foram agrupadas em
Anestro e Transicdo, observou-se a formacdo de 0 a 3 CLS (Anestro) e 1 a 6
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CLS (Transigao) por animal. Foi possivel observar que nas receptoras aciclicas
nao ocorreu ou ocorreu formagao de CLS em menor nimero em relagao as
receptoras ciclicas (grupo Controle). A auséncia da formacao dos CLS em
algumas éguas ja foi relatada por Brinsko et al. (2011), no entanto, a causa
deste evento ainda nao foi descrita. Neste trabalho foi possivel observar que
somente trés éguas nao apresentaram formagédo dos CLS e destes animais
todos pertenciam ao grupo Anestro. No grupo Transicdo todas as éguas
apresentaram formacédo de CLS e estes foram observados em maior niumero
que no grupo Anestro. Estes achados nos levam a sugerir que a condi¢ao
reprodutiva da égua no inicio do tratamento hormonal, além de influenciar no
periodo de formagao dos CLS, influencia no niumero de CLS formados.

Quando as médias da concentragao de progesterona foram observadas
nos grupos Anestro e Transicao, verificou-se que o inicio da sintese de P4 no
grupo Anestro é mais tardio que no grupo Transicdo. O aumento na
concentragdo de P4 em periodo mais inicial da gestagdo no grupo Transi¢ao se
deve a formacao dos CLS em fase mais inicial, devido, possivelmente, a maior
atividade folicular encontrada no periodo em que a eCG comeca a ser
observada no sangue , entre 37 e 41 dias de gestagao, como relatado por Cole
e Hart (1930) e Brinsko et al. (2011). Em contrapartida, as éguas do grupo
Anestro apresentaram baixa atividade folicular nos ovarios no periodo em que
ja foi relatado o aparecimento do eCG e somente com o avancgar da estagéo e
consequentemente com o aumento do FSH que, provavelmente, algumas
éguas do grupo Anestro (4 de 7) tornaram-se responsivas ao eCG circulante,
formando os CLS.

No periodo compreendido entre 45 e 120 dias de gestagéo,
aproximadamente, as concentracdes de progesterona do grupo Transicao
foram maiores que as do grupo Anestro. E importante mencionar que o perfil de
progesterona do grupo Transicdo reflete a producédo de progesterona de sete
éguas e que todas contribuiram com a formagédo de CLS, variando de um a
seis por animal, até os 130 dias de gestacdo. Ja o perfil de progesterona do
grupo Anestro reflete a producao de P4 por 8 éguas, no entanto, apenas quatro
contribuiram com a formacéao de CLS até os 130 dias e o numero de corpos
liteos por animal variou de um a trés. Este achado justifica as menores

concentragdes de progesterona encontradas no grupo Anestro.
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As concentragdes de progesterona nas éguas ciclicas encontravam-se
abaixo de 1 ng/mL no dia da ovulagdo e aumentaram até o 10° dia de
gestacdo, diminuindo nos 20 dias subsequentes. Estes achados estdao de
acordo com os encontrados por varios autores em éguas (GINTHER, 1992;
HOLTAN et al., 1975; SQUIRES et al., 1974; ALLEN, 2001a) e por Meira et al.
(1998) em jumentas e sao atribuidos a formagédo do corpo liteo primario. A
partir dos 30 dias de gestacao, antes da primeira deteccdo dos CLS (38 dias
em média), foi observado um aumento na concentragdo de P4. Este aumento
pode ter sido causado pela acdo da eCG sobre o corpo luteo primario,
provocando seu ressurgimento, como ja foi descrito por alguns autores
(BERGFELT et al.; 1989; DAELS et al., 1998, GINTHER, 1992).

O aumento na concentracdo de P4 a partir dos 35 dias de gestacao foi
continuo e decorrente das primeiras formacdes dos CLS entre 38 e 43 dias,
atingindo niveis elevados entre 60 e 120 dias, devido a produgédo de P4 pelos
CLS em crescente formagao. E importante observar os valores altos do erro
padrao encontrados entre os dias 60 e 130 de gestacdo. Este achado é
atribuido a grande variabilidade no numero de CLS formados, uma vez que
neste grupo foram encontrados 2 a 9 CLS por animal e a medida que a
gestagao avangava um maior numero de CLS foram encontrados.

Quando os perfis de progesterona foram comparados entre o grupo de
éguas ciclicas e aciclicas, foi possivel constatar que até os 40 dias,
aproximadamente, os valores de P4 nas éguas aciclicas foram menores que 1
ng/mL, devido a auséncia de corpo luteo primério e a ndo deteccao do
altrenogest pela técnica de radioimunoensaio (MCKINNON et al., 1988;
VOLLER et al., 1991). A partir dos 38 e 45 dias de gestacao, as concentracdes
de P4 se elevaram no grupo Controle e Aciclicas, respectivamente, como
resultado do inicio da formacdo dos CLS, embora em maior proporcao nas
éguas ciclicas, em fungéo da contribuicdo do CLP a sintese de P4 pelos CLS.
Além disso, a maior concentracao de P4 nas éguas ciclicas se deve também
ao maior numero de CLS formados ao longo do tempo.

A partir dos 110 dias as concentragcdes de progesterona das éguas
ciclicas do grupo Controle iniciaram um processo de declinio e nas éguas

aciclicas as concentragcdes permaneceram em elevagdo. As formagdes dos
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primeiros e ultimos CLS nas éguas ciclicas ocorreram em fase mais inicial da
gestacao (38 e 93 dias, em média, respectivamente), o que possivelmente
pode ter levado ao declinio das concentragdes de P4 em periodo mais inicial.
Nas éguas aciclicas, a maioria das primeiras formacées de CLS ocorreu em
fase mais tardia da gestacdo e as ultimas foram observadas, em média, aos
123 dias, 0 que poderia justificar a continuidade do processo de elevacao da
concentracao de P4 até os 130 dias.

O aumento na concentragdo de P4 (>1 ng/mL) a partir dos 90 dias de
gestacado nas éguas aciclicas que nao apresentaram formacao de CLS pode
ser atribuido a crescente producdo de progestdgenos pela unidade feto-
placentaria nesta fase gestacional, como relatado por Lagneaux e Palmer
(1993) e Holtan et al.(1979) em éguas ovariectomizadas.

O desenvolvimento da vesicula embrionaria foi similar entre o grupo
tratado com altrenogest € o grupo Controle. Este achado esta de acordo com o
estudo de Voller et al. (1991), onde nao foi encontrado efeito da administracao
de altrenogest sobre o desenvolvimento da vesicula em éguas gestantes
tratadas com PGF2a para destruir o corpo luteo primario. Adicionalmente,
Willman et al. (2011) suplementaram receptoras ciclicas (com corpo luteo
primario) com altrenogest e também nao observaram efeito do tratamento
sobre o tamanho da vesicula embrionaria.

Durante o processo de desenvolvimento da vesicula embrionaria foi
observada uma reducdo na taxa de crescimento entre 20 e 30 dias de
gestacao, similar ao observado por Ginther (1995) em éguas e Gastal et al.
(1993) e Meira et al. (1998) em jumentas, sendo atribuido ao aumento do
tonus uterino limitando a expansao da vesicula.

Quanto ao concepto, as médias encontradas entre 20 e 60 dias de
gestacao foram similares em todas as avaliagbes entre o grupo tratado e
controle. Willmann et al. (2011), ao investigar o efeito do tratamento com
altrenogest em eéguas prenhes, contendo corpo luteo primario, sobre o
desenvolvimento do concepto, observaram uma melhora no desenvolvimento
embrionario/fetal em éguas tratadas, com idade acima de 8 anos, no periodo
de 30 a 45 dias de gestacao. No presente trabalho nao foi observada influéncia
do altrenogest sobre o desenvolvimento do concepto quando administrado
para manter a gestagédo em receptoras aciclicas
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7. CONCLUSOES

a)

Sugere-se que a interrupcdo do tratamento com progestageno em
receptoras gestantes aciclicas aos 70 dias permite a manutengdo da
gestacao quando as éguas apresentam formacao de CLS ha pelo menos
10 dias. Além disso, a interrupg¢ao do tratamento aos 120 dias de gestagao
permite a continuidade da gestagdo em todas as receptoras, independente
da presencga ou auséncia dos CLS nos ovarios.

A primeira formacdo dos CLS em éguas aciclicas ocorre em periodo mais
avancado da gestacado do que em éguas ciclicas. Quando éguas aciclicas
encontram-se em anestro no momento da transferéncia de embrido a
formagdo dos CLS ocorre em periodo gestacional mais avancado em
relacdo aquelas que se tornam gestantes na fase transicional.
Adicionalmente, éguas em transicdo formam maior numero de CLS em
relacdo as éguas em anestro.

A elevacao da concentracdo de progesterona sintetizada pelos CLS em
éguas receptoras aciclicas gestantes inicia em periodo gestacional mais
avangado, assim como o perfil da concentracdo do horménio durante os
primeiros 130 dias de gestacdo apresenta-se inferior em relacdo as
receptoras ciclicas.

O desenvolvimento do concepto em éguas aciclicas tratadas com
altrenogest é similar ao de éguas nao tratadas nos primeiros 60 dias de
gestacgéao.
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RESUMO

ASPECTOS RELACIONADOS A FORMACAO, FUNCAO E REGRESSAO
DOS CORPOS LUTEOS SUPLEMENTARES EM EGUAS

Os corpos luteos suplementares (CLS) sdo estruturas ovarianas que se
desenvolvem a partir dos 36-40 dias de gestagdo, através do estimulo
hormonal da gonadotrofina coriénica equina (eCQG) secretada pelos calices
endometriais. Os CLS sao compostos pelos corpos luteos acessorios,
resultantes da luteinizacao dos foliculos anovulatérios e pelos corpos luteos
secundarios, formados a partir da ovulagdo de alguns foliculos. Junto com o
corpo luteo primario e a unidade feto-placentaria, constitui-se em uma das
fontes de progesterona que contribui para a manutencdo da gestacdo nos
equinos. O processo que da origem aos corpos luteos suplementares envolve,
além do aspecto endocrinoldgico, fatores imunologicos desencadeados pela
origem aos calices endometriais, que por sua vez secretardo o eCG
estimulando a formacdo dos CLS. No entanto, o significado desta invasao e
posterior resposta imunolégica vao além da formacdo dos CLS e envolve
mecanismos responsaveis pela manutencao da gestacao. A suplementacao de
progesterona por estes corpos luteos possui tempo limitado e a regressao
dessas estruturas estd ligada ao mecanismo de regressdao dos calices
endometriais, embora este Ultimo ocorra antes da regressdo dos CLS. O
estudo dos CLS possibilita o esclarecimento da real contribuicdo destes a
manutencdo da gestacdo, além de possibilitar reducdo nos tratamentos

hormonais utilizados em programas de transferéncia de embrides.

Palavras-chave: Corpos liteos suplementares; Célices endometriais; Egua;

Progesterona.

ABSTRACT

ASPECTS RELATED TO FORMATION, FUNCTION AND REGRESSION OF
SUPPLEMENTARY CORPORA LUTEA IN MARES

Supplementary corpora lutea (SCL) are ovarian structures that develop from 36-
40 days of gestation through equine chorionic gonadotropin (eCG) hormonal
stimulation, secreted by the endometrial cups. The SCL are composed by
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accessory corpora lutea, resulting from follicle luteinization and by secondary
corpora lutea, which arise from follicle ovulation. These structures, together with
the primary corpus luteum and the fetoplacental unit, constitute one of the
progesterone sources that contribute to pregnancy maintenance in equine
species. The process that gives rise to the supplementary corpora lutea
involves endocrine and immunological features. Trophoblastic fetal cells invade
the underlying endometrium and differentiate themselves into endometrial cups,
that in turn secrete eCG stimulating the SCL formation. However, the purpose
of this invasion and its subsequent immunological response involves pregnancy
maintenance mechanisms. Progesterone supplementation by these corpora
lutea is limited, so that around 180-200 days there is no luteal structures on
ovarian tissue. Regression of supplementary corpora lutea is connected to
endometrial cups regression, although the latter occurs before the SCL
regression. The SCL review allows explanation of the real contribution of these
structures to pregnancy maintenance and also enables hormone treatment

reduction applied in embryo transfer programs.

Key-words: Supplementary corpora lutea; Endometrial cups; Mares;

Progesterone

RESUMEN

ASPECTOS RELACIONADOS CON LA FORMACION, FUNCION Y
REGRESION DE LOS CUERPOS LUTEOS SUPLEMENTARES EN YEGUAS
Los cuerpos luteos suplementarios (CLS) son estructuras ovaricas que se
desarrollan a partir de los 36-40 dias de gestacion, a través del estimulo
hormonal de la gonadotrofina corionica equina (eCG) secretada por las copas
endometriales. Los CLS estan compuestos por los cuerpos liteos accesorios
que resultan de la luteinizacién de los foliculos anovulatorios y por los cuerpos
liteos secundarios, formados a partir de la ovulacién de algunos foliculos. En
conjunto con el cuerpo luteo primario y la unidad fetoplacentaria, los CLS
constituyen una de las fuentes de progesterona encargadas de mantener la
gestacién en los équidos. El proceso que da origen a los CLS involucra,
ademas del aspecto endocrinolégico, factores inmunoldgicos desencadenados



O o0 39 AN L B~ W N =

[ S S S = T e T
AN N kAW N = O

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

54

a consecuencia de la génesis de las copas endometriales, que a su vez,
secretaran eCG estimulando asi la formacién de los CLS. Sin embargo, el
significado de esta invasién y la respuesta inmunolégica ulterior va mas alla de
la formacion de los CLS y esta relacionada con los mecanismos responsables
por el mantenimiento de la gestacion. La secrecién de progesterona por parte
de los CLS tiene un periodo limitado y su regresion esta ligada al mecanismo
de regresion de las copas endometriales, a pesar de este Ultimo ocurrir antes
que la de los CLS. El estudio de los CLS posibilita el esclarecimiento de la
contribucién real de estas estructuras al mantenimiento de la gestacion,
ademas de posibilitar la reduccién de los tratamientos hormonales utilizados en

programas de transferencia de embriones.

Palabras-clave: Cuerpos Iuteos suplementarios; Copas endometriales;

Yeguas; Progesterona

INTRODUGCAO

A manutengcdo da gestacdo em equinos, assim como nas demais
espécies domésticas, requer constante sintese de progesterona. Sabe-se que
em éguas a progesterona tem inicialmente origem ovariana, sendo secretada
pelo corpo luteo priméario (CLP) e, a partir dos 36-40 dias de gestacao, pelo
conjunto CLP e corpos luteos suplementares (CLS). Aproximadamente aos 180
dias de gestagdo nao ha mais producdo de progesterona pelos corpos lateos
da égua e a unidade feto-placentaria, embora ja contribuindo com a producéao
de progestagenos no periodo anterior a regressdo dos CLS, assume a
producgao até a fase final da gestagao (1).

A embriogénese na espécie equina possui uma caracteristica Unica no
que diz respeito ao desenvolvimento da cinta coribnica e a sua posterior
invasdo do endométrio (2). No inicio da gestacado, concentracdes altas do

hormdnio gonadotrofina coriénica equina (eCG) aparecem no soro materno. O
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eCG é secretado por estruturas placentarias chamadas calices endometriais,
as quais se originam das células trofoblésticas da cinta coridnica e, apos certo
tempo de atividade, sdo imunologicamente destruidas (3, 4). Este horménio,
juntamente com o horménio foliculo estimulante (FSH) liberado pela glandula
pituitaria, é responsavel pela formacdo dos CLS na égua gestante. Os CLS
complementam a producao de progesterona secretada pelo CLP, sendo
observadas aproximadamente no 40° dia de gestacado e regredindo em torno
dos 150-200 dias (4).

O objetivo deste trabalho é discorrer sobre os principais aspectos
relacionados aos corpos luteos suplementares. Serdo abordados os complexos
mecanismos envolvidos com sua origem, assim como suas caracteristicas,
funcdo e os processos responsaveis pela sua regressado. Além disso, sera
discutida a relacao dos CLS com o tempo de tratamento com progestagenos
administrado em receptoras aciclicas nos atuais programas de transferéncia de

embrides.

REVISAO DE LITERATURA
Producao de progesterona durante a gestacao em éguas

A progesterona (P4) € o horménio fundamental para a manutencao da
prenhez (5, 6). Todos os animais domésticos necessitam da constante
producdo de P4 e de seus ativos metabodlicos bioldgicos, como as 5a —
dihidroprogesteronas (5aDHP), para manter adequado ambiente uterino para o
desenvolvimento do feto. Diferentemente da cabra, porca, vaca e cadela, que
apresentam a producdo total de progesterona da gestacdo a partir do

prolongamento da funcionalidade do corpo luteo, a égua necessita de quatro
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componentes que se combinam para gerar a produgao total de progesterona e
progestagenos (Ex: 5a-pregnonas) necessarios a manutencdo da gestacao,
sendo estes o corpo lateo primario, o0s corpos luteos suplementares, o
alantocorio e as glandulas adrenais do feto (5).

O corpo luteo primario (CLP) é aquele formado logo apés a ovulagao
cujo ovdcito liberado pelo foliculo levou a formagao do concepto. Em éguas
gestantes o CLP persiste além da sua vida ciclica normal de 14-16 dias devido
ao reconhecimento materno da gestacao, periodo no qual o embrido secreta
fatores luteostaticos para permitir a continuidade da gestagdo (1, 7). Tendo
resistido ao processo da lutedlise durante os dias 14-16 po6s-ovulagao, o CLP
persiste nos ovarios, mas o0s niveis de progesterona decrescem
gradativamente durante os proximos 20 dias ou mais (7).

Os corpos luteos suplementares comegam a se desenvolver nos ovarios,
ao redor dos 40 dias de gestacéo (1, 4, 8, 9). Os CLS produzem progesterona
apds a ovulacao ou luteinizagao dos foliculos, em resposta a fragédo LH do eCG
sobre os foliculos mais avancados das ondas foliculares estimuladas pela
continua secrecao de FSH pela pituitaria (1, 7, 10).

A progesterona produzida pelos CLS complementa a P4 produzida pelo
CLP e juntos mantém a gestacdo nos primeiros cinco meses de prenhez (4).
Todos os corpos luteos, tanto o primario quanto os suplementares, degeneram
por volta dos 150-200 dias de gestacao (1,4, 7, 8, 9).

Durante o periodo de expansdo do alantocério, entre os dias 40 e 120 de
gestacao, as células trofoblasticas adquirem capacidade de sintetizar diversos
horménios (5). Dentre eles, destaca-se a progesterona e os metabdlitos 5aDHP

e 20a-hidroxi-5a-pregnane-3-ona, observados ao redor dos 70 dias de
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gestacao, sendo produzidos pela utilizagdo exclusiva de fontes maternas de
colesterol (11).

Desta forma, entre os dias 70 e 120 de gestagdo, as concentrages de
progesterona e progestagenos encontrados no plasma representam uma
mistura de P4 secretada pelos corpos luteos primario e suplementares em
processo de declinio e pelos progestagenos da placenta secretados pelo
alantocorio em crescimento (5).

Nas lltimas 4 a 6 semanas de gestacdo, as glandulas adrenais em
crescimento e em processo de maturacdo do feto secretam quantidades
crescentes de pregnenolona, a qual é convertida a progestageno pelo

alantocorio (12).

Calices endometriais

Por volta do 25° dia de gestacdo, células trofoblasticas fetais sofrem
mudancgas celulares para formar a cinta coribnica no local de jungdo do
alantéide em desenvolvimento com o saco vitelinico em regressdo. Essas
células trofoblasticas da cinta coridnica invadem o epitélio uterino adjacente
aproximadamente aos 38 dias de gestacdo, migrando para a lamina propria
para se diferenciar nos célices endometriais (4, 7, 10). Cada unidade destes é
composta de uma densa massa de ceélulas trofoblasticas epitelidides,
binucleadas, entremeadas por alguns vasos sanguineos e pelas porgdes
fundicas distendidas das glandulas endometriais (13). Macroscopicamente, 0s
cdlices constituem protuberancas endometriais em forma de circulo ou
ferradura ao redor do concepto no corno uterino gravidico (1). Medem 1 a2 cm

de largura, podendo variar consideravelmente no comprimento, desde
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estruturas bem individualizadas de 1 a 3 cm a “fitas” alongadas que podem
medir acima de 20 cm de comprimento. Essas diferencas advém da
configuragdo do endométrio e da tonicidade do miométrio no momento da
invasao da cinta coriénica (14).

A formacao dos célices endometriais possui dois aspectos importantes
na manutencdo da gestacdo. O primeiro diz respeito ao aspecto
endocrinolégico, em que ha secregdao de eCG pelas células dos calices. O
eCG, hormdnio glicoprotéico de alto peso molecular, é liberado inicialmente
para a circulagdo materna através do sistema linfatico que drena o utero e mais
tarde se acumula na secrecao exdécrina das glandulas endometriais, através da
liberagdo dos componentes presentes nas células dos célices em degeneragao
(15). Este hormbnio é observado em amostras de sangue de éguas gestantes
em torno de 37 a 41 dias, aumentando rapidamente para niveis elevados ao
redor dos 60-80 dias, quando entdo decresce lentamente para niveis baixos ou
nao detectaveis por volta dos 120 a 160 dias (4, 16). A caracteristica mais
incomum e interessante da molécula de eCG é a capacidade que possui de
expressar atividade biolégica tanto de FSH quanto de LH (horménio
luteinizante), em uma fragdo de 1.4:1 (17), quando administrado para outras
espécies domésticas (10). No entanto, o eCG possui baixa capacidade de se
ligar aos receptores gonadais dos proprios equinos (<2%) em relacdo a
capacidade ligante do FSH e LH da pituitéria (18).

Na égua, durante o periodo de plena atividade, o componente LH do
eCG luteiniza foliculos que se desenvolvem durante a primeira metade da
gestacao pela continua liberacdo de FSH pela pituitaria (ndo pela fracao FSH

do eCQG) ou eventualmente estimula a ovulagao desses foliculos (7), formando
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0s corpos luteos acessorios (luteinizagdo dos foliculos anovulatérios) e corpos
liteos secundarios (ovulagao dos foliculos). O conjunto dos corpos luteos
acessérios e corpos luteos secundarios recebe a denominagcao de corpos
lGteos suplementares (1,4)

O segundo aspecto diz respeito a reagdao imunolégica causada pelas
células trofoblasticas invasoras que irdo formar os célices endometriais. Estas
células especializadas expressam altas concentragdes de antigenos paternos
ligados ao complexo de histocompatibilidade maior da classe | (MHC I) antes e
alguns dias ap6s a invasao. Desta forma provocam uma forte resposta imune
humoral pela mae, verificado pela presenca de altos titulos de anticorpos anti-
paternos no soro (19,20). Além disso, a invasao pelas células coribnicas
também provoca uma forte resposta celular no endométrio. O aparecimento de
linfécitos no estroma endometrial ocorre poucas horas apds a invasao inicial
das células da cinta coribnica e aumentam em numero drasticamente a partir
do dia 60-70 de gestacdo. Nesta fase também ha o aparecimento de células
mononucleares, como as células do plasma, macréfagos e eosindfilos (21,22).

As interacbes imunoldgicas que ocorrem pela formacdo dos calices
endometriais possuem importantes significados. O breve periodo de expressao
dos antigenos conjugados ao MHC | pelas células da cinta coridnica provoca
um estimulo especifico ao sistema imune materno, possivelmente
neutralizando a citotoxicidade das células NK (do inglés “natural Kkiller”)
presentes no epitélio uterino no momento da invasdo das células da cinta
coridnica (23). Além disso, Donaldson et al. (24) demonstraram que os calices
endometriais ja diferenciados ndao expressam moléculas do MHC |. A

expressao prolongada do MHC | poderia ser deletéria, por provocar a geragao
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de linfécitos T citotoxicos e consequiente perda dos célices endometriais e do
feto.

A expressao dos antigenos conjugados ao MHC | também torna capaz a
producdo de células T auxiliares, como evidenciados pela presenca de
anticorpos anti-paternos na égua, assim como possibilita o reconhecimento
pelos linfécitos T CD8+. A explicacdo mais aceitavel para estes eventos
imunolégicos, a partir da presenca desses elementos, é o direcionamento do
sistema imune materno para a elaboracdo do padrdo Th2 (tipo de célula
auxiliar) de resposta, o qual favorece a manutengao da prenhez (25) .

E importante ressaltar o estudo realizado por Allen et al. (26), em que foi
realizado a transferéncia de um embrido de jumento para uma égua receptora.
No estudo em questéo, foi verificado um pobre desenvolvimento das células
trofoblasticas que constituem a cinta coribnica nos dias 36-38 de gestagao.
Como resultado, nao houve o desenvolvimento dos calices endometriais e néao
foi constatado a presenca do eCG no sangue materno. Ainda assim, o
concepto continuou a se diferenciar e desenvolver até aproximadamente os
dias 60-65 de gestacdo, quando entdo, na auséncia da interdigitagdo normal
das vilosidades coriénicas com o endométrio que acontecem normalmente nos
dias 42-45, iniciou um processo de degeneracao e morte.

O modelo experimental de Allen e colaboradores mostra a importancia
da reacdo causada pela formagdo dos calices endometriais para ocorrer a
placentacao e a sobrevivéncia do embrido, pelo forte estimulo antigénico que
as células trofoblasticas da cinta coribnica causam no organismo materno,

fornecendo uma resposta imunolédgica protetora em relagéao ao feto.
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A falha no desenvolvimento dos célices endometriais neste modelo
“embrido de jumento em Utero de égua” ocorreu em 70% dos casos. Por outro
lado, constatou-se que este processo ndo ocorreu nos 30% dos casos
restantes. Nao houve o desenvolvimento dos calices endometriais, entretanto
ocorreu a implantacdo e interdigitacao do alantocérion com o endométrio, em
menor velocidade que nos casos de implantacdo convencionais (embrido égua
— Utero égua), porém ocorreu o desenvolvimento normal do feto e o nascimento
a termo (13). Este fato levantou a questao de quando este fenbmeno pode ser
imunologicamente ou geneticamente mediado. Além disso, questionou a real
importancia dos CLS, levando em consideragdo a ocorréncia de gestacdes
vidveis na auséncia do desenvolvimento dos célices endometriais e

consequentemente dos corpos luteos suplementares (7).

Caracteristicas dos corpos luteos suplementares

Os corpos lateos suplementares sdo glandulas associadas a dindmica
folicular. Essas estruturas comecam a se formar aproximadamente no 40° dia
de gestacdo, se desenvolvendo em glandulas luteais funcionais, muitas das
quais sao comparaveis ao corpo luteo primario (1). O numero de corpos luteos
aumenta a medida que a gestacdo avanca, com relatos de formacao até os 100
dias (27,28). Os CLS ainda s&o observados nos ovarios de alguns animais aos
180-200 dias de gestacéo (1,9).

A aparéncia dos CLS varia consideravelmente, refletindo em uma
divergéncia na morfologia. Entre os dias 40 e 70, aproximadamente, alguns
CLS sao extremamente grandes e possuem inicialmente aparéncia de um

coagulo. Estes, com o tempo, reduzem em tamanho e adquirem células luteais
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de forma semelhante ao corpo liteo maduro. Entretanto, alguns corpos luteos
suplementares passam por estagios de desenvolvimento semelhantes aqueles
do corpo luteo primdrio: alguns sdo relativamente sélidos, enquanto outros
apresentam cavidades centrais de diferentes diametros (1). Estruturas
esféricas sao originadas de foliculos anovulatérios (8), ao passo que estruturas
que apresentam um prolongamento em direcdo a fossa da ovulagdo sao
originadas do processo de ovulacio (8,9).

O estudo de Martin et al. (9) relata diferenca quanto a fase de ocorréncia
dos corpos luteos acessorios e dos corpos luteos secundérios. Observou-se
maior nimero de corpos luteos formados a partir da ovulagdo (secundarios)
durante os primeiros 120 dias de gestacdo, com a primeira observacao
realizada nos dias 39-45 de gestagao, enquanto verificou-se maior numero de
corpos luteos formados pela luteinizagdo (acessorios) durante os 121-198 dias
de gestacéo, sendo o primeiro observado no 39° dia. J& Squires et al. (8) e
Silva et al. (28) sugerem que os corpos luteos secundarios estejam presentes
em uma fase mais inicial da gestacédo, compreendida entre os 40 e 70 dias e 0s
acessorios principalmente apds os 70 dias. Considerando o total de corpos
luteos formados durante a gestagdo, pelo menos dois tercos dos CLS se
formam a partir da luteinizacao dos foliculos (1,9). No periodo compreendido
entre 80 e 100 dias de gestagao, observou-se o maior numero de CLS (8,28).

Meira et al. (27) avaliaram a atividade ovariana e a concentracao
plasmatica de estrégeno e progesterona em jumentas gestantes, detectando-se
o primeiro corpo luteo secundario no dia 41.8 £ 1.0 e aumento em namero até
o dia 100 de gestacdo. Segundo este autor, a maioria dos CLS formados

(79.3%) apresentava formato esférico e pouca ecogenicidade, sugerindo que
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foram formados pela luteinizagdo de foliculos < 30 mm de diametro. J& 13.8%
do total de CLS apresentavam formato irregular, eram hiperecogénicos e
pareciam se prolongar em dire¢cdo a fossa ovulatéria, sugerindo que alguns
corpos luteos suplementares podem se formar apés a ovulacdo de grandes
foliculos. Esses achados mostram a similaridade do padrdao de
desenvolvimento morfolégico dos corpos lUteos suplementares em éguas e
jumentas.

Em relacdo a concentracdo de progesterona produzida pelos CLS,
Ginther (1), Allen (7) e De Mestre et al. (10) avaliaram o perfil hormonal de
éguas no periodo em que os CLS encontravam-se presentes nos ovarios,
observando valores maximos de 15 a 20 ng/mL, aproximadamente, similares
aos encontrados por Meira et al. (27) ao avaliar a concentracdo de P4 em
jumentas gestantes.

Outra informacdo a se considerar € o numero de corpos luteos
suplementares formados por animal ou ovario. E importante observar que esta
informacao é escassa na literatura. Martin et al. (9) observaram a presenca de
2 a 7 corpos luteos suplementares por animal. Meira et al. (27) e Silva et al.
(28) encontraram valores semelhantes em jumentas (2 a 7) e éguas (2 a 6),
respectivamente, mostrando uma similaridade no numero de CLS encontrado

pelos autores citados.

Regressao dos calices endometriais e corpos luteos suplementares
Logo ap6s a descoberta da gonadotrofina coribénica equina em 1930,
Cole e colaboradores chamaram a atengéo para a préxima relagao existente

entre a secrecao do ECG e o desenvolvimento de corpos Iuteos suplementares
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nos ovarios da égua (29). Assim como ha uma coincidéncia entre o
desenvolvimento e persisténcia dos célices endometriais produtores de eCG e
os CLS, quando ocorre a regressao dos calices, cessa o estimulo para a
formacao dos CLS (10). No entanto, a regressao dos calices endometriais nao
coincide exatamente com a regressao dos CLS. A regressao dos corpos luteos
suplementares ocorre mais tardiamente, sendo possivel observar a presenca
de CLS funcionais (com capacidade sintética de progesterona) até o dia 198 de
gestacdo. Porém, na grande maioria dos casos, a reducdo da producdo de
progesterona € verificada a partir dos 160 dias de gestagao, sugerindo que a
partir deste momento ocorreu o processo de regressao (9).

A regressao dos célices, responsavel por cessar o estimulo a formagao
dos CLS, esta ligado a resposta imune celular. O aparecimento de linfécitos no
estroma do endométrio ocorre poucas horas ap6s a invasao inicial das células
da cinta coribnica e aumentam em numero drasticamente a partir do dia 60-70
de gestacao. Nesta fase também ha o aparecimento de células mononucleares,
como as células do plasma, macréfagos e eosinéfilos (21,22). Inicialmente, o
acumulo de leucécitos apenas reveste as células fetais estranhas ao organismo
materno, porém, acima do 70° dia de gestacdo, quando as células da regido
central dos célices endometriais comecam a degenerar, os leucdcitos invadem
ativamente o tecido e atacam os célices endometriais, culminando na morte e
descamacao de todo o cédlice em processo de necrose aproximadamente nos
dias 100-120 de gestacao (22).

Antczac & Allen (30) acreditavam que a morte dos célices endometriais
nos dias 100-120 de gestacao era resultado da reacdo leucocitaria que se

formava no tecido materno em resposta a presenca dos calices fetais.
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Entretanto, estudos recentes sugerem que os mecanismos envolvidos sdo mais
complexos. Primeiro, os calices endometriais ndo expressam moléculas do
MHC | (24) e também néo expressam o MHC da classe Il (31), responséavel por
montar resposta citotoxica. A auséncia destas moléculas que apresentariam o
antigeno paterno ao sistema imune evita que os célices sejam destruidos pelos
linfécitos citotoxicos (10). Segundo, a infiltragcdo de células CD4+ presente ao
redor dos calices nao inclui apenas linfocitos T auxiliares tradicionais e sim
linfécitos T que possuem capacidade de regular e suprimir a resposta imune
(32). Terceiro, as células fetais dos calices endometriais possuem atividade
inerente de modular a imunidade; produtos secretérios das células da cinta
coridnica suprimem a proliferagéo de linfécitos e a expressao de citocinas (33).
Além disso, ao serem transplantadas para locais fora do Utero em éguas
nao-prenhes (34, 35), as células da cinta coridnica apresentam caracteristicas
similares as dos célices, incluindo secrecao de eCG e a habilidade de resistir a
resposta imune celular e humoral montadas pela receptora (10). Estas
habilidades apresentadas sugerem que as células binucleadas (cinta coriénica
e cdlices endometriais) possuem autocontrole, controlando seu préprio destino
(10) e é possivel que a reagdo leucocitaria formada é simplesmente em
resposta a presenca dos calices endometriais em degeneracéo no final de seu

tempo normal de vida (36).

Corpos luteos suplementares e tratamento hormonal em éguas
receptoras aciclicas
Atualmente, nos programas de transferéncia de embrides, faz-se uso da

administracao de progestagenos exdgenos (progesterona natural ou sintética)
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em receptoras de embrides aciclicas, com objetivos de estabelecer e manter a
gestacdo. Os protocolos hormonais utilizados preparam a receptora para
receber o embrido, mimetizando as condigbes fisiolégicas que ocorrem nas
éguas ciclicas (37). Além disso, acredita-se que a aplicacao dos progestagenos
€ necessaria até o momento em que a unidade feto-placentaria esta
suficientemente madura para manter a gestacdo, com a producdo de seus
préprios progestagenos (11).

Em contrapartida, pesquisas recentes correlacionam a interrupcéo do
tratamento com a formagao dos corpos luteos suplementares. Greco et al. (38)
sugerem que a interrupcdo do tratamento pode ser realizada antes da
maturacao feto-placentaria, a partir dos 40 dias de gestacdo, quando os CLS
surgem nos ovarios.

Ja Silva et al. (39) sugerem que o numero de CLS formados e o tempo
decorrido desde a primeira formagcdo até o dia da interrupgdo do tratamento
sdo variaveis importantes envolvidas na manutencado da gestacdo. Segundo
estes autores, andlises da concentracdo da progesterona plasmatica,
sintetizada pelos CLS, sao necessérias para definir o momento de interrupcao
do tratamento. Em um futuro préximo, é possivel que o tratamento hormonal
administrado nas receptoras aciclicas seja reduzido, beneficiando proprietarios

e veterinarios.

CONSIDERAGCOES FINAIS
A producdo extra de progesterona secretada pelos corpos luteos
suplementares auxilia na manutencao da gestacdo até aproximadamente os

100 dias, quando entdo a unidade feto-placentaria esta suficientemente madura
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para assumir a produgao de progestagenos sem a contribuicdo dos ovarios. No
entanto, como demonstrado por Allen e colaboradores em 1987, foi verificado a
sobrevivéncia de 30% das gestacdes extraespecificas de jumentos em éguas
sem a presenca de qualquer corpo lateo suplementar pela falha no
desenvolvimento dos calices endometriais. Este fato leva a crenca de que a
progesterona secretada pelos corpos luteos suplementares pode nao ser
essencial para a manutencao da gestacao.

Estudos envolvendo os corpos lUteos suplementares permitem o
esclarecimento da real contribuicdo destes a manutencdo da gestagado e
possibilita a reducdo do tempo de tratamento de protocolos hormonais
utilizados em receptoras aciclicas, amplamente utilizados em programas de

transferéncia de embrides.
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Tabela 7: Nimero e periodo de formagéo dos corpos luteos suplementares (CLS) por

égua do grupo 70ALT até os 130 dias de gestacao.

Egua Formacao dos CLS Numero de CLS Total
(Dias de gestacao) formados CLS
36-40 1
A 41-45 1 2
36-40 1
B 46-50 3 6
61-65 2
C 61-65 1* 1
71-85 1
D 86-100 1 4
101-115 1
116-130 1
86-100
E 101-115 1 3
116-130
56-60 1
F 61-65 1 5
86-100 2
1

101-115

* Egua C apresentou a formagéao de um CLS até os 70 dias de gestacéo.
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Tabela 8: NUmero e periodo de formagéo dos corpos luteos suplementares (CLS) por

égua do grupo 120ALT até os 130 dias de gestacgéo.

Egua Formacao dos CLS Numero de CLS Total
(Dias de gestacao) formados CLS
56-60 1
H 71-85 3 5
86-100 1
61-65 1
I 86-100 1 3
101-115 1
46-50 1
J 71-85 1 3
116-130 1
K 66-70 1 1
61-65 1

M 71-85 1 3
101-115 1




75

Tabela 9: Numero e periodo de formagao dos corpos liteos suplementares (CLS) por

égua do grupo Controle até os 130 dias de gestagao.

Egua Formacao dos CLS Numero de CLS Total
(Dias de gestacao) formados CLS

41-45 1
P 51-55 1
66-70 1
71-85 1

36-40 1
Q 86-100 1 2

36-40 1
R 86-100 2 3

36-40

51-55

S 56-60
66-70

71-85

86-100

—_ - -

36-40 1
T 86-100 1 2

36-40
41-45
u 61-65
86-100

O = =

41-45

61-65

\Y 66-70
71-85

86-100

—_ N A =2
O
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Figura 8: Perfil individual da concentragcdo de progesterona de algumas éguas dos
grupos 70ALT, 120ALT e Controle: (A) égua que apresentou a primeira formacao dos
CLS, por ovulacdo, aos 38 dias em média; éguas que apresentaram a primeira
formagao por luteinizagdo, em média, aos 63 dias (M) e 93 dias (E); éguas que nao
apresentaram a formacao de CLS até os 70 dias (G) e até os 130 dias (L); (P) égua
com corpo luteo primario e formacao de CLS do grupo Controle. As setas representam
a deteccao do primeiro CLS. Na égua G foi observado abortamento aos 75 dias de
gestacdo e a colheita de sangue e dosagem de P4 ndo foram realizadas nas

avaliagBes seguintes.
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