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RESUMO

RODRIGUES, TIAGO GOMES, M. Sc; UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO; JANEIRO 2014, Avaliacéo do efeito luteotréfico da eCG em éguas.

ORIENTADOR: PROF. JOSE FREDERICO STRAGGIOTTI SILVA.

Este estudo foi conduzido com a finalidade de avaliar o uso da gonadotrofina
coribnica equina (eCG) logo apds a ovulacado de éguas, na formacgéo do corpo luteo
e producgdo de progesterona. Foram utilizadas 50 éguas, com idade variando de 3 a
16 anos em condicdo corporal compativel com a atividade reprodutiva, durante duas
estacdes de monta, entre os meses de setembro/marco de 2011/2012 e 2012/2013.
Estas éguas foram monitoradas por palpacdo retal e ultrassonografia, sendo
observadas as caracteristicas dos 0Orgdos genitais durante o estro até o dia da
ovulacdo (DO) e no diestro em D2, D4 e D8. O experimento foi dividido em dois
tratamentos: Tratamento | (n=25) — éguas monitoradas com ovulacdo natural e
tratamento 1l (n=25) — éguas cuja ovulacdo foi induzida com a administracdo
endovenosa de 1 mg de acetato de deslorelina (andlogo do GnRH). Verificada a
ovulacdo, as éguas de ambos os tratamentos foram subdivididas em cinco grupos
de cinco animais, obedecendo a administracdo do farmaco estudado (eCG), sendo
Gl: controle; GlI: 250 Ul eCG no DO; GlII: 250 Ul eCG no DO + 250 Ul eCG no D2;
GIV: 500 Ul no DO; e GV: 500 Ul eCG no DO + 500 Ul no D2. Para a avaliacdo do
efeito da dose-resposta do farmaco manipulado nestes animais e influéncia do eCG
na qualidade inicial da glandula luteinica, foram coletados os dados: ténus uterino,
ecogenicidade, tamanho do corpo luteo (CL) e concentragdo de progesterona.
Analisando os parametros das caracteristicas reprodutivas coletadas em fungéo dos
tratamentos e grupos por dia, ndo foram encontradas efeitos de diferencas
significativas. Em vista da complexidade dos eventos relacionados e das
particularidades peculiares na formacdo do CL que envolvem a espécie em questao,
as investigacdes a respeito da eCG sédo de grande valia na aplicacédo pratica das

biotecnologias reprodutivas equinas.

Palavras-chave: equinos, corpo lateo, gonadotrofina coribnica equina (eCG).
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ABSTRACT

RODRIGUES, TIAGO GOMES, D. SC; STATE UNIVERSITY OF NORTH FLUMINENSE DARCY
RIBEIRO, JANUARY, 2014, Assessment of the luteotrophic effect of eCG in mares.

LEADER: PROF. JOSE FREDERICO STRAGGIOTTI SILVA.

This study was conducted to evaluate the use of equine chorionic gonadotropin
(eCG) after ovulation in mares in order to evaluate the formation of the corpus luteum
d progesterone production. Fifty (50) mares, ranging in age from three to sixteen and
body condition compatible with reproductive activity, were used during two breeding
seasons between the months of September / March 2011/2012 and 2012/2013.
Where were monitored by rectal palpation and ultrasonography were observed
features of the genitals during estrus to ovulation day (DO) and diestrus in D2, D4
and D8. The experiment was divided into two treatments: | (n = 25) - Mares
monitored with natural ovulation and group Il (n = 25) - Mares whose ovulation was
induced with intravenous administration of 1 mg of deslorelin acetate (GnRH
analogue). Verified ovulation, the mares of both treatments were sub divided into 5
groups of 5 animals, following administration of the study drug (eCG) and GI: control;
IGI: 250 IU eCG in DO; Glll: 250 IU eCG in DO + 250 IU eCG at D2; GIV: Of the 500
IU; and GV: 500 IU eCG at DO + D2 500 IU. For the evaluation of the dose response
effect of the drug in these animals manipulated and influence of eCG on the initial
quality of the luteal gland, the data were collected with uterine tone, echogenicity,
size of the corpus luteum (CL) and progesterone concentration. No effects of
significant differences were found when analyzing the parameters of reproductive
traits collected in the treatments and groups per day. Given the complexity of the
events related and peculiar characteristics in the formation of CL involving the
species in question, investigations regarding the eCG are of great value in the

practical application of the equine reproductive biotechnologies.

Keywords: horses, corpus luteum, equine chorionic gonadotropin (eCG).
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1- INTRODUCAO

A transferéncia de embrido equino (TEE) consiste na coleta de um embrido de
uma fémea doadora, geneticamente superior, e a transferéncia deste para uma
fémea receptora, encarregada de levar a gestacdo a termo. Esta biotecnia é
amplamente utilizada pela induUstria equina, tendo cerca de 40 anos de estudos e
aperfeicoamentos, apdés a primeira descricdo de TEE (1972). Desde a década de
1980, a técnica € realizada comercialmente (MCKINNON; SQUIRES, 2007) e, em
1986, o médico veterinario Jodo Junqueira Fleury a trouxe para o Brasil (CAMARGO,
2008), contribuindo com inimeros estudos e experimentos envolvendo a TEE.

A reproducdo equina vem crescendo exponencialmente nas ultimas duas
décadas, tanto em adeptos como em quantidade de trabalho na é&rea da
biotecnologia assistida. Segundo a ultima publicacdo (2012) do Comité Estatistico da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embriées (IETS), o Brasil figura como o
primeiro maior produtor de embrides equinos do mundo, perfazendo mais de 12.000
inovulacdes, concentradas na Regido Sudeste do pais, com cerca de 40 centros de
TEE registrados (ALVARENGA, 2010). Apesar do desenvolvimento,
aperfeicoamento e elevadas taxas de concepcao aplicadas a espécie, seu emprego
comercial ainda é muito atrasado em relagdo a bovinos, ovinos e suinos (RIERA,
2009).

Um dos principais pontos para a baixa eficiéncia dos programas de TEE, em
relacdo as doadoras, consiste na dificuldade de induzir superovulacdo em éguas, 0
gue é facilmente atingido nas outras espécies como bovino e ovino. Outro grande
problema é a alta percentagem de fémeas mais velhas usadas repetidamente, o
que, além de diminuir a taxa de recuperacdo embrionaria, é considerado um fator de
melhoramento genético lento na espécie equina.

Os fatores que influenciam diretamente na TEE sdo: a qualidade do sémen do
garanhdo, o dia da coleta, a qualidade embrionaria e a escolha da receptora e/ou
barriga de aluguel apta a gestar o embrido, sendo este ultimo um dos mais
importantes a ser considerado, visto que, para uma boa selecao, deve-se respeitar o
limite de idade, o tamanho do animal, escore corporal, sanidade, estado reprodutivo,
habilidade materna, docilidade, parametros indispensaveis ao sucesso da taxa de

prenhes e reducédo da perda embrionaria precoce, representando um empecilho de
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quase todos os programas de TEE. O manejo e o alojamento das receptoras
representam um dos itens mais caros no planejamento econdémico em um centro de
reproducdo, estando cada vez mais escassos pelo aumento exponencial da
demanda e pela necessidade de grandes areas para sua manutencdo, 0 que torna
relevante o incremento em pesquisas direcionadas a eficiéncia da técnica no item
relacdo doadoras/receptoras.

Pesquisadores, ha 84 anos, descreveram que o0 soro de éguas prenhes
estimulava o aumento do peso ovariano e o0 desenvolvimento sexual em ratas
impaberes. A glicoproteina responsavel por tal estimulo foi denominada PMSG
(Pregnant Mare Serum Gonadotrofin). Inicialmente, acreditava-se que este horménio
fosse produzido pela hipéfise da égua prenhe (citado por COLE e HART, 1930). No
entanto, com a evolucdo dos estudos imuno-histoquimicos, verificou-se que tal
hormbénio € sintetizado durante a gestacdo ap0s a migracdo das células
trofoblasticas do concepto para o endométrio materno, que formam os célices
endometriais (WOODING et al., 2001). Considerando a origem embrionaria do
PMSG e a semelhanca de sua estrutura molecular com a gonadotrofina coriénica
humana (hCG), tal horménio glicoproteico tem sido designado, modernamente, de
eCG (equine Chorionic Gonadotrifin). Nos equinos, a eCG é fundamental para a
manutencdo da prenhes, porque estimula a formacdo de corpos luteos acessorios,
mantendo a sintese de progesterona durante o periodo inicial da gestacao, quando a
placenta ainda ndo € capaz de sintetiza-la.

Em todas as espécies de mamiferos domésticos investigados até o momento,
a eCG promove dupla atividade biologica, exercendo o papel semelhante ao do
horménio foliculo estimulante (FSH) e ao do horménio luteinizante (LH), ambos
envolvidos na foliculogénese e ovulacdo. A eCG é a Unica gonadotrofina capaz de
ligar-se tanto aos receptores de LH quanto aos de FSH (ROSA, 2009).

Portanto, o objetivo deste estudo consiste em expor o papel da eCG na
reproducdo equina, como agente luteotréfico, fato este que tornaria 0 uso deste
horménio uma ferramenta fundamental em programas de reproducdo equina

assistida.
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2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-CICLO ESTRAL

O ciclo estral € denominado como um fendémeno ritmico, observado em
periodos regulares, mas limitados de receptividade sexual, o estro, que ocorre em
intervalos regulares em torno de 21 dias para os equideos. Segundo McKinnon. e
Voss (1992), o ciclo estral € a repeticdo de uma sequencia de eventos em que a
égua se prepara para receber o embrido. Os equideos obedecem a um ritmo
circanual reprodutivo, regulados primariamente pelas mudancas no fotoperiodo ao
decorrer do ano, apresentando receptividade sexual na primavera e verdo, sendo
esta espécie classificada como poliéstrica estacional (HAFEZ, 2004).

Este sinal ambiental é traduzido para um sinal endécrino na glandula pineal,
localizada no centro do cérebro. Esta glandula varia a sintese de melatonina em
decorréncia de maior ou menor luminosidade, hormonio este que possui atividade
inibitéria de gonadotrofinas. Na égua, dias curtos sdo associados a queda na
secrecdo de gonadotrofinas e, consequentemente, a diminuicdo na atividade
ovariana. Por este motivo, a sintese de melatonina s6 se faz presente a noite, o que
explica 0 mecanismo de sazonalidade dos equideos, ja que, no inverno, devido aos
longos periodos de escuriddo e a alta producdo de melatonina, as éguas entram em
anestro. Durante a fase aciclica, a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal fica
deprimida, sendo baixas as concentracdes plasmaticas dos horménios FSH e LH,
refletindo um padréo infrequente de liberagdo pulséatii destes horménios e a
inatividade ovariana (HAFEZ, 2004). A duracdo do anestro varia entre éguas e
também entre os anos na mesma égua (DAELS, 2006).

Apbs os olhos receberem estimulacdo luminosa, primavera e verdo, ha uma
sinalizacdo para a glandula pineal e uma posterior inibicdo da sintese de melatonina,
aumentando a producao de gonadotrofinas. O aumento da concentracéo plasmatica
de FSH é a chave para o recrutamento folicular, quando tem inicio seu
desenvolvimento sincronizado em forma de onda (HAFEZ, 2004). Ginther (2000)
afirma que a emergéncia das ondas foliculares em equinos e bovinos € estimulada

por um pico de FSH e que, nas fémeas equinas, a onda alcanca um pico quando os
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foliculos atingem o didmetro de 13 mm, ocorrendo entdo uma diminuicdo da
concentracdo de FSH, que ndo impede que dois foliculos alcancem o diametro de 22
e 19 mm. Quando os foliculos alcancam este diametro, ocorre o desvio (GINTHER,
2007), e um foliculo se torna dominante, com crescimento continuo até a ovulacao, e
0 outro, subordinado, regredira na maioria das vezes. Gastal et al. (2000) concluiram
que o LH n&o esta envolvido no inicio do desvio, embora seja necessario para o
crescimento do foliculo, apds o desvio e a ovulagéo.

O estro é caracterizado pela presenca de foliculo dominante, edema uterino,
relaxamento cervical e comportamento de receptividade sexual, sinais estes
causados pelo aumento de estrogeno circulante, produzido pelas células da
granulosa do foliculo dominante, preparando o trato genital da égua para receber e
transportar 0os espermatozoides até o oviduto onde ird ocorrer a fecundacédo
(ANDRADE, 1993).

O crescimento do ducto glandular do endométrio, as alteragBes histoldgicas
do epitélio vaginal durante o ciclo estral, o crescimento do ducto da glandula
mamaria durante a mamogénese, a liberacdo de horménio hipofisario, o auxilio no
processo de implantacdo embrionéria, e a potencializacdo dos efeitos da oxitocina e
das prostaglandinas sobre as contracdes uterinas, sao também resultantes da acao
dos estrogenos, segundo Hafez (2004).

O diestro € o periodo entre a dltima ovulacdo e um novo estro. Esta fase é
caracterizada pela formacéo e presenca do corpo luteo apds a ovulacédo (glandula
enddcrina temporéria), que tem a funcdo de produzir progesterona (P4). Esta,
guando em concentracdes elevadas no organismo, demonstra sinais na égua, como
relutdncia ao garanhéo, fechamento da cérvix preparacdo do Utero para receber o
embrido, como o aumento da atividade secretdria das glandulas endometriais e
inibicdo da mobilidade do endométrio e do estro, sinais que permanecem até a lise

do corpo luteo, totalizando 21 dias do ciclo estral (DAVID et al., 2011).
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2.2- FUNCIONALIDADE DO CORPO LUTEO

O corpo luteo é uma estrutura glandular transitéria, que inicia seu
desenvolvimento no ovério, imediatamente ap0s a ovulagdo, sob a acdo de um
conjunto de fatores mitogénicos, angiogénicos e de crescimento, 0s quais agem
sobre as células foliculares remanescentes determinando a luteinizacdo (SALLES e
ARAUJO, 2010). O corpo lateo (CL) foi descoberto por Coiter em 1573 (LUZ, 2004).
A sua origem, funcao e regulacéo foram estudadas por Marcello Malpighi em 1689.
Em 1672, Regnier de Graaf descreve o corpo liteo como corpos globulares,
estruturas que permaneciam no ovario de coelhas entre o coito e o parto, cujo
namero esta relacionado a quantidade de filhotes, ou entéo, estruturas transitérias
na auséncia de fertilizacdo (NISWENDER et al., 2000). Em 1898, Prenant foi o
primeiro a considerar o corpo liteo como uma glandula endécrina. Frankel (1903)
verificou que a remocado dos ovarios de coelhas prenhes interrompia a gestacao,
confirmando a hip6tese de Gustav Born’s de que o corpo lateo € requerido para a
implantacdo e manutencdo da gestacao (SMITH et al., 1994). Em 1929, Corner e
Allen identificaram a progesterona (P4) como o principal produto secretado pelo CL,
sendo que sua férmula estrutural foi demonstrada por Slota em 1934 (SMITH et al.,
1994). Stocco et al. (2007) consideram que o corpo luteo desempenha um papel
central na regulacdo do ciclo estral e na manutencdo da gestacdo, cuja funcao é
realizada em grande parte pela progesterona. Assim, as evidéncias levaram a
considerar o corpo luteo como uma glandula endocrina temporaria que se
desenvolve a partir das células da teca e da granulosa remanescente do foliculo
ovulado (DAVIS e RUEDA, 2002), com rapido crescimento, diferenciacdo e
luteinizacdo (LUIS e QUINTERO, 1998).

Varios pesquisadores estudaram 0s mecanismos associados com o0
desenvolvimento, a manutencdo e a regressdo do corpo lateo (MILVAE, 2000;
DAVIS et al., 2003; FRASER e WULFF, 2003; BERISHA e SCHAMS, 2005;
STOCCO et al., 2007). Os mecanismos intra e extrafoliculares que poderiam afetar a
fase luteal e funcional em primatas e ruminantes domeésticos foram descritos por
varios autores (MILVAE et al., 1996; STOUFFER et al.,, 2001; DIAZ et al., 2002,
SANGHA et al., 2002; WEBB et al., 2002; BOWEN-SHAUVER e TELLERIA, 2003;
STORMSHAK, 2003; SCHAMS e BERISHA, 2005). O papel regulador da
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progesterona tem despertado interesse, uma vez que determina o comprimento do
ciclo estral e a manutencao da gestacdo, com acdes fisioldgicas em varios tecidos
alvos (BERTAN, 2004). Além disso, a possibilidade de alterar a extensdo de seu
periodo ativo abriu perspectivas de controlar a época da ovulacdo nas diversas
espécies de animais domésticos.

O processo ovulatério resulta das interagbes entre o LH e o AMPciclico,
prostaglandinas e enzimas proteoliticas (GINTHER et al., 1992). A ovulacdo na égua
ocorre na fossa ovulatdria que se localiza no bordo céncavo ou ventral do ovario.
Um foliculo recentemente ovulado é palpado e se apresenta como uma profunda
depressao na superficie do ovario, que é preenchida com sangue oriundo da ruptura
dos vasos da membrana basal e luteinizacdo das células da granulosa, dentro de 8
a 14 horas, apos a ovulacdo ocorrer (HAFEZ, 2004). O LH estimula as células da
granulosa a se transformarem em células luteinicas, que invadem e proliferam no
coagulo produzido dentro da cavidade folicular, para assim formar o corpo
hemorragico. Um aspecto interessante do desenvolvimento luteal inicial de algumas
espécies € a elevada taxa de crescimento e proliferacdo celular (ARRUDA et al.,
2001). Entre os dias 1 e 2 apdés a ovulacdo, esta estrutura comeca a produzir
progesterona e, quando a concentracdo plasmatica supera 1 ng/ml, inicia-se o
diestro, desaparecendo as caracteristicas e 0 comportamento associados ao estro. A
concentracdo de progesterona aumenta rapidamente, atingindo niveis séricos
elevados aproximadamente no 6° dia do ciclo, quando mantém um platdé (ARRUDA
et al., 2001).

Durante o diestro, a concentracdo do LH é basal, sendo induzida pelo
mecanismo de feedback negativo exercido pela progesterona. Apos a lutedlise,
cessado este efeito inibitério, o estrogeno secretado pelos grandes foliculos
estimulam a secrecdo do LH, permitindo o desenvolvimento e maturacdo dos
foliculos primarios e a secrecao de mais estrogeno, estabelecendo o mecanismo de
feedback positivo. A égua, diferentemente de outras espécies, ndo apresenta um
pico pré-ovulatério de LH, mas sim uma persistente elevagcdo neste periodo, até
atingir o nivel maximo em 1 a 2 dias apés a ovulagéo (Figura 1) e entédo declina nos
proximos 4 a 5 dias, voltando a valores minimos durante a fase de diestro
(GINTHER et al., 2008; TAROUCO, 2012).
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Figura 1- Alteracdes hormonais ocorridas durante do ciclo estral normal de 21 dias na espécie equina
(adaptado de Knottenbelt, D.C., Equine Stud Farm Medicine and Surgery, 1 ed, Saunders, 2003).

Com a maturacdo do corpo liteo, este aparece no ovario anatomicamente
como uma area firme e esponjosa dentro do estroma ovariano, onde produz de 8 a
10 ng/mL de progesterona até aproximadamente 14 e 15 dias ap0s a ovulagao.
Apos a lise do corpo lateo, o nivel de progesterona diminui rapidamente entre 1 a 2
dias para menos de 1 ng/mL e a égua retorna ao estro (HUGHES et al., 1972).

Diferentes niveis plasmaticos de progesterona, durante o diestro, em éguas
tém sido reportados (ARRUDA et al., 2001). Vivo et al. (1986) revelaram que animais
em diestro apresentam niveis de P4 acima de 4 ng/ml em 48 horas apés o final dos
sintomas de estro, 5,49 ng/ml no 5° dia (PLOKTA et al., 1971) e de 7,7 ng/ml no 6°
dia (SMITH; 1970) ou 10 ng/ml (STABENFELDT et al.,, 1971) no 6° dia do ciclo.
Plokta et al. (1972) relatam a existéncia de um segundo pico de P4 com niveis de
7,8 ng/ml no 10° dia do ciclo estral e 9,36 ng/ml no 8° dia. Segundo Fathalla et
al.(1988), a meédia de progesterona da fase luteinica € de 10,29 ng/ml, com
variacbes nos niveis entre os dias 11 e 14 do ciclo estral de 13,95 ng/ml e 12,09

ng/ml.
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Niveis maximos de progesterona, durante o diestro, em éguas Puro Sangue
Arabe (PSA) sio de 6,68 + 4,56 ng/ml e, em éguas mesticas, de 6,56 + 1,83 ng/ml,
sendo aceitos como normais os niveis de 4,0 a 12,0 ng/ml para animais em diestro e
9,0 a 30,0 ng/ml para animais entre 15 e 30 dias de gestacdo (LOPATE e
THERELFALL, 1991). Perkins et al. (1993) demonstraram acontecer uma secregao
pulsatil de progesterona, concluindo haver em meédia 3,33 pulsos diarios de
liberacdo deste horménio em éguas no 8° dia da ovulacdo; revelando que a
concentracdo média de progesterona foi de 7,26 ng/mL. Caiado (2005) encontrou
niveis séricos médios de progesterona de 7,0 ng/mL em receptoras que foram
selecionadas para receberem embrifes, entre os dias 4 e 8 ap0s a ovulagéo.
Segundo Sharp (2000), em éguas que permaneceram gestantes em seu
experimento, a concentracdo plasmatica de progesterona se manteve
consistentemente acima de 4,0 ng/mL.

O aumento da concentracdo de progesterona ocorre até o dia 5 apos
ovulacdo e mantém um platd até a lutedlise. Nagy et al. (2004) revelam também que
as concentracdes médias de P4, em éguas com mais de uma ovulacdo, tendem a
ser maiores, afirmando que a capacidade de secrecdo de dois corpos luteos é maior
do que a de um, embora as caracteristicas inerentes ao individuo, como peso, idade,
metabolismo e receptores para o hormonio, podem influenciar nas concentracbes
plasmaticas de progesterona.

As dosagens de progesterona representam um meio eficiente para indicar a
atividade da glandula luteinica, embora ndo possam ser utilizadas para uma
avaliacao rotineira. Entretanto, com o advento da ultrassonografia, pode-se fazer
imediatamente a detec¢cdo e a avaliacdo do desenvolvimento tanto de foliculos
guanto de corpos luteos, os quais sédo reconhecidos via exame ecografico pelo
tamanho, forma e caracteristicas de ecogenicidade (ARRUDA et al., 2001).
Imediatamente apds a ovulacao, o tecido luteinico em formacgédo ndo pode ser bem
reconhecido, passando a ser sonograficamente detectavel ap6s 2 a 4 dias.
“Cavidades” em corpos luteos foram diagnosticadas ultrassonograficamente por
Kahn (1993). Estas estruturas luteinicas foram chamadas primordialmente de cistos
do corpo lateo, apresentando cavidades de tamanho variado e ecogenicidade
semelhante a apresentada por foliculos (ARRUDA et al., 2001).

Fazendo o uso da ecografia colorida Doppler, Romano et al. (2012) afirmaram

gue tanto foliculos pré-ovulatérios com alta vascularidade quanto foliculos com baixa
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vascularidade originam dos corpos liteos funcionais e semelhantes. Ferreira (2013)
concorda que foliculos pré-ovulatérios podem apresentar baixa perfusdo sanguinea
mesmo durante a estacdo reprodutiva, e conclui que a irrigacédo folicular ndo esta
intimamente relacionada com a posterior funcéo secretora do corpo luteo.

Uma forma alternativa de avaliacdo dos corpos Iuteos por meio da utilizacao
da ecografia € a medida da ecogenicidade da glandula em diferentes fases ap0s a
ovulacdo (ARRUDA et al., 2001). Escalas subjetivas de cinza, com notas que variam
de 1 a 5, medem a densidade pela quantidade de brilho apresentada na tela do
aparelho. A quantidade de tecido luteinico pode afetar a produtividade da glandula.
Similarmente, a intensidade da ecogenicidade luteinica pode refletir a qualidade
hemodindmica e a funcionalidade Iuteinica. O periodo de baixos niveis de
progesterona que ocorre no comeco e no final do diestro coincide, temporariamente,
com o alto escore na escala de ecogenicidade luteinica. Por outro lado, o periodo de
maior producgdo de progesterona (meio do diestro) coincide com o baixo escore na
escala de ecogenicidade luteinica (GINTHER, 1986).

Arruda et al. (2001), ao analisarem os resultados do acompanhamento diario
de morfoecogenicidade luteinica, definiram que, até o 2° dia apés a ovulacdo, ndo se
pode caracterizar a imagem do CL com a sua funcionalidade. Uma intima relacédo
entre a perfusdo sanguinea luteal e a funcdo secretora do CL equino foi
recentemente descrita por Ginther et al. (2007a, b, 2008), fazendo uso da ecografia
Doppler. Revelaram um aumento simultdneo na vascularidade Iluteal e na
concentracdo plasmatica de P4 entre D1 e D6, enquanto a lutedlise funcional é
acompanhada por uma diminuicdo progressiva na perfusdo sanguinea do CL, figura
2 (GINTHER et al.,, 2007b, 2008). Desta forma, a tecnologia Doppler pode ser
utilizada na avaliacdo do status funcional do CL, informac&o importante para a
selecdo de receptoras no momento da inovulacdo e, posteriormente, no
monitoramento gestacional.

De acordo com Ginther et al. (2007a), éguas com CLs maduros apresentam
uma diminuicdo progressiva na concentracdo plasmatica de progesterona e na
perfusdo sanguinea do corpo luteo a partir de, respectivamente, 40 minutos e 24
horas apos o tratamento com PGF2a.

A presenca e a intensidade de sinais Doppler sobre o tecido luteal podem ser
utilizadas para detectar a refratariedade a tratamentos indutores do estro em éguas
(FERREIRA, 2013).
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Figura 2. Perfusdo sanguinea do corpo liteo (CL) e concentragdo plasmatica de progesterona ao

longo do ciclo estral de éguas. Uma correlagdo positiva entre a vascularidade luteal e o status
funcional do CL é observada (Fonte: Adaptado de GINTHER, 2007b).

A cada ciclo estral, as células luteinicas esteroidogénicas sintetizam e liberam
progesterona na circulagcédo sistémica, promovendo a quiescéncia na contratilidade
do miométrio, o desenvolvimento glandular do endométrio e o ambiente uterino
adequado para o desenvolvimento do concepto. Na auséncia da fertilizagdo ou na
incapacidade do concepto em sinalizar sua existéncia no utero, pulsos de PGF2a
sao liberados pelas células endometriais, para promoverem a faléncia funcional e
estrutural do corpo lateo, determinando o término do ciclo estral e gerando um novo
estro (BERTAN, 2004).
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2.3 — INICIO DA GESTACAO E A MANUTENCAO DO CORPO LUTEO

Muitos aspectos do inicio da gestacdo na égua mostram-se Unicos no género
Eqqus e tém importante significado pratico na moderna medicina veterinaria equina
(ALLEN, 2000). A partir da fecundacdo, até o estabelecimento de uma placenta
madura e funcional, aproximadamente aos 150 dias, uma série de alteracdes
morfologicas, imunolégicas e endocrinoldgicas ocorre no oviduto e utero, as quais
podem ser consideradas importantes componentes do estabelecimento e
manutencdo do estado gestacional, e que diferem de eventos equivalentes em
outras espécies domésticas (ALLEN, 2000). A espécie equina apresenta
particularidades em relacdo ao desenvolvimento morfolégico do embrido, a origem
dos anexos fetais, a juncéo feto-maternal, ao desenvolvimento do &mnio, dos célices
endometriais, & mobilidade do embriéo e a atividade fetal (CAIXETA et al., 2008).

No momento apropriado, 0 embrido deve sinalizar a sua presenca no sistema
materno, sinal este necessario para a manutencdo do corpo luteo, a producdo de
progesterona e para a continuacdo do desenvolvimento do endométrio e da sua
atividade secretora. A natureza reciproca do dialogo entre o embrido e o trato
reprodutivo da égua tem inicio j& no oviduto, e a mais tangivel evidéncia de que o
embrido e o oviduto interagem é o transporte diferenciado entre os ovocitos nao
fecundados e o zigoto, uma vez que o0s primeiros normalmente sdo retidos pelo
oviduto, citado por Caixeta et al. (2008).

Allen (2000; 2001) utiliza o termo reconhecimento materno da gestacéo para
comparar as diferentes estratégias utilizadas pelas espécies domésticas para
garantir a continuagdo da vida e da funcao secretéria do corpo liteo, e entdo manter
o Utero em um estagio progestacional adequado para o suporte da gestacdo e
crescimento do feto. McKinnon et al. (2000) acrescentaram que a secre¢ao continua
de progesterona é essencial para o inicio e a manutencdo da gestacdo em fémeas
equinas até 120 dias de gestacdo, jA que, a partir deste momento, a placenta
responde pelas concentracdes progesterdnicas.

A forma pela qual a lutedlise € suprimida na égua ndo é bem conhecida,
Betteridge (2000), citando Stout et al. (1999), relatou que uma down-regulation nos
receptores para a oxitocina no endométrio previne a liberagdo de PGF2 alfa

endometrial, evitando a lise do corpo luteo. Uma elevada taxa na perda de gestacao
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na égua (32%) ocorre entre os dias 12 e 30 ap0s a ovulagdo, por uma deficiéncia na
liberacdo do fator de reconhecimento materno da gestagéo pelo concepto, o que
facilita a acdo da prostaglandina, a qual ganha acesso a circulacao periférica,
através da veia uterina e, acidentalmente, induz a lutedlise do corpo lateo equino
(ALLEN e STEWART, 2001). Outros sinais utilizados pelo embrido como sintese de
horménios e proteinas parecem também ser responsaveis pelo reconhecimento
materno da gestacao, sendo alvo de estudos e pesquisas (CAIXETA et al., 2008).

A transformacdo do corpo lateo ciclico em corpo lateo gestacional implica a
inibicdo da lutedlise e a manutengdo do estimulo hormonal luteotréfico com
progesteronemia elevada. Isto é considerado patolégico quando associado a
pseudogestacdo, e é fisiolégico na gestacdo (SALLES e ARAUJO, 2010). O
mecanismo de reconhecimento materno da gestacao varia entre as espécies e inclui
a inibicdo da lutedlise, a fim de manter a secrecdo de progesterona indispensavel
pelo curso da gestacdo. O embrido exerce um efeito que impede a liberacdo de
PGF2a ou neutraliza o efeito luteolitico uterino (THIBAULT e LEVASSEUR, 2001).

Nos ruminantes, a transformacdo do corpo lateo ciclico em corpo luteo
gestacional é assegurada pela intervencdo do embrido, que bloqueia a acéo
luteolitica do Gtero, inibindo a secrecdo de PGF2a e mantém a acéao luteotrofica do
LH necessaria ao seu desenvolvimento (THIBAULT e LEVASSEUR, 2001).
Moléculas secretadas pelo concepto interagem com o endométrio uterino e
promovem uma reprogramacdo da sintese de proteinas no tecido endometrial,
impedindo a secrecgao pulsatil de PGF2a e a lutedlise. O fator antiluteolitico € uma
proteina de 20kDal chamada trofoblastina (TP), ou interferon-tau (IFN-t) do tipo I,
secretado pelas células mononucleares do trofoectoderma (THIBAULT e
LEVASSEUR, 2001).

O interferon-tau provoca diminuicdo da amplitude e da frequéncia da secrecao
pulsatil de PGF2a pelo endométrio. A molécula proteica interferon é secretada pelo
embrido entre os dias 16 e 23 de gestacdo na vaca e na cabra, 12 e 21 dias na
ovelha, e 0 aumento da sintese ocorre no periodo de alongamento do embrido
(GEISERT et al., 1988).

Embrides subdesenvolvidos que ndo se alongaram suficientemente séo
menos capazes de bloquear a lutedlise e apresentam menores chances de
sobrevivéncia. O nao alongamento do embrido pode ser devido a fatores como

retardo no desenvolvimento, anormalidades cromossémicas, anormalidades no meio
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ambiente uterino. A incapacidade de alguns embrides em bloquear a lutedlise no
periodo considerado critico, compreendido entre os dias 17 e 19 da gestacdo, pode
levar a luteolise e a volta a ciclicidade.

Em primatas e equideos, um dos mecanismos de reconhecimento materno da
gestacdo envolve a producdo de uma proteina denominada de gonadotrofina
coribnica (GC). Em primatas, o concepto com 8 a 12 dias de gestacao inicia a
producdo da GC, proteina dimérica estrutural e biologicamente similar ao LH, que
estimula diretamente o corpo liteo a liberar progesterona. Em equideos, a
gonadotrofina coriénica equina (eCG) tem acao semelhante a do FSH e vai estimular
o crescimento de varios foliculos que podem ovular ou luteinizar, formando corpos
liteos acessorios que incrementam a producdo de progesterona, a qual ajuda na
manutencdo da gestacdo até aproximadamente 150-160 dias de gestacdo. A partir
deste momento, a placenta assume integralmente essa funcdo (NISWENDER et al.,
2000; THIBAULT e LEVASSEUR, 2001). Em ovinos, a placenta assume a producao
de progesterona a partir dos 50-60 dias de gestacdo, estimulada pelo lactogénio
placentario (PL), que é secretado pelo trofoblasto, a partir de 16-17 dias de
gestacao, e pela PGE2 (THIBAULT e LEVASSEUR, 2001).

A combinacdo da presenca do interferon-tau e da progesterona evita o
desencadeamento da liberacdo de PGF2a pelo endométrio. O interferon-tau atua
principalmente sobre as células epiteliais como sinal paracrino antiluteolitico. A
proteina secretada pelo embrido suprime o aparecimento de receptores para a
ocitocina no endométrio e reduz a magnitude dos pulsos de PGF2a durante o inicio
da gestacdo. Também é considerado que, em bovinos, o interferon-tau bloqueia a
expressdo da enzima COX-2 e da prostaglandina sintetase, imprescindiveis para a
sintese de PGF2a (XIAO et al., 1998). Em pequenos ruminantes, o interferon-tau faz
com que a forma de liberacdo da PGF2a passe de pulsatil para continua e em
pequena quantidade. Neste padrao de liberagdo, a PGF2a nao tem efeito luteolitico,
além de ocorrer a sua transformacédo em PGE2, que possui efeito luteotrofico, fato
que ajuda na manutenc¢ao do corpo lateo (THIBAULT e LEVASSEUR, 2001).

A natureza dos mediadores luteotroficos e antiluteoliticos varia
consideravelmente segundo as espécies. Nos ruminantes, o corpo Iuteo é
necessario durante todo o periodo de gestacdo; na cabra, € em torno de 150 dias,
visto que, nesta espécie animal, a placenta ndo secreta progesterona, secreta o

lactogénio placentario. Ja na vaca, o corpo luteo é necessario até os 210-230 dias
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de gestacdo e, na ovelha, até 50-60 dias da gestacdo, porque, nessas especies
ruminantes, ap0s esses periodos, quem assume a producdo da progesterona é a
placenta (SALLES e ARAUJO, 2010).

2.4 - INDUCAO DA OVULACAO

A alta variabilidade na duracdo do periodo do estro e a dificuldade em
predizer o momento exato da ovulagdo levaram ao desenvolvimento de métodos
para o controle do ciclo estral e da ovulacdo, especialmente para melhorar o manejo
reprodutivo e a sincronizacao da ovulacdo (VERONESI et al., 2003).

A maneira mais apropriada para predizer o momento de induzir a ovulagéo
consiste na administracdo de agentes indutores, quando um foliculo de 33 mm de
diametro é detectado em éguas pbneis, e, em éguas, um de 35 mm, periodo em que
o foliculo encontra-se responsivo ao LH (MELO et al., 2012). Deste modo, apos a
inducdo, a ovulacdo ocorrerd no periodo correspondente a 36 e 48 horas da
inducdo, demonstrando uma variacdo individual acentuada, a qual pode estar
relacionada ao didmetro ovula tério de cada animal (MELO et al., 2012).

A gonadotrofina coriénica humana (hCG) tem sido utilizada por muitos anos
para diminuir o periodo de estro e acelerar a ovulacdo. Sua eficiéncia é amplamente
demonstrada na inducdo da ovulagdo, quando um foliculo pré-ovulatério é detectado
(MELO et al., 2012). Fleury et al. (2007) demonstram, em um de seus trabalhos
utilizando hCG, que esta glicoproteina, quando administrada em fémeas equinas,
além de induzir a ovulacdo, tem o efeito de aumentar a producdo de progesterona,
proporcionando maior porcentagem de éguas com caracteristicas reprodutivas
desejaveis (antecipacao na maturacao do CL, aumento do ténus uterino, fechamento
cervical e auséncia de edema) em programas de reproducéo assistida.

Apesar de ser um agente indutor de ovulagao rotineiramente utilizado, o hCG
apresenta a inconveniéncia de induzir a formacédo de anticorpos apos injecdes
sucessivas (BERGFELT, 2000). Roser et al. (1979) concluiram que a formacao de
anticorpos se inicia ap6s duas a cinco inje¢cbes de hCG. McCUE et al. (2004)
também observaram que repetidas doses de hCG durante a estacdo de monta esta

relacionada com a menor eficacia na inducdo da ovulacdo, sugerindo a utilizacéao
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deste agente no maximo duas vezes em cada estacdo de monta. Os mesmos
autores também observaram uma redug¢do no percentual ovulacdo entre 24 e 48

horas apds a inducao nas éguas com idade avancada (acima de 15 anos).

A administracdo do GnRH sintético durante o estro estimula a liberacéo de LH
e reduz a duragdo do estro (IRVINE, 1975). O desenvolvimento de agonistas e
analogos de GnRH aumentou a meia vida deste horménio por modificacdes
estruturais (substituicdo e/ou remocdo dos aminoacidos da molécula) no GnRH
natural, o que permitiu 0 aumento na concentracdo de LH por 12 a 24 horas apoés a
aplicacdo dos mesmos (BERGFELT, 2000). Samper et al. (2002) compararam 0 uso
de hCG com um implante de acetato de deslorelina (Ovuplant — Pharmacia and
UpJohn Co), nas doses de 2500 Ul e 2,2 mg, respectivamente. O intervalo entre a
inducdo e a ovulacdo foi maior para as éguas que receberam hCG (28 a 96 horas)
em relacdo as que receberam o acetato de deslorelina (36 a 42 horas). Deste modo,
com a utilizagdo da deslorelina, é possivel reduzir o nimero de coberturas, fato de
grande auxilio para os programas de transferéncia de embrido e inseminacao
artificial, especialmente para sémen refrigerado e congelado (MELO et al., 2012).

De acordo com Fleury et al. (2003), ao compararem as doses de 1,0; 1,5e 2,0
mg de acetato de deslorelina em veiculo de liberacdo lenta (BioRelease Delivery
System), observaram que 90% das éguas ovularam em até 48 horas ap6s a inducdo
da ovulacao, sendo o tempo médio de ovulacao para os referidos grupos: 44,4; 49,8
e 48,7 horas, respectivamente. Fleury et al. (2007), avaliando os efeitos da utilizacao
do hCG e o correlacionando ao acetato de deslorelina, afirmam que este ultimo n&o
induz diretamente a maturacdo do CL e apresenta um aumento discreto na
concentracéo de progesterona (D6), em relacdo a concentragdo do grupo-controle.

O extrato de pituitaria equina tem sido usado em diversos protocolos de
superovulacdo em éguas (FARINASSO, 2004). Duchamp et al. (1987) mostraram
que a dose de 50 mg de EPE foi eficiente para induzir a ovulagdo em 86% das
éguas, sendo que a dose de 25 mg induziu a ovulagdo em 57% delas. O extrato de
pituitaria equina, ao contrario do hCG, ndo induz a formacdo de anticorpos,
entretanto, deve-se levar em consideracédo a heterogeneidade das amostras de EPE
(FARINASSO, 2004).

Utilizando 1 mg de acetato de deslorelina, Melo et al. (2012) obtiveram taxas
de ovulacdo semelhantes as taxas dos achados de Samper et al. (2002), os quais
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constataram que, ao utilizarem o acetato de deslorelina, as ovulagdes foram
concentradas entre 36 a 42 horas da indugdo, demonstrando ser uma alternativa
eficiente para o hCG. A utilizacdo de 10 mg de EPE intravenoso concentrou o
momento da ovulacdo entre 24 a 36 horas ap0s a inducdo. Entretanto, a
administracdo de 5mg de EPE induziu a maioria das ovulagdes no periodo
compreendido entre 36 a 48 horas, 66,6% dos animais em estudo (MELO et al.
2012).

Uma grande vantagem do emprego tanto do acetato de deslorelina, como do
EPE na inducdo da ovulacdo é a nao formacdo de anticorpos depois de repetidas
administracdes, como é o caso do hCG (DUCHAMP, 1987).

2.5- APROGESTERONA E SUA APLICABILIDADE.

A progesterona é formada em todo o tecido esteroidogénico, como: ovario,
testiculos, glandula adrenal e placenta, tendo participacdo no anabolismo de todos
os outros horménios esteroides. Embora a progesterona tenha sido isolada do cortex
adrenal e da placenta de varios animais, a principal fonte fisiol6gica continua sendo
o corpo lateo (KAWATE et al., 2000).

A progesterona tem varios efeitos biolégicos em tecidos-alvo, mas estes
precisam ter sido anteriormente submetidos a um periodo de estimulagéo pelo
estrogeno (McDOWELL, 1987). Sua secrecédo € estimulada primariamente pelo LH,
e sua funcéo é promover o encerramento dos sinais de estro, manter a fémea néo
receptiva ao macho, preparar o Utero para a recep¢cdo do embrido e manter a
gestacao inicial, aumentando a atividade secretora das glandulas endometriais e a
tonicidade uterina (FARIA e GRADELA, 2010). Além disso, a progesterona pode
inibir a liberac&o episddica de LH, quando em niveis elevados, sendo, portanto, um
importante regulador do ciclo estral (GONZALEZ, 2002; HAFEZ, 2004).

O estradiol e a progesterona juntos regulam as contracbes do oviduto,
resultando no transporte do Ovulo fecundado para o utero. Os efeitos da
progesterona sdo eficazes apds efeitos estrogénicos (ALLEN, 2001). Aumenta a

espiralizacdo e a profundidade das glandulas uterinas, preparando o Utero para a
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implantagdo e a manutengdo da prenhez (HAFEZ, 2004). A espiralizagdo das
glandulas aumenta a capacidade funcional, preparando o endométrio para promover
a nutricdo e o suporte ao concepto até a implantacdo e ocorréncia da placentacéo
(HAFEZ, 2004).

Sob a influéncia da progesterona, a consisténcia do muco cervical altera-se,
tornando-se altamente viscoso, formando, assim, uma barreira entre o Utero e o
ambiente externo. Outro papel importante deste horménio é o de promover o
desenvolvimento do Iébulo alveolar das glandulas mamarias, aumentando a
capacidade de suporte para uma eventual secrecao de leite (CNOP FILHO, 2001).

O transporte dos estrégenos (particularmente o estradiol) e progestagenos
(particularmente a progesterona) no plasma sdo semelhantes. Ambos sao
completamente carreados pela albumina, embora suas ligacdes moleculares sejam
facilmente corompidas. O excesso de progesterona esta fortemente relacionado a
transcortina. Quando os esteroides sexuais atingem a célula-alvos séo liberados das
proteinas transportadoras e penetram no interior das células onde atuam (JONES et
al., 1983).

A secrecdo uterina, estimulada pela progesterona, produz o leite uterino
(McKINNON e VOSS, 1992). O meio ambiente uterino € extremamente importante
para o desenvolvimento do concepto equino e a progesterona € essencial para
promover este ambiente favoravel para uma provavel prenhez, sendo que o
conteudo total de proteinas da secrecdo uterina, no ciclo estral das éguas, decresce
rapidamente com o declinio dos niveis plasmaticos de progesterona (SHARP, 2000).

Corner e Allen (1930) prepararam um extrato de corpo luteo (CL) de porcas
em solucdo alcoodlica e verificaram que, quando administrado em coelhas
ovariectomizadas, a gestacdo era mantida. Poucos anos depois, essa substancia
produzida pelo CL foi isolada por varios grupos de pesquisa, tendo sido denominada
de P4 (BERTAN e BINELLI, 2006). Slotta (1934) relatou a identificacdo da formula
estrutural da P, e, no mesmo ano, este horménio passou a ser sintetizado com
sucesso (BUTENANDT et al., 1934).

A terapia com progesterona tem uma enorme aplicabilidade no manejo
reprodutivo da égua, segundo McKinnon (1999), atuando na: 1- regulacdo do estro
em éguas no periodo de transicao estacional; 2- sincronizagdo de um lote de éguas;
3- regulacdo do estro em éguas ciclicas lactentes; 4- suspensdo do comportamento
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do estro; 5- tratamento de patologias reprodutivas; 6- manutencao da prenhez; e 7-
coadjuvante na inovulagao de embrides.

Existem varias formas de apresentacdo da progesterona no mercado, sendo
Webel (1975) o primeiro pesquisador a reportar o uso de um progestageno sintético
via oral - Altrenogest - para o controle do estro e ovulagcdo na égua. Desde entéo,
tem havido numerosas citagdes do seu uso para este fim (NEELY, 1988; ALLEN et
al., 1980; e SQUIRES et al., 1983) e diferentes veiculos de administracdo tém sido
desenvolvidos. Dinger et al. (1981) foram os primeiros a testar, em éguas,
dispositivos, esponjas impregnadas com progesterona, inseridas na cavidade
vaginal. Inje¢des intramusculares de progesterona foram desenvolvidas, mas, por
serem de aplica¢des diarias, foram caindo em desuso.

Os progestagenos mais utilizados na hormonioterapia equina sao a
progesterona injetavel oleosa; o altrenogest, que é a Unica progesterona oral
sintética eficaz em cavalos (ALMEIDA et al., 1995); e a progesterona BioRelease
Delivery System, conhecida como progesterona de longa acédo (P4 LA®150; PINNA
et al. 2007).

McKinnon et al. (2000) compararam a habilidade de diferentes progestagenos
em manter a gestacdo de éguas, apdés a inducdo da lutedlise, aos 18 dias de
prenhez. Foram usados medroxiprogesterona, hexanoato de hidroxiprogesterona,
altrenogest, norgestomet e o acetato de megestrol, concluindo que somente o
altrenogest manteve a gestacdo, enquanto 0s outros progestagenos provocaram a
perda da gestacdo entre 2 e 8 dias apos a lutedlise.

Rocha Filho et al. (2004), em seu experimento, propuseram 0 uso de
receptoras em anestro e em fase de transicdo, mediante o uso de progestagenos,
guando as receptoras destinadas a receber o embrido seriam utilizadas do 4° ao 8°
dia apos o inicio do tratamento. Testa et al. (2005) compararam as taxas de perda
embrionaria, quando inovularam embrides em um grupo de receptoras ciclicas e em
outro grupo de receptoras em anestro, tratadas com estradiol e progesterona, nao
encontrando diferenca significativa entre os dois grupos.

Caiado et al. (2007) usaram a progesterona (P4) de aplicacao diaria em
receptoras equinas no periodo de DO (dia da ovulacdo) ao D5, possibilitando a
inovulagdo destas receptoras no D2 e a obtencdo de taxa de prenhez
estatisticamente similar a encontrada na literatura, com éguas no D5 consideradas

excelentes e boas para inovulacdo. Seguindo a mesma linha de pesquisa, Rodrigues
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et al. (2012) apresentaram taxa de prenhez similares, administrando somente uma
Unica dose de progesterona sintética de longa duracdo no momento da ovulacdo da
receptora, com a inovulagcéo no 2° dia apos a ovulacao.

Devido a proibicdo da comercializacdo da progesterona de longa acdo na
Unido Europeia, devido as normas sanitarias impostas, novos estudos utilizando
dispositivo intravaginal impregnado com progesterona tém sido realizados para
inducao de estro e ovulacdo em éguas em anestro (WILDE, et al., 2002; VIDELA et
al.,, 2004; HANDLER et al.,, 2007), sendo necessario, no minimo, 1,9 g de
progesterona para concentracdes seéricas suficientes para causar inibicdo do
crescimento folicular e ovulagédo (VIDELA et al., 2004). A presenca de um corpo
liteo no momento da colocagédo do dispositivo afeta a eficacia do tratamento. Em
éguas em anestro, foi observada uma melhor expressédo dos sinais de estro, um
maior niumero de éguas ovulando e um maior intervalo entre a remocdo do
dispositivo e o0 estro/ovulacdo do que em éguas em diestro e estro (FARIA e
GRADELA, 2010). Por outro lado, as concentracdes médias de progesterona e LH,
apos a aplicacdo do dispositivo, foram maiores em éguas em diestro (HANDLER et
al., 2007). VariacBes na sincronizacdo da ovulacdo, ap6s o uso de dispositivos
intravaginais de progesterona, tém sido relatadas (WILDE et al., 2002).

O uso de progesterona € contraindiciado em éguas com processos
infecciosos e/ou inflamatérios, pelo fato de o aparelho genital, quando sob efeito de
progestagenos, ser mais susceptivel a invasdo de microrganismos (ALEXANDER et
al., 1991). Assim sendo, o uso de dispositivos intravaginais pode propiciar um
processo infeccioso benigno na mucosa vaginal pela agcdo mecéanica que exercem
sobre as paredes deste 6rgao (FARIA e GRADELA, 2010).

2.6- FORMACAO E FUNCAO DOS CALICES ENDOMETRIAIS

As alteracfes endocrinologicas que ocorrem na égua durante a gestacao sao
tipicas desta espécie, a saber, o desenvolvimento, a fungcdo, a manutencéo e,
finalmente, a degradacéo dos calices endometriais, que sdo estruturas temporarias
produtoras do horménio eCG (GINTHER, 1992; de MESTRE et al., 2008).
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Apébs a ovulacdo, o corpo lateo primario passa a produzir progesterona. Esta
producdo atinge concentragbes plasmaticas de 6 a 10 ng/mL no dia 5, apés a
ovulacdo, e continuam, na égua prenhe, a crescer até 35 a 40 dias de gestacao
qgquando a eCG comeca a ser produzida pelos calices endometriais (ALLEN et al.,
2002b). No inicio do 2° més de gestacdo, os célices endometriais sdo formados.
Estes correspondem a formagdes de discretas protuberancias de tecido altamente
compacto, semelhantes a um anel, presentes na porcéo caudal do corno gravidico,
resultantes da invaséo de células trofoblasticas para dentro do endométrio (SHARP,
2000; WOODING et al., 2001; HAFEZ, 2004).

A égua possui uma placenta do tipo , que representa a forma menos invasiva
de placentacdo (LUNN et al., 1997). No entanto, uma subpopulacdo de células
trofoblasticas altamente invasivas se diferencia entre os dias 25 e 36 de gestacéo,
para formar uma faixa avascular, composta por um tecido denominado cinta
coribnica que circunda o concepto esférico na regido entre o alantoide em formacao
e 0 saco vitelinico em regresséao (DE MESTRE et al., 2008). Ao contrario das demais
células nédo invasivas do trofoblasto equino, as células da cinta coribnica comecam a
se fixar e invadir o epitélio uterino aproximadamente aos 35 dias de gestacdo
(ALLEN et al., 2002b). Segundo Ginther (1992), a formacéao histolégica das células
dos calices pode ser dividida em cinco fases: fixacédo, invasao, fagocitose, migracao
e diferenciacdo. A cinta coridnica, inicialmente, consiste em um envoltério raso para,
em seguida, ir-se alongando como estruturas vilosas, em torno do dia 33 (DE
MESTRE et al., 2008).

A fixacdo ocorre no dia 37 e consiste numa ligacao entre as interdigitacdes da
superficie das células coribnicas alongadas e os denticulos correspondentes do
epitélio endometrial. As células trofoblasticas invadem o endométrio para a
penetracdo do citoplasma nas células epiteliais. Quando a invasédo é concluida,
somente uma minoria das milhares de células da cinta é transformada em células
dos calices, enquanto as células da cinta que ndo invadem o endométrio sofrem
necrose (DE MESTRE et al., 2008). Continuando a invasdo, as células da cinta
sequestram e fagocitam as células epiteliais rompidas e desorganizadas (GINTHER,
1992). O processo de invasao destréi o epitélio endometrial em contato com as
células da cinta, no entanto, o epitélio se regenera rapidamente e recobre a face
luminal dos célices endometriais em torno do dia 45, deixando este tecido

completamente separado da placenta (LUNN et al., 1997).
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A fase de migracdo envolve a penetracdo das células trofoblasticas e seu
conteddo na membrana basal do epitélio uterino, atingindo o estroma endometrial,
entre as glandulas endometriais, formando ndédulos distintos de 0,5 a 1,0 cm na
superficie do endométrio, os quais circundam o concepto na base do corno uterino
gravidico, denominados célices endometriais (GINTHER, 1992; LUNN et al., 1997,
ADAMS e ANTAZAK, 2001). A invasdo cessa apo6s a infiltracdo das células
trofoblasticas no estroma endometrial e, entdo, as mesmas se hipertrofiam e se
transformam em células dos célices maduras (GINTHER, 1992). As células da cinta
coridbnicas possuem um grande nucleo e nucléolo (DE MESTRE et al., 2008). Sua
matriz extracelular provavelmente tem, além da fungéo de adesivo durante a fase de
fixacdo, a funcdo de digestdo dos fragmentos das células epiteliais (GINTHER,
1992).

As células da cinta coridnica se transformam em células secretérias,
binucleadas durante a formacéo dos célices endometriais, e secretam eCG durante
aproximadamente os dias 33 a 120 da gestacdo (LUNN et al.,, 1997; ADAMS e
ANTAZAK, 2001; WOODING et al., 2001; ALLEN et al, 2002B; DE MESTRE et al.,
2008). A quantidade secretada é grande e, provavelmente, uma importante parte
ocorre no desenvolvimento do contato feto-maternal, necessario para o sucesso da
gestacdo (WOODING et al., 2001).

A concentracdo da eCG permanece alta até 90 dias de gestacao; apds esse
periodo, declina e, aos 150 dias, esta ausente. O pico de secrecdo de eCG ocorre
entre 55 a 70 dias de gestacdo, correspondendo ao periodo de tamanho maximo
dos célices endometriais (ALLEN, 2000).

A partir dos 80 a 90 dias de gestacédo, ocorre a regressédo dos tecidos dos
calices associada a uma intensa resposta leucocitaria materna (LUNN et al., 1997,
SHARP, 2000; ADAMS e ANTAZAK, 2001; WOODING et al.,, 2001). Apreciavel
namero de leucocitos maternos, incluindo linfécitos, plasma celular e eosinofilos,
acumula-se na base dos calices endometriais para formar um tipo de barreira
imunoldgica entre os tecidos materno e fetal (ALLEN, 2000), degenerando e
destruindo os calices, sendo assim, a passagem dos ductos obstruidos das
glandulas endometriais € restabelecida (ALLEN, 2001).

Os leucocitos maternos invadem o tecido dos calices e destroem as células
fetais, formando um tecido necrético que aflora na superficie endometrial, dando

origem as estruturas pedunculadas no alanto-corion, que se projetam para o interior
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da cavidade alantoide, as chamadas bolsas alantocoribnicas (LUNN et al., 1997;
ALLEN, 2000).

2.7- GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA — eCG

No inicio do 2° més, por volta do dia 35 de gestacdo, o concepto equino
desenvolve um segmento de células trofoblasticas que invade o endométrio do
corno uterino gestante, formando os calices endometriais. Os calices endometriais
sdo discretas protuberancias de tecido denso que geralmente sdo em numero de 12,
presentes na juncdo do corno gravidico e o corpo como uma "banda circunferencial”,
pela separacdo de um anel de células (faixa de células coribnicas) a partir da
placenta (ROSA et al., 2009).

Os célices endometriais produzem gonadotrofina coriénica equina (eCG), que
pode ser encontrada pela primeira vez no sangue, 38-42 dias apds a ovulacao,
tendo uma atividade maxima aos 60-65 dias de prenhez, com um declinio
progressivo observado até sua desaparicdo, em torno de 150 dias de gestacao
(ROSA et al, 2009). Por se tratar de uma proteina produzida e secretada pelas
células placentarias especializadas no utero de éguas prenhes, a eCG também
integra a familia das glicoproteinas gestacionais (SUGINO et al., 1987, NIKKI
KUMARI et al., 2013).

Os célices endometriais, que contém antigenos do pai, comecam a ser
rejeitados em torno do 80° dia, por meio de uma resposta leucocitaria mononuclear
imunoldgica tipica, com rejeicdo bem encaminhada por volta do 100° dia. Com 100 -
150 dias, os célices tornam-se necroticos, desprendem-se da superficie do
endométrio e se estabelecem entre este e o alantocérion. Invaginagcdes
desenvolvem-se no alantocérion para acomodar os tecidos mortos dos calices. Estes
se tornam bolsas ou vesiculas (LEGARDINER et al., 2008).

Portanto, uma fungdo observada da eCG na égua € de proporcionar o
isolamento semialogénico do feto no reconhecimento do sistema imunomaterno. As
células dos mamiferos em geral fazem primariamente a supressao do sistema imune
maternal e, em seguida, ocorre modificacdo das células imunoldgicas para fazé-las
participar da implantacdo em vez de rejeitd-la. As células trofoblasticas equinas e,

em particular, as células da cinta corial, ttm capacidade imunocompetente, como
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demonstrada pela persisténcia no transplante alogénico em éguas ndo gestantes
(DE MESTRE et al.,, 2011). Ndo ha evidéncia de que a eCG participe deste
imunoisolamento, visto que, de fato, os antigenos paternos sédo reconhecidos pelo

sistema imunomaterno do 45° de gestacdo (BAKER et al., 2000).

2.7.1- PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA eCG

A Gonadotrofina coriénica equina € uma glicoproteina acida de alto peso
molecular, com uma grande cadeia de carboidratos, consistindo principalmente de
acido sidlico, galactose e glicosamina (AGGARWAL et al., 1981). Possui um baixo
ponto isoelétrico somente 2,4 e resistente a hidrolise acida (MOORE et al., 1980). A
eCG é um horménio glicoproteico, que se assemelha aos horménios da pituitaria e
da tireoide, sendo um heterodimero constituido por uma subunidade a, comum a
todos os horménios glicoproteicos entre os mamiferos, ligada de forma néo
covalente a uma subunidade B, que é especifica a cada um dos horménios
(LEGARDINIER et al., 2008).

Um experimento realizado permutando a subunidade a entre os hormoénios
glicoproteicos, de diferentes espécies mamiferas, confirma a néo alteragéo funcional
dos respectivos horménios (LH, FSH e TSH). Portanto, a subunidade B € a que
determina as diferencas, sejam elas de especificidade e atividade biolégica entre os
horménios glicoproteicos. Em todas as espécies analisadas, incluindo os cavalos, a
subunidade a mostra estar codificada num Unico gene, cuja de aminoacidos da
subunidade a mostra-se bastante idéntica entre as espécies, revelando de 68% a
79% de homologia da subunidade a equina para as outras espécies mamiferas
avaliadas. No entanto, nos equinos, algumas alteragcbes mostram-se presentes,
incluindo a transposicdo da tirosina e da histamina na posi¢cdo 87 e 93, fato este
relacionado a particularidades da gonadotrofina equina (STEWART et al., 1987).

Em geral, cada subunidade B é também codificada por um Unico gene, que
juntos formam uma familia de genes relacionados, surgida claramente por meio da
duplicacdo de genes. Foi descoberto que, nos humanos e equinos, a subunidade
teria derivado de uma terminacdo C da subunidade B pituitaria e que, com a
evolucdo das espécies, nos equinos por mutacdo e/ou nos pseudo-genes, a
subunidade sofreu algumas modificacdes, apresentando particularidades proprias
(LEIGH et al., 1990).



37

Estudos realizados com a eCG possibilitaram verificar que, em equinos, a
subunidade B da eCG e do LH sédo idénticas e ambas codificadas por um Unico
gene. Tal gene é expresso tanto na hipofise quanto nas células placentarias
(MURPHY e MARTINUK, 1991).

Christakos e Bahl (1979) afirmaram que a subunidade a apresenta peso
molecular de 43 kDa e a B, 16,9 kDa. J& Moore e Ward (1980) relataram que a
molécula da eCG varia de 52 a 68,5 kDa, sendo que ambas as subunidades
apresentaram peso entre 23 kDa. Segundo estes autores, a eCG apresentou
diferantes graus de glicosilacdo, o que impossibilitou um peso molecular fixo.
Virmani et al. (2003) relataram que o peso molecular das subunidades a e B possui
aproximadamente 40 e 20 kDa, respectivamente. Estes autores compararam fracées
purificadas, obtidas pelo método cromatografico em gel de filtracéo, a partir do soro
equino, com padréo internacional de eCG, em gel de policrilamina SDS-Page,
corado com azul de coomasie. Aleixo et al. (1995) observaram uma banda proteica
em gel de poliacrilamina SDS-Page, corada com nitrato de prata de fracdes de
plasma de éguas prenhes, precipitado com acido metafosforico e etanol, verificando
uma banda correspondente a subunidade a em torno de 43 kDa, entretanto, nao
observaram nenhuma banda com 16,9 kDa.

A estrutura molecular da eCG € constituida por 45% de carboidratos, sendo
gue a subunidade B apresenta maior concentracdo de carboidratos. Destes
carboidratos que constituem a molécula, aproximadamente 10% correspondem ao
acido siadlico (LEGARDINIER et al.,, 2005). Murphy et al. (1991) relataram a
importancia do acido sialico (acido N-acetil neuramico) na atividade biolégica da
eCG. Os mesmos autores verificaram que a remoc¢ao parcial dos carboidratos na
molécula da eCG determinou uma reducéo na atividade biologica da mesma. Estes
mesmos autores relataram que a glicosilacdo da eCG € semelhante a do hCG,
constituindo uma semelhanca entre as moléculas também pela quantidade de
carboidratos presentes.

Uma das caracteristicas da eCG é seu tempo de acdo longa (MURPHY,
2012), em ratos, apresenta uma meia-vida de eliminagdo superior a 5 horas
(AGGARWAL e PAPKOFF, 1985), enquanto, em carneiros, € de 21 horas
(MARTINUK et al., 1991) e, em bovinos, a meia-vida foi estimada em 45.6 horas
(SCHAMS et al., 1978). Sendo a extensa glicosilagdo da molécula a justificativa para

esta meia-vida longa, alguns estudos estabeleceram que a meia-vida da molécula
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da eCG em equinos é de aproximadamente de 6 dias (DRION et al., 2001), sendo a
grande quantidade de acido sialico, presente na molécula, o principal fator
responsavel pela longa meia-vida da eCG (MURPHY, 1991). Outro fator que
colabora para a longa meia-vida desta molécula € o fato da eCG ter carga elétrica

negativa, o que dificulta a filtragéo glomerular (LEGARDINIER et al. 2005).

2.7.2- PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA eCG

Cole e Hart (1930) foram os primeiros a descrever a caracteristica particular
da molécula de eCG, na funcdo de expressar atividades bioldgicas similares as do
FSH e também do LH ao mesmo tempo, em outras espécies de mamiferos.
Administrou-se, em ratas impuberes, soro intraperitoneal, obtido de éguas em
diferentes periodos gestacionais, promovendo o0 crescimento ovariano destes
animais. Tal estimulo ndo foi observado quando o soro era proveniente de éguas
com menos de 37 dias de prenhes. O estimulo maximo foi observado quando o soro
era proveniente de éguas entre 43 e 80 dias de prenhes. Allen (1969) e Murphy e
Martinuk (1991) descreveram que as concentracfes séricas maximas de eCG séao
observadas em torno do dia 60 de gestacdo, periodo em que se observou uma
atividade biolégica entre 60 e 80 Ul/mL.

Outros autores relataram alta atividade bioldgica em éguas com tempo
gestacional em torno de 60 dias. Ayres et al. (2007) e Gené et al. (2007)
mensuraram a atividade biolégica em um “pool” formado com o plasma de quatro
éguas, com 60 dias de prenhez em média, apresentando média de 158,4 UI/mL.
Gonzales et al. (1998) encontraram uma atividade bioldgica de 52 Ul/mL no plasma
de éguas prenhes entre 45 a 100 dias. Aleixo et al. (1995) revelaram uma atividades
de 72, 93, 89 e 65 Ul/mL, em quatro matrizes com 58, 65, 72 e 85 dias de prenhez,
respectivamente. Virmani et al. (2003) verificaram uma atividade biologica de 97
Ul/mL do soro de diferentes pbneis de 60 a 110 dias de gestacéo.

Os horménios placentarios, como hCG e PMSG, apresentam mais de uma
atividade bioldgica. Particularmente, o PMSG se comporta como LH na égua e, ao
mesmo tempo, podendo possuir atividade tanto como FSH e LH em outras espécies.
Ensaios bioquimicos in vitro tém de ser estabelecidos para investigar a dupla
atividade molecular do PMSG, a fim de se obter uma imagem correta desta
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glicoproteina. Isto envolveria estudos sobre interagbes hormonio-receptor,
modelagem, etc.

Nos mamiferos, a eCG demonstra funcao luteinizante e foliculo estimulante,
caracteristica biolégica que a torna um potente agente de inducdo da foliculogénese
nos animais domeésticos e outros mamiferos. Tal caracteristica a torna um hormdnio
promissor em protocolos que objetivem a sincronizagdo do estro de fémeas e, em
varios estudos, a eCG demonstrou aumentar a fertilidade de fémeas bovinas mesmo
com condicao corporal aquém da desejada (BARUSELLI et al., 2008).

Em equinos, a concentracdo basal de progesterona necessdria para a
manutencao da gestacao torna-se garantida pela formagéo e manutencéo de corpos
liteos acessorios (HAFEZ, 2004). A eCG promove a ovulacédo e/ou luteinizacéo de
foliculos ovarianos entre os 17° e 50° dias de gestacdo. Tal efeito biolégico é
determinado pela ligagdo da eCG aos receptores de LH, verificando a manutencao
de tais corpos lateos acessérios até o 180° dia de gestacdo. ApoOs este periodo, as
concentracfes séricas de progesterona, necessarias a manutencao da prenhez, séo
garantidas pela placenta (GINTHER et al., 2005). Em gestacfes de cruzamento
entre espécies do género Equus e formacdo de hibridos, a producdo da eCG é
notavelmente diminuida (ALLEN, 1975), com um concomitante aumento na
frequéncia de aborto no inicio da gravidez (BOETA e ZARCO, 2010).

Em todas as espécies de mamiferos domésticos investigados até o momento,
a eCG possui dupla atividade, exercendo acdo semelhante a do horménio foliculo
estimulante (FSH) e a do hormdnio luteinizante (LH), estando geralmente em
associacdo com as gonadotrofinas hipofisarias. O FSH é liberado esporadicamente
até 40 dias e, provavelmente, também aproximadamente até o 100° dia. Antes de 40
dias, o FSH é responséavel pelo desenvolvimento folicular e, apds os os 40 dias, a
eCG passa a causar marcante atividade ovariana (ALLEN e STEWART, 1981).

O corpo lateo primario de prenhes néo é dissolvido no 14° dia, persistindo até
120-150 dias. Entre os dias 18-40, os ovarios sdo caracterizados pela presenca de
muitos foliculos, e as ovulacdes ndo sdo comuns durante este periodo. Por volta de
40-120 dias, verifica-se uma atividade ovariana intensiva com o desenvolvimento
multifolicular, ovulacdes e luteinizacdo de foliculos ndo rompidos. Os corpos luteos
acessorios comecam a se formar entre os dias 40 a 60 de gestagdo, como resultado
da ovulacgéo; por outro lado, o corpo lateo é formado no diestro, ou como resultado

da luteinizacdo de foliculos anovulatorios. Verifica-se que a atividade folicular cessa
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apos este periodo (120 dias), quando todos os corpos liteos regridem e 0s ovarios
tornam-se pequenos e inativos. Em suma, a eCG na égua € luteotrdfica, possuli
meia-vida longa, visto que a metade de sua molécula é constituida de carboidratos
e, portanto, continua presente por algum tempo, mesmo depois que os calices
endometriais sao rejeitados (BOETA e ZARCO, 2010).

Devido a presenca dos corpos lateos acessorios, a concentragdo na
circulacao periférica de progesterona aumenta, alcangcando e mantendo um platdé de
aproximadamente 50 a 140 dias, quando entdo declina, jA que a progesterona
placentaria atua localmente e, assim, as concentracdes sanguineas sao baixas ap0s

5 meses.

2.7.3- PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA A eCG

A molécula de eCG possui a propriedade de ser potencialmente imunogénica.
Essa caracteristica da molécula deve-se principalmente ao seu alto peso molecular,
a alta porcentagem de carboidratos presentes e a sua origem heteréloga (DIRON et
al.,, 2001). De fato, o imunomapeamento da eCG com anticorpos monoclonais
localizou um grande sitio antigénico, sendo que este inclui o sitio de interacdo da
eCG com os receptores de LH e FSH (CHOPINEAU et al., 1993).

Dessa maneira, a eCG pode induzir a formag&o de anticorpos pelo organismo
qguando aplicados exogenamente, o que pode causar refratariedade ao tratamento
com a molécula em questao, e apresentar-se como motivo de grande preocupacao,
principalmente em programas reprodutivos, dos quais a eCG é empregada de
maneira repetida e em altas dosagens. Ja em equinos, a eCG, por se tratar de uma

molécula homdloga, necessita de mais pesquisas para a administracao exogena.
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2.7.4- METODOS DE EXTRACAO E PURIFICACAO DA eCG

A primeira técnica de extracdo da eCG foi desenvolvida por Gools e Cole
(1940), obtendo um extrato bruto, parcialmente livre das proteinas séricas,
precipitando o soro de éguas prenhes com acetona a 4°C. Um variante deste
método foi descrito por Gospodarowicz e Papkoff (1967) e Aggarwal et al. (1980),
qgue utilizaram uma solucdo de etanol a -20°C para solubilizar a eCG e precipitar
esta solucdo com acido metafosforico. Os principais métodos de preparo e
purificacdo da eCG descrevem a segregacado da gonadotrofina a partir do sangue de
éguas entre 60 e 90 dias de gestacdo, pela exposicdo do mesmo a condi¢cbes
extremas de pH, as baixas temperaturas e pela presenca de solventes (ROSA et al.,
2009).

Considerando as perdas de atividade bioldégica causadas pelas condi¢cdes
extremas de pH e pela exposicdo a diferentes solventes, Gonzales et al. (1998)
propuseram um novo método na preparacédo da eCG, com o qual a amostra de soro
ou plasma de éguas prenhes sofreria uma difiltracdo em cartucho de hemodialise,
para concentrar a amostra antes de submeté-la a absorcao direta em resina de troca
iGnica e, com isso, obtiveram um rendimento de purificacdo de 1,5 vezes maior que
o primeiro passo do método de purificacdo da eCG, desenvolvida por
Gospodarowicz e Papkoff (1967).

Aleixo et al. (1995) também utilizaram a metodologia basica proposta por
Gospodarowicz e Papkoff (1967), para a obtencdo da eCG e a utlizagdo em
protocolo reprodutivo de ovelhas. Em outros dois estudos de extracdo e purificagao
da eCG, Ayres et al. (2007) e Gené et al. (2007) utilizaram o método de difiltracao
associado a cromatografia de afinidade, seguida de um gel de filtracao.

McFarlane et al. (1991) desenvolveram um método para purificacdo de
gonadotrofina coribnica em zebras (zCG) e de jumentas (dCG). Rosa et al. (2009)
propuseram a purificacdo do plasma de éguas prenhes, pelo uso da cromatografia
de afinidade com Blue Sepharose, seguida de cromatografia de afinidade com

concanavalina A.
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2.7.5- APLICACAO DA eCG NA BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAO ANIMAL

O papel fundamental da eCG na égua é de induzir a formacdo de corpos
liteos acessorios, aumentando a producdo de progesterona e apoiando o terco
inicial da gestdo. Existem numerosas aplicacbes da eCG nas outras espécies
domésticas, incluindo a inducdo de puberdade, a reversdo de anestro, a
superovulacao e, mais recentemente, a melhoria da fertilidade (MURPHY, 2012).

A progesterona € um dos horménios mais importantes no desenvolvimento
embrionario em gestantes. As receptoras que apresentam o teor sanguineo de
progesterona acima de 4 ng/mL de plasma tém maior probabilidade de tornarem-se
prenhes, considerando embribes de mesma qualidade. Portanto, se forem usadas
técnicas de manejo que melhorem os teores plasméaticos de progesterona, tem-se
potencial para melhorar os indices de prenhes, barateando os custos totais nos
programas de transferéncia de embriéo.

Vérias tentativas tém sido feitas para estimular a producdo de progesterona
endoégena em programas de transferéncia de embrido. Num processo fisioldgico
normal, esperar-se-ia que os tratamentos com eCG em equinos promovessem a
formacdo de maior nimero e/ou condensacdo das células de corpos lateos e
pudessem também elevar de forma significativa os teores de progesterona.

A gonadotrofina coridénica equina (eCG), usualmente utilizada para induzir a
superovulacdo em ruminantes, ndo é eficaz para esta funcdo em equinos
(GINTHER, 1992), possivelmente por uma limitada ligagdo da eCG com o0s
receptores de FSH do foliculo de éguas nao gestantes (McCUE, 1996).

HA 40 anos, pesquisadores utilizaram eCG em receptoras bovinas e
mostraram haver efeito favoravel a elevagdo da concentragdo circulante de
progesterona, criando o interesse do uso desta glicoproteina na espécie bovina.

Estratégias, como a administracdo da eCG em vacas, tém sido usadas a fim
de induzir a formacdo de corpos llteos acessoérios e, consequentemente, maiores
concentragcbes de progesterona no plasma (BARTOLOME et al., 2012). Os estudos
de protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo, nas diferentes categorias de
bovinos, tém demonstrado que a eCG, quando administrado em vacas de corte em
anestro e de baixo escore corporal, aumenta as taxas de ovulagao, estimulando

maiores concentragdes de progesterona no plasma e, consequentemente, melhores
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indices de fertiidade (BARUSELI et al., 2004; BRYAN et al.,, 2008; DORNELES-
TORTORELLA et al., 2013).

Trabalhando com vacas de alta lactacdo, Souza et al. (2009) discorreram
sobre o papel da eCG, nesta categoria de animais, quando submetidos ao protocolo
de inseminacdo, enfatizando os mecanismos fisiologicos que levam a maior
producdo de P4 luteal, apds o tratamento com eCG, quando se pbéde observar o
aumento da proporcao, tamanho e/ou funcéo das células luteinicas do corpo luteo.

A eCG também pode ser usada para a superovulacdo de bovinos (dose +
2000 Ul) ou para melhorar a qualidade do foliculo dominante (tratamento
estimulador; dose de 400 Ul). Durante o protocolo reprodutivo de tempo fixo, a eCG
afeta o foliculo e o corpo luteo que se desenvolve, aumentando o diametro e
acrescentando a funcdo da glandula luteinica, ou seja, aumentando as
concentracbes plasmaticas de progesterona e a atividade das mitocondrias nas
células luteinicas (RIGOGLIO et al., 2013).

J4 a adicdo de eCG em protocolos de IATF de vacas Nelore lactantes
ciclando e em boa condicdo corporal, tratadas com dispositivos contendo
progesterona, ndo melhora a taxa de prenhez (ERENO et al., 2008). A administracao
de eCG em vacas lactantes aciclicas, tratadas com progesterona ou progestagenos,
tem sido recomendada pela a¢do do FSH/LH no desenvolvimento dos foliculos de
vacas em anestro (BRYAN et al., 2008).

Fazendo o uso da eCG em bubalinos, Carvalho et al. (2013) apresentaram
resultados satisfatorios: aumento do crescimento do foliculo dominante, maiores
taxas de ovulacéo, melhor qualidade do corpo luteo formado e, consequentemente,
maiores concentragfes de P4 enddgeno apds a ovulacdo e acréscimo na taxa de
prenhez.

Em ovinos, com o intuito de sincronizar o momento da ovulagdo, sédo usadas
algumas das gonadotrofinas (gonadotrofina coriénica equina - eCG; gonadotrofina
coribnica humana - hCG; FSH), GnRH ou E2. O uso da eCG aumenta o
desenvolvimento folicular e a prolificidade em ovelhas em regiGes subtropicais
(SOUZA, 2013); no entanto, sua eficiéncia no desenvolvimento folicular pode ser
influenciada pelo momento de aplicacdo em relacédo ao tratamento de sincronizagcao
de estro (ALI, 2007; MURPHY, 2012).

A utilizagdo de progesterona mais a eCG em ovelhas resultou em aumento

nas concentracdes plasmaticas de progesterona do 6° ao 10° dias apos a ovulacao,
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e em intervalos menores do estro apos a ovulacao, quando comparadas com fémeas
sincronizadas com prostaglandinas, o que foi atribuido ao fato de a eCG aumentar a
concentracdo de E2, induzindo o aparecimento mais precoce do estro e do pico pré-
ovulatério de LH e FSH (URIBE-VELASQUEZ et al., 2008b).

Os animais que recebem eCG apresentam maiores concentracoes de P4,
provavelmente como resultado da atividade do CL, associada a dos grandes
foliculos luteinizados, em resposta a eCG, além da prépria liberacdo do dispositivo
de P4 (URIBE-VELASQUEZ et al., 2007, 2008b). A utilizacdo de eCG proporciona
uma rapida reducdo no numero de foliculos pequenos ao exame ultrassonogréfico,
levando ao aparecimento de médios e grandes foliculos que, sendo a fonte de E2,
permitirdo, com seu crescimento mais precoce, uma manifestacdo estral igualmente
mais precoce (ALI, 2007). A aplicacdo da eCG por 24 horas, com a pré-retirada de
pessarios no dia da retirada ou no momento da monta, mostrou-se efetiva para
sincronizar o estro em 100% das ovelhas, sendo 85% delas em até 72 horas apos a
retirada (TINAJERO et al., 2007). A aplicacdo da eCG 24 ou 48 horas antes da
remocado das esponjas intravaginais resultou em menor intervalo do estro a
ovulacao, aliado ao desenvolvimento mais precoce de grandes foliculos, originados
do mesmo pool folicular, podendo, portanto, a eCG ser benéfica no uso de IATF
(ALI, 2007). Um ponto a ser considerado no uso desta gonadotrofina € que, devido a
sua longa meia-vida, pode levar ao desenvolvimento de grandes foliculos
estrogénicos anovulatérios, os quais influenciam, negativamente, o desenvolvimento
embrionario precoce e o transporte no oviduto (HUSEIN e ABABNEH, 2008;
MURPHY, 2012). Por outro lado, Ali (2007) cita que o mecanismo pelo qual a eCG
aumenta a taxa ovulatoria pode ser devido a elevada quantidade de foliculos que
entram na categoria >2 mm de diametro, & prevengcdo da ocorréncia de atresia
natural ou a reversao do processo atrésico.

Ja4 em suinos, o uso mais comum da eCG tem sido a exploracdo da sua
atividade na indugé@o do hormonio foliculo estimulante (FSH) e a promocéao do estro
em animais imaturos (MURPHY, 2012). Como a idade média em que 0S porcos
atingem a puberdade pode ser variavel, torna-se uma pratica-padrédo na induastria,
para avancar a puberdade em suinos, a combinacdo de doses relativamente baixas
da eCG (400-500 Ul) a fim de induzir o desenvolvimento folicular, e a administracéo
de 100-200 Ul do hCG para induzir a ovulagdo. O tratamento dos animais imaturos

resulta em um aspecto positivo para a ocorréncia dos sinais de estro, em 90% das
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marrds, em 6 dias (BARTLETT et al.,, 2009). Embora se possa usar a eCG em
animais muito jovens, € aconselhavel observar o 1° estro cerca de 21 dias mais
tarde e, no 2° estro, fazer uso do protocolo (MARTINAT-BOTTE et al., 2011). Isto
resulta em taxa maiores de fertilidade (BARTLETT et al., 2009).

O tratamento com eCG tem sido menos frequentemente empregado para
induzir a puberdade em ruminantes, embora tenha sido utilizado com sucesso em
ovinos (SAWALHA et al., 2011).

De acordo com Maia et al. (2010), existem dois conjuntos de métodos de
manipulacéo do ciclo estral em caprinos: um natural, que emprega o efeito macho, e
outro artificial, utilizando-se prostaglandinas, progestagenos e gonadotrofinas.

Kridli e Al-Khetib (2006) e Barrett et al. (2004), trabalhando com 600 e 500 Ul
de gonadotrofina coribnica equina, mostraram que as fémeas caprinas dos grupos
experimentais manifestaram estro nas 72 horas seguintes ao final da sincronizagao e
nao apresentam diferenca (P>0,05). Doses de 1.250 Ul do mesmo hormonio foram
utilizadas por Riesenberg et al. (2001) em cabras fora da estacdo reprodutiva,
guando observaram o mesmo tempo de intervalo. No trabalho de Fonseca et al.
(2008), utilizando 200 Ul de gonadotrofina coridnica equina e administrando
prostaglandina PGF,a no momento de retirada da esponja (dia 9) em cabras
Alpinas, observou-se a reducdo do intervalo do estro que, em 88% dos animais,
ocorreu nas primeiras 36 horas.

Segundo Freitas e Salles (2000), a aplicacdo de 200 Ul de gonadotrofina
coribnica equina em cabras Saanen, sincronizadas com progestagenos, modificou o
periodo do intervalo entre a remocao do dispositivo e o inicio do estro (22,6 + 10,1
versus 26,6 + 10,6 h). Os tratamentos hormonais com progestagenos associados a
gonadotrofina coribnica equina tém apresentado bons resultados de respostas de
estro, uma vez que essa gonadotrofina atua no recrutamento folicular ovariano de
fémeas ciclicas ou aciclicas (MIES FILHO et al., 1989). Menchaca et al. (2007)
ressaltaram que o inicio da resposta superovulatoria, na auséncia de foliculos
grandes, desencadeou maior taxa de ovulagdo e melhor producdo de embribes em
cabras Alpinas. A administracdo de gonadotrofina coribnica equina, no momento de
retirada do dispositivo, possivelmente diminuiu os efeitos negativos de progesterona
na dinamica do crescimento folicular e na ovulacdo (NOEL et al.,, 1994). O

crescimento do foliculo dominante nos animais tratados com gonadotrofina coridnica
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equina foi maior que o do grupo-controle, o que concorda com os resultados de Ali
(2007).

O aumento do diametro do foliculo dominante nos animais que recebem
gonadotrofina coribnica equina pode ter sido provocado pelos efeitos da
gonadotrofina no eixo hipotalamo-hipdéfise-ovario e pelas alteragdes nos mecanismos
regulatérios intraovarianos, devido, principalmente, a sua meia-vida prolongada e
pela sua atividade de LH e de FSH (BARBOSA et al., 2013).

2.8- SINCRONIZACAO RECEPTORA/DOADORA.

O manejo consiste em monitorar o comportamento reprodutivo da égua,
utilizando a palpagéo e a ecografia transretal para acompanhar a atividade folicular e
a ovulacdo. E, caso seja necessario, utilizar também horménios exdgenos para a
sincronizacdo do estro e a inducdo da ovulacdo. No momento da transferéncia, é
importante que pelo menos duas receptoras estejam disponiveis para cada doadora,
permitindo, assim, escolher a que apresenta melhores condi¢cdes reprodutivas para
receber o embrido (McKINNON e SQUIRES, 2007; LIRA et al., 2009).

Um dos métodos mais eficientes e baratos para obter esta sincrona foi
descrito por Pashen et al. (1993), utilizando a aplicacdo de uma Unica dose de PGF2
alfa durante o diestro de doadoras e receptoras, para se obter a sincronizacao da
lutedlise. Ja Alvarenga et al. (1998) obtiveram a lutedlise por meio da aplicacéo de
uma micro dose de prostaglandina no ponto apropriado de acupuntura localizado no
espaco lombossacral, reduzindo as despesas com a sincronizagao. A sincronizagéo
doadora-receptora tem uma enorme influéncia nos resultados de um programa de
transferéncia de embrides equinos (PANZANI et al., 2009).

As receptoras devem ovular 1 dia antes da doadora (+1) ou até 3 dias depois
(-3) (McKINNON e SQUIRES, 2007). Neste caso, é aconselhavel o uso de
receptoras que estejam entre 4 e 8 dias apos ovulacao (LOSINNO et al., 2006). No
entanto, num estudo de Carnevale et al. (2000), os resultados indicam que o dia
pos-ovulatério em que a receptora se encontra seja talvez mais importante que a
sincronizacdo doadora-receptora. Quando existe um grande numero de receptoras,

uma doadora pode ser combinada com uma receptora que tenha ovulado
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espontaneamente, sem recorrer a utilizacdo de hormoénios para sincronizar 0os seus
ciclos. No entanto, quando isso ndo € possivel, a sincronizagdo tem que ser feita
recorrendo a hormonioterapia, uma vez que € aconselhavel ter pelo menos duas
receptoras para cada doadora (McKINNON e SQUIRES, 2007).

Os hormonios mais utilizados em reprodugcdo sdo a prostaglandina F2a
(PGF2a), estrogénios (E2), progestagénios (como a progesterona — P4),
gonadotrofina coribnica humana, horménios gonadotroficos (GnRH), extrato de
pituitaria equina (EPE), hormdnio foliculo-estimulante equino purificado (eFSH) e
ocitocina (FARIA e GRADELA, 2010).

Trabalhos recentes demonstram que receptoras, quando tratadas com
progesterona exdégena, podem ser utilizadas em um momento mais precoce do ciclo.
Caiado et al. (2007), administrando progesterona de acdo diaria em receptoras a
partir do dia da ovulacdo (DO0), permitiram o uso destas jA no 2° dia do ciclo (D2).
Leury et al (2001) observaram a possibilidade da utilizagdo de receptoras 3 dias
apos ovulacédo (D3), desde que estas apresentem bom ténus uterino na avaliacao
ginecoldgica. Rodrigues et al. (2012) fazem o uso de progesterona de longa acéo no
momento da ovulacdo da receptora, uma Unica dose e a utiliza jA no 2° dia apés
ovulacao (D2).

Nos ultimos anos, o ingresso no mercado de novos veiculos biodegradaveis
de liberacdo lenta controlada, associados a progesterona, que mantém os niveis
plasmaticos por 6 a 8 dias, com uma unica aplicacéo injetavel semanal, permite o
uso de receptoras em anestro ou em fase transicional (LOSINNO et al.; 2006).
Rocha Filho et al (2004) e Testa et al. (2005) avaliaram os indices de prenhes e a
perda embrionaria precoce em éguas receptoras em anestro ou transicionais,
tratadas uma vez por semana com P,"*, em programas de transferéncia de embrides
no Brasil. Nao revelaram, entretanto, diferenca significativa entre o grupo nao
ciclante e o ciclante, 0 que demonstra que este tratamento é seguro, desde que o
emprego de progesterona seja continuado semanalmente até aos 120 dias de

gestacao.
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2.8.1- SELECAO DE RECEPTORAS NO MOMENTO DA INOVULACAO

Losinno et al. (2006) destacam que as receptoras representam o gargalo para
0 programa de transferéncia de embrido, tornando-se um dos itens mais caros pelo
aumento exponencial da demanda. Destacam ainda alguns pontos importantes no
momento da selecéo e ou aquisicdo das mesmas: tipo e tamanho; idade; categoria,;

sanidade reprodutiva; docilidade e habilidade materna.

Squires et al. (1998); Mckinnon (1999); Carnevale et al. (2000); Squires et al.
(2003) destacam que, para a selecdo de receptoras, objetivando transferéncia de
embrides, deve-se levar em conta o estado geral da receptora, histérico reprodutivo,
grau de sincronia e exame completo da genitdlia no momento da selecao.
Entretanto, nenhum deles fez referéncia as caracteristicas encontradas durante o cio
e ovulacdo como fator importante na possivel determinacéo desta selecao.

No exame ultrassonografico, a dindmica da ecotextura uterina é influenciada
pelos diferentes momentos do ciclo estral, em virtude dos niveis de esteroides
ovarianos predominantes. No diestro, sob a acdo da progesterona, as pregas
endometriais ndo sao identificadas, apresentando uma ecotextura homogénea.
Contrastando com isso, durante o estro, a imagem gerada pela insonacéo
transversal no corno uterino apresenta-se claramente em forma de estrela, com
partes alternadamente anecoicas até hipoecoicas de baixa intensidade,
representando secrecdo endometrial e tabiques ecogénicos que correspondem as
pregas endometriais edematizadas, que caracteriza o chamado edema uterino de
ecotextura heterogénea (figura 2) sob a acao estrogénica e se apresenta com maior
intensidade 2 dias antes da ovulacdo, desfazendo o edema apOs a ovulagéo
(ANDRADE MOURA, 2011).

Caiado (2005), em seu trabalho, relata que os veterinarios faziam apenas o
controle do desenvolvimento folicular, por meio de palpacédo retal, com anotacdes
minuciosas do tamanho e consisténcia dos foliculos, ficando este exame restrito aos
ovarios, na grande maioria das vezes. Por outro lado, o exame completo da
genitélia, estendendo-se do Utero a cérvix, poderia trazer mais informacdes ao
veterinario no momento da transferéncia de embrides. Isto ocorre porque, no inicio
dos trabalhos de transferéncia de embrides na espécie equina, a selecdo de

receptoras levava em conta principalmente o grau de sincronia entre doadoras e
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receptoras, classificando as receptoras também quanto as caracteristicas de todo o
trato reprodutivo antes da ovulagéo e apds a ovulacéo.

Squires et al. (1998, 2003) preconizam que receptoras de embrides equinos
devem ser examinadas no dia 4 ou 5 apés ovulacéo, por meio de ultrassonografia,
quanto a presenca de corpo luteo e a auséncia de fluidos ou dobras endometriais e
que, além disto, o trato genital deve ser examinado via retal para observacdo do
tdnus uterino e cervical. Eguas que apresentam ténus uterino e cervical considerado
excelente apresentam taxa de prenhez maior que as receptoras com tonus
considerado marginalmente aceitavel, segundo os mesmos autores.

Carnevale et al. (2000) demonstraram que os fatores mais importantes na
selecéo de receptoras, visando a transferéncia de embriées em equinos, sdo o tdnus
uterino e o cervical. Caiado et al. (2007) analisaram a concentracdo de progesterona
de receptoras, no dia 5 apds a ovulacdo, e concluiram que as consideradas aptas
para receberem embrides apresentavam uma taxa de progesterona
significativamente maior que as rejeitadas. Carnevale et al. (2000) também
afirmaram que receptoras equinas classificadas com ténus uterino excelente ou
bom, no momento da transferéncia de embribes no dia 5 apdés a ovulacéo,
apresentaram uma taxa de gestacdo significativamente maior que as que foram
classificadas com tdbnus marginalmente aceitavel.

A progesterona € o unico fator produzido pelo corpo Iiteo necessario para o
desenvolvimento da turgidez uterina na égua, segundo Bonafos et al. (1994). Citado
por Caiado (2005), estes pesquisadores monitoraram o tbnus uterino em éguas
prenhes e nao prenhes, classificando-os de 1 (flacido) a 6 (turgido), sendo o trabalho
conduzido do DO ao D20 (DO= dia da ovulacao), e a classificacdo se baseou na
palpacdo do utero. Afirmaram que o pico maximo do tbnus, encontrado em éguas
nao prenhes, ocorreu entre 6 a 13 dias, e que, a partir do D13, o tonus de éguas
gestantes € maior que das ndo gestantes. A aplicacdo exdégena de progesterona,
nestas Ultimas, causa turgidez uterina semelhante a de éguas gestantes, com
aproximadamente 30 dias.

McKinnon et al. (1988) trataram éguas ovariectomizadas com estradiol e
progesterona, mostrando que 0 aumento do ténus uterino no inicio da prenhes e na
pseudo-prenhez ndo é somente atribuido a progesterona, uma vez que a adicao de
pequenas quantidades de estradiol (1 mg), em éguas tratadas com progesterona

(100 mg/dia de P4), resultou num ténus maior que o do tratamento somente com
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progesterona ou com progesterona na mesma dose acrescida de 5 mg de estradiol.
Estes autores atribuiram a classificacdo do grau de ténus uterino de 1 (minimo) a 4
(méaximo, ténus do inicio da prenhes).

Gastal et al. (1998) relataram que os métodos utilizados em diferentes
experimentos, visando classificar o grau de contracdo uterina na égua, tiveram como
base o implante de eletrodos e a medida extraluminal do grau de estiramento
uterino, sendo que, por palpacao transretal, classificaram o ténus uterino num escore
delad4.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3-1. LOCAL DO EXPERIMENTO E ANIMAIS

O experimento foi realizado no campus da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (Unidade de Pesquisa Animal do LRMGA/CCTA) e em
dois haras em Campos dos Goytacazes - RJ: Rancho Siq e RH Ranch. Latitude -
21°.45°.15" e Longitude -41°19°.28" - altitude 13 metros, clima tropical com
temperatura meédia anual de 22,5°C (GOOGLE EARTH, 2012).

Todo o trabalho de amostragem (coletas e transferéncias) foi realizado
durante duas estagOes de monta entre os meses de setembro/margco de 2011/2012
e 2012/2013. Foram utilizadas, durante o experimento, 50 éguas, com idade
variando de 3 a 16 anos, e condicdo corporal compativel com a atividade
reprodutiva.

Estas éguas foram mantidas em regime de campo, com pastagem de
graminea, agua e sal mineral ad libidum, sendo suplementadas diariamente com

volumoso e concentrado em bretes com cochos individuais.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As éguas foram divididas em dois tratamentos: Tratamento | — éguas
monitoradas sem inducao da ovulacdo; Tratamento Il — éguas cuja ovulacao foi
induzida com a administracdo endovenosa de 1 mg de acetato de deslorelina
(andlogo do GnRH).

Todos os animais com foliculos pré-ovulatérios com ou sem indugdo da
ovulacdo foram monitorados com auxilio de ultrassonografia em intervalos de 12 em
12 horas, até 0 momento da ovulagéo. Verificado o término da fase estrogénica e a

ovulacdo das eguas em estudo, as mesmas foram entdo subdivididas em cinco
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grupos, obedecendo a administracdo do farmaco. Para o tratamento |, éguas (25)
sem inducé&o da ovulacao: controle, 250 Ul eCG no DO, 250 Ul eCG no DO + 250 UI
eCG no D2, 500 Ul no DO e 500 Ul eCG no DO + 500 Ul no D2. O tratamento Il
seguiu a mesma ordem da subdivisdo, a diferenca foi a realizacdo da inducao da

ovulacéo em todos os animais.

TRATAMENTO |

Grupo | — CONTROLE: éguas ovuladas naturalmente, coletadas amostras
sanguineas no DO; D2; D4 e D8 para a dosagem da concentracédo de progesterona.

Grupo Il — éguas ovuladas naturalmente, sendo, apds a ovulacéo,
administradas 250 Ul eCG no DO, amostras coletadas, para a dosagem de P4, nos
seguintes momentos: DO, D2, D4 e D8.

Grupo Il - éguas ovuladas naturalmente, sendo, apdés a ovulacao,
administradas 250 Ul eCG no DO + nova administragdo de 250 Ul eCG no D2,
amostras coletadas, para a dosagem de P4, nos seguintes momentos: DO, D2, D4 e
D8.

Grupo IV- éguas ovuladas naturalmente, sendo, ap6s a ovulacao,
administradas 500 Ul eCG no DO, amostras coletadas, para dosagem de P4, nos
seguintes momentos: DO, D2, D4 e D8.

Grupo V - eéguas ovuladas naturalmente, sendo, ap0s a ovulacao,
administradas 500 Ul eCG no DO + nova administragdo de 500 Ul eCG no D2,
amostras coletadas, para dosagem de P4, nos seguintes momentos: DO, D2, D4 e
D8.
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TRATAMENTO I

Grupo | — CONTROLE + DESLORELINA: éguas induzidas a ovulacdo com 1
mg de deslorelina, sendo, apds a ovulacao, coletadas amostras, para a dosagem de
P4, nos seguintes momentos: DO, D2, D4 e D8.

Grupo Il — éguas induzidas a ovulacdo com 1 mg de deslorelina, sendo, apos
a ovulacéo, administradas 250 Ul eCG no DO, amostras coletadas, para dosagem de
P4, nos seguintes momentos: DO, D2, D4 e D8.

Grupo Il - éguas induzidas a ovulacdo com 1 mg de deslorelina, sendo, apés
a ovulagéo, administradas 250 Ul eCG no DO + nova administragao de 250 Ul eCG
no D2, amostras coletadas, para a dosagem de P4, nos seguintes momentos: DO,
D2, D4 e D8.

Grupo IV- éguas induzidas a ovulacdo com 1 mg de deslorelina, sendo, apos
a ovulacdo, administradas 500 Ul eCG no DO, amostras coletadas, para a dosagem
de P4, nos seguintes momentos: DO, D2, D4 e D8.

Grupo V - éguas induzidas a ovulacdo com 1 mg de deslorelina, sendo, apds
a ovulagéo, administradas 500 Ul eCG no DO + nova administragao de 500 Ul eCG
no D2, amostras coletadas, para a dosagem de P4, nos seguintes momentos: DO,
D2, D4 e D8.

A gonadotrofina coribnica equina utilizada no experimento foi comprada por
meio de projeto UENF/FAPERJ — marca registrada “NOVORMON® laboratério
Pfizer. A administracdo da eCG foi realizada via intramuscular, obedecendo a
diluicdo para a concentracdo hormonal que se pretendia, 250 Ul ou 500 UI.

3.2.1 - DA AMOSTRAGEM

Determinada a ovulacdo das éguas em estudo e a administracdo do farmaco
de acordo com o grupo que elas se encontravam, foram determinados os dias das
coletas das amostras (Figura 3), DO (o dia da ovulagédo), D2 (dois dias apos a
ovulacéo), D4 (quatro dias ap0s a ovulacéo) e D8 (oito dias apds a ovulagéo).

No dia da coleta das amostras sanguineas, no proprio brete de contencéao, as
caracteristicas do trato reprodutivo foram avaliadas e minuciosamente anotadas,

para posterior avaliacdo e comparacdo com a quantificacdo hormonal.
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Figura 3- Esquema de dias para coleta das amostras do experimento, sendo DO, o

dia da ovulacdo da égua monitorada.

3.3 - COLETA DOS DADOS

Os dados experimentais foram coletados em éguas ciclicas, durante a
estacdo de monta (primavera — verdo) de 2011/2012 e 2012/2013.

3.3.1 - EXAME CLINICO DOS ORGAOS REPRODUTIVO

As caracteristicas do trato genital das éguas foram observadas por meio de
palpacao retal guiada por ultrassonografia. Anotando-se os parametros observados
(qualidade de corpo lateo, tbnus uterino, abertura de cérvix e edema uterino) nos

respectivos dias de coleta sanguinea e avaliacao reprodutiva.

3.3.1.1 - OVARIOS, FOLICULOS E OVULACAO

Os animais foram monitorados mediante ultrassonografia (US) de 48 em 48
horas, a partir da deteccdo de comportamento do cio e no momento em que a égua
apresentou um foliculo = 35 mm e um edema uterino grau 3; este intervalo de exame
passou a ser de 12 em 12 horas até a ovulacdo. O exame dos 0rgaos genitais foi
executado no proprio brete de suplementacdo alimentar. O acompanhamento do
trato reprodutivo, por meio de ultrassonografia, Midray 2200vet acoplado a um

transdutor transretal linear de 5,0 MHz, auxiliou na avaliagdo da dinamica folicular
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até a ovulacdo e posterior observagcdo das caracteristicas dos 6rgéos reprodutivos,
tais como: tamanho, morfoecogenicidade de corpo luteo e dissipacdo de edema dos
animais em estudo.

Os dados coletados das caracteristicas do trato reprodutivo, preconizando a
qualidade do corpo lateo formado, foram cuidadosamente anotados, para fins de
coleta de dados sobre o efeito da dose-resposta do farmaco administrado (eCG) e

divisdo dos tratamentos realizados.

3.3.1.2 - QUALIDADE DE CORPO LUTEO

Com o intuito de acompanhar e monitorar a morfologia e a ecogenicidade do
corpo lateo do DO ao D8, imagens ultrassonograficas realizadas dos animais foram
capturadas e avaliadas. No 4° dia apés a ovulacao (D4), a imagem do corpo luteo foi
capturada e realizada a mensuracdo dos dois maiores diametros do CL; com a
média dessas duas afericdes, foi determinado o tamanho médio (mm) do corpo

[Uteo.

TmeL=Dlc + D2¢ /2

Com base nas pesquisas de Arruda et al. (2001) e Gorreti (2005) que
demonstram, por meio da mensuracdo e escaneamento de corpos luteos equinos,
tabelas préprias para a classificacdo da morfoecogenicidade do tecido luteinico, as
informacdes de morfoecogenicidade do corpo luteo foram compiladas em uma
escala de 1 a 4 (tabela 1), segundo o grau de ecogenicidade, facilitando o

delineamento para tal caracteristica.

Tabela 1- Morfoecogenicidade do corpo Iuteo (escore 1 a 4)

Escore Descricao
1 Pontos ecogénicos e anecoicos com visualizacao definida
2 Levemente ecogénico, pode ter centro anecoico ou trabeculado
3 Ecogénico podendo ter centro anecoico, mas com limites definidos
4 Hiperecogénico e forma definida
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3.3.1.3 - TONUS UTERINO

Para o desenvolvimento da turgidez uterina na égua, estd comprovada a
necessidade de uma adequada producao de progesterona (KAMADA et al., 2013). A
contratilidade uterina é determinada por meio de avaliacdo continua do corpo
uterino, visualizando uma seccao longitudinal durante 1 minuto, com base nos
movimentos de vai e vem dos pontos de reflexdo do endométrio ou dos movimentos
de onda observados na superficie ventral do corpo uterino (SILVA, 2003) A
classificagdo do tdnus uterino baseou-se na palpacdo do tecido uterino e com a
complementacgédo visual da imagem ecogréfica do limen, conforme Rodrigues et al.

(2009) que classificam o tbnus uterino em uma escala de quatro diferentes graus:

v" Tonus 1- Minimo ténus verificado do anestro até o inicio da atividade ciclica.
O formato e consisténcia do Utero ndo sao bem definidos ao exame de

palpacao retal.

v' Tonus 2- O tbnus proporcionado pela fase estrogénica do ciclo estral (estro),
com utero de consisténcia macia e formato quase tubular. As contracdes do

Utero ainda ndo sdo perceptiveis ao toque.

v' Tbénus 3- O tbnus da fase progesterdnica do ciclo estral (diestro). O Utero
apresenta formato tubular bem definido, com aumento do tbnus e

consisténcia. As contracdes uterinas sdo perceptiveis.

v' Tonus 4- Maximo ténus do inicio da prenhes, apés o 13° dia. As contracdes
uterinas sdo ainda mais perceptiveis. O Gtero mantém formato tubular e

consisténcia mais firme.

3.3.1.4 - ABERTURA DA CERVIX

Quanto a cérvix, no mesmo exame do trato reprodutivo, foi verificada a abertura
ou o seu fechamento.

Realizando a palpagcdo por toque retal, as caracteristicas da cérvix foram
anotadas, sendo que, quando apresentava flacidez e mudanca de formato ao toque,
caracteristicas resultantes de uma baixa tonicidade, verificava-se uma cérvix aberta.

Por outro lado, quando a cérvix era apalpada e apresentava formato tubular e



57

consisténcia firme, evidenciava uma alta tonicidade, que configurava uma cérvix

fechada, podendo ser resultado da agéo de progesterona no diestro e/ou gestacao.
N&o foram utilizadas neste experimento, éguas monitoradas via palpacao

retal, com presenca de foliculos acima de 35 mm com fluido no l[imen uterino e/ou

cérvix fechada.

3.3.1.5 - EDEMA UTERINO

A ecotextura uterina visualizada pela ultrassonografia foi classificada com
base no grau de edema das pregas endometriais, utilizando-se uma escala de
escore que variou de 0 (auséncia de edema) a 3 (grau maximo de edema, pico da
fase estrogénica). Desse modo, foram feitas a classificacdo e a selecdo das éguas
(n=50) para a analise da hip6tese proposta: animais que em estro (um ou mais

foliculos = 35 mm) apresentaram edema uterino grau 3 (fig. 4).

Figura 4 — Associacdo da dinamica folicular e ecogenicidade uterina (Fonte: Imagem US
Midray 2200vet: autor)
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3.4. - AMOSTRA PARA DOSAGEM DE PROGESTERONA

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular, numa quantidade de
10 mL em tubos, para a coleta a vacuo, tampa vermelha, sem anticoagulante.
Realizada a coleta da(s) amostra(s), o(s) tubo(s) foi (foram) acondicionado(s) em
caixa isotérmica e, em seguida, transportado(s) para o Laboratério de Reproducéo e
Melhoramento Genético Animal — LRMGA/CCTA/UENF - a fim de fazer a
centrifugacéo da(s) amostra(s) e separagéo do soro em tubo Eppendorf®.

Os tubos Eppendorf® foram cuidadosamente identificados, lacrados e
mantidos em freezer a —20°C. No momento em que todas as amostras foram
colhidas, foi realizada a dosagem progesterénica, no Setor de Comportamento e
Bem-estar Animal do Laboratério de Reproducdo e Melhoramento Genético Animal
(LRMGA), pela técnica de radioimuneonsaio (RIE) em fase soélida.

Para a coleta das amostras sanguineas, preconizou-se a antissepsia do local
(terco médio da veia jugular lado esquerdo) com algoddo embebido em alcool a
70%, na direcado do pelo. ApGs evaporacdo do alcool, a agulha foi introduzida na
veia de um garrote. O émbolo da seringa foi puxado lentamente, evitando-se a
hemdlise da amostra. Apds a coleta, retirada a agulha e desfeito o garrote, o sangue
foi transferido para um tubo a vacuo sem anticoagulante, com capacidade de 10 mL.

O tubo, para posterior transporte ao LRMGA, foi acondicionado em caixa
isotérmica (8°C a 2°C), nao ultrapassando o tempo maximo de 2 horas. Chegadas
as amostras ao laboratorio, os tubos foram preparados para centrifugacéo (600g/10
minutos).

Apés a centrifugacdo das amostras, o soro foi aliquotado em tubo
Eppendorf®, volume de 2 mL, sempre em duplos exemplares, identificados e

congelados em freezer a -20°C, para posterior dosagem progesteronica.
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3.4.1 - PROCEDIMENTO DO RADIOIMUNOENSAIO

As concentracdes de progesterona das amostras de soro foram determinadas
no Setor de Comportamento e Bem-estar Animal do Laboratério de Reproducéo e
Melhoramento Genético Animal (LRMGA). As concentracdes de progesterona foram
determinadas pela técnica de radioimuneonsaio (RIE) em fase sélida, sendo utilizado
o0 conjunto diagnéstico comercial desenvolvido para dosagem hormonal de
progesterona em soro humano (Immunotech® Beckman Coulter Laboratories,
Marseille, France), ja validado para progesterona plasmatica na espécie bovina
(ALACAM et al., 2009).

Os procedimentos laboratoriais foram realizados de acordo com a
metodologia proposta pelo fabricante.

No dia do ensaio, o conjunto diagnéstico comercial foi deixado em torno de 30
minutos em temperatura-ambiente antes do inicio do ensaio. As amostras
sorologicas foram descongeladas em temperatura-ambiente.

Para a construcdo da curva de calibracao, foram rotulados os tubos, seguindo

os parametros do manual do fabricante do kit, como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2- Descricdo da rotulagem, para procedimento da dosagem de P4 por

radioimunoensaio, segundo fabricante do Kit.

Item Descricao

1 4 tubos de polipropileno (ndo revestido com anticorpo) de 12 x 75 mm para
as contagens totais (T) e ligagdes ndo especificas (NSB) em duplicada.

2 18 tubos revestidos com anticorpos de progesterona: dois tubos para Py
(ligagdo maxima com o anticorpo para a progesterona na auséncia do padrao
ou desconhecido) e dois tubos para cada calibrador (padréo) em ordem
crescente correspondendo de Padrédo 1 (P;- 0,025 ng/ mL) a Padréao 8 (Ps -
45 ng/mL).

3 2 tubos foram utilizados no controle para o controle do ensaio de valor
conhecido, fornecido pelo fabricante, e 2 tubos utilizados para o controle do
pool das amostras.

4 75 tubos revestidos com anticorpos de progesterona para as amostras

plasmaticas.
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Apébs a rotulagem dos tubos como descrito acima, foram pipetados 50 yL do
calibrador A nos tubos NSB e Py; 50 pL dos calibradores remanescentes (padroes
de P1 a P8); 50 yL dos controles; 50 yL do pool das amostras; e 50 pyL das
amostras.

Em todos os tubos, foram adicionados 0,5 mL de progesterona **| no espaco
de 10 minutos, apos pipetar os calibradores (padrdes), controles e amostras. Os
tubos foram agitados em shaking vertical, com velocidade de 200 rpm durante 1
hora, a temperatura-ambiente. Apos este periodo, todo o liquido contido nos tubos
foi aspirado através de uma bomba a vacuo, exceto o sobrenadante dos tubos T
(contagens totais). A leitura foi realizada por meio do contador gama Wizard 2470.

Foram realizados trés ensaios. O controle de qualidade do RIE foi realizado
mediante o coeficiente de variacdo intraensaio, para cada ensaio, sendo de 0,82%,
0,75% e 0,59%; e o coeficiente de variacdo interensaio foi 0,63%. A sensibilidade
minima detectada para cada ensaio foi de 0,025 ng/mL, 0,08 ng/mL e 0,095 ng/mL.

As concentracfes de progesterona plasmaticas foram expressas em ng/mL.
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3.5 - ANALISES ESTATISTICAS

Para a metodologia da analise estatistica do referido experimento, fez-se
necesséario a divisdo de dois tratamentos: o tratamento | compreendia todos o0s
animais com ovulagdo natural e o tratamento Il compreendia todos animais com
ovulacdo induzida por meio da administracao de farmaco. Portanto, com a divisdo de
cada tratamento, obteve-se a presenca de duas variaveis independentes.

Cada tratamento foi dividido em cinco unidades experimentais e/ou grupos,
diferindo pela administracdo ou ndo de um farmaco em concentracdo e dias
diferentes, em que a concentracdo de progesterona (P4), tdnus uterino,
ecogenicidade e tamanho do corpo Iuteo (CL) foram as varidveis aleatorias
continuas avaliadas de cada individuo, dentro de cada unidade experimental, sendo
realizada cinco repeticdes independentes para cada grupo estudado. Foram
avaliados 50 animais para o estudo da hipétese proposta.

Os resultados que envolveram frequéncia foram apresentados em tabelas de
frequéncia, com numero absoluto e a propor¢do dos casos observados. As
caracteristicas de concentracdo de progesterona, tonus uterino, tamanho e a
morfoecogenicidade dos corpos liteos em funcdo dos tratamentos e grupos por dia
foram estudados por meio de analises de variancia pelo método dos quadrados
minimos, enquanto comparacfes entre as médias foram realizadas pelo teste de
Tukey.

As analises de variancia foram realizadas pelo aplicativo Sistemas para
Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG, versado 9.1), adotando-se o nivel de 5% de

significancia
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As informagbes obtidas com a avaliagdo dos tecidos e 6rgdos do sistema
reprodutivo equino, por meio da ultrassonografia, foram compiladas, e os resultados
de distribuicdo e frequéncia das caracteristicas de ecogenicidade, morfoecometria
dos corpos lateos e tbnus uterino das éguas avaliadas (n=50), no 4° dia apos
ovulacéo (D4), séo apresentados nas tabelas 3, 4 e 5, respectivamente.

A partir da metodologia, criou-se uma escala de ecogenicidade para o corpo
liteo, variando de 1 a 4, e obedecendo ao delineamento experimental, para a
classificacdo desta caracteristica, pode-se observar que, na tabela 3, 54% (n=27)
dos animais apresentaram morfoecogenicidade escore 4, uma tendéncia fisioldgica,
visto que, no D4, as células luteinicas do corpo luteo ja estdo maduras e em maxima
atividade funcional, fato observado e descrito por alguns pesquisadores (STOCCO et
al., 2007; GINTHER et al., 2008; TAROUCO, 2012).

O exame ecogréfico do corpo lateo, aliado as caracteristicas inerentes ao
estagio de diestro do érgao reprodutivo, representa um meio utilizado na pratica para
indicar a atividade da glandula luteinica, apesar de a dosagem de progesterona ser
um meétodo mais preciso. Por isso, 0 exame ecografico ndo € utilizado para uma
avaliacao rotineira, visto que, além de apresentar um custo elevado, a avaliacdo do
corpo lateo necessita ser pratico e rapido, a fim de predizer uma possivel receptora
apta para ser inovulada e utilizada em programas de transferéncia de embribes
equinos.

Fazendo o uso da ecografia colorida Doppler, Romano et al. (2012) e Ferreira
(2013) concordam que a vascularizagdo de foliculos pré-ovulatérios néo esta
relacionada com a posterior funcéo secretora do corpo lateo, afirmando que tanto os
foliculos pré-ovulatorios com alta vascularidade quanto os foliculos com baixa
vascularidade originam corpos luteos funcionais e semelhantes. Com os resultados
apresentados por estes pesquisadores, pode-se afirmar que a ultrassonografia
representa um método eficiente e rapido para a deteccdo e avaliacdo do
desenvolvimento, tanto de foliculos quanto de corpos liteos e que, no mesmo
exame, sdo reconhecidos pelo tamanho, forma e caracteristicas de

morfoecogenicidade.
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Observa-se que 30% (n=15) dos animais (Tab. 3) apresentaram
morfoecogenicidade luteinica escore 3, o que também é condizente com o dia e fase
da avaliacdo (D4), visto que as células destes animais, independentemente do grupo
experimental a que pertencam, podem ainda estar em estagio final de maturacéao, o
que nao determina falha da funcionalidade da glandula luteinica, mas sim um atraso
na maturagéo e condensacao final.

A relacdo entre a ecogenicidade do CL e producédo de P4 foi descrita por
Arruda (2001) e Ginther et al. (2007a, 2008), revelando nédo existir diferenca
estatistica entre a variacdo de ecogenicidade da glandula luteinica e a producéo de
P4. No presente estudo, com o0s resultados apresentados na tabela 3 e 7,
confirmam-se as conclusfes expostas pelos pesquisadores citados. Portanto, a
ecogenicidade do corpo lateo ndo tem correlacdo com a producdo de P4, com a
diferenca de no maximo um ponto na escala de subdivisdo (tabela 1). Isto significa
que a ecogenicidade nao influencia em baixa producéo de P4.

Tabela 3- Avaliacdo com ultrassonografia dos animais no 4° dia (D4) apés a
ovulacao, distribuicdo das éguas segundo a morfoecogenicidade do corpo lateo
dentro de cada grupo.

Morfoecogenicidade do CL no 4° dia apés a ovulacdo D4

Tratamento | Tratamento Il
ME n=50 GI GIl Gl GIV GV nTI=25 GI Gl GIll GIV GV nTl=25
1 - - - - - - - - - - -
2 8 - - 1 1 1 3 1 1 1 1 1 5
3 15 2 2 2 1 2 9 1 1 2 1 1 6
4 27 3 3 2 3 2 13 3 3 2 3 3 14

Trat.l - G.I - ovulacdo natural, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.Ill — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —
500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.ll (éguas de ovulacédo induzida com
1mg/IM acetato deslorelina) - G.I - ovulagdo induzida, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.lll — 250 Ul eCG DO +

250 Ul eCG D2, G.IV - 500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Verifica-se que a morfoecogenicidade escore 2, apresentada por 16% (n=8)
dos animais, se distribui entre os tratamentos de forma homogénea, em que, no
tratamento I, verificam-se trés animais e, no tratamento Il, um total de cinco animais.
Tais resultados revelam os corpos luteos com imagens pouco definidas e irregulares,
sugerindo falha na formacdo e condensacdo das células luteinicas. O baixo escore
na ecogenicidade luteinica, apresentada por estas oito éguas, ndo prediz uma baixa
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producdo de P4, visto que nao foi observada tal diminuicdo hormonal nestes
animais, e também se pode afirmar que, no dia da avaliagdo (D4) com US, as
células luteinicas poderiam ter falhas na maturacdo e, por isso, ainda n&o
apresentarem ecogenicidade maxima.

Analisando a tabela 3, é verificada uma distribuicdo homogénea no escore de
ecogenicidade do CL dos animais avaliados. Verifica-se a ecogenicidade escore 3,
em um total de nove animais para o tratamento |; seis animais para o tratamento Il;
ja para o escore 4, a distribuicdo dos animais € bem préxima, sendo ordenadas 13
éguas no tratamento | e 14 éguas no tratamento |l

Portanto, observa-se que em relacdo a ecogenicidade luteinica, entre os dois
tratamentos estudados, ndo houve diferenca (sem ou com inducdo da ovulacao).
Nos grupos de cada tratamento, também ndo se observou grande dispersdo dos
resultados apresentados, mesmo com a realizacdo de diferentes protocolos de
administracdo da eCG (tab. 3). Nao foram verificadas alteracdes na frequéncia de
distribuicdo dos escores morfoecogénicos do corpo luteo das éguas avaliadas.

No entanto, ndo houve presenca de animais com escore 1 (Tab. 3), fato este
que pode ser explicado pela pré-selecdo dos animais avaliados, visto que, para
diminuir as variaveis aleatérias analisadas, preconizou-se usar somente éguas na
fase estral com foliculo = 35 mm, edema uterino grau 3 e auséncia de fluido uterino,
ou seja, éguas que, na avaliacdo ultrassonografica minuciosa, estivessem
morfofisiologicamente saudaveis em relacdo aos aspectos reprodutivos e a fase do
ciclo estral.

A hipotese do incremento na ecogenicidade do corpo luteo, dado pela maior
condensacdo das células luteinicas, foi embasada pelos dados apresentados por
pesquisadores, tais como, Murphy e Martinuk (1991) que revelaram, em seus
estudos, que o fato de a subunidade B da molécula da eCG e do LH, por serem
idénticas e codificadas por um unico gene, aliado ao fato de o0s equinos,
diferentemente de outras espécies (GINTHER et al., 2008; TAROUCO, 2012),
apresentarem uma persistente elevacdo do LH até atingir o nivel maximo 1 a 2 dias
apos a ovulacao. Tal observacéo levou a hipétese de que a eCG pode fazer o papel
do LH, aumentando a condensacdo das células luteinicas e estimulando maior
atividade da glandula e, consequentemente, maior ecogenicidade do corpo Iuteo.

Na tabela 4, sdo apresentados os tamanhos dos corpos luteos de cada animal

(n=50) do experimento. As dimensdes do CL foram realizadas pela captura da
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imagem do corpo luteo, formado ao 4° dia apdés a ovulacdo, cujo tamanho foi
calculado fazendo-se a média entre os dois maiores diametros da glandula luteinica
mensurada.

A frequéncia de distribuicdo do tamanho do corpo lateo variou de 16,3 a 24,1
mm entre 0s grupos e tratamentos avaliados, apresentando uma dispersao de 7,8
mm entre o maior tamanho médio e o menor corpo lateo avaliado. Esta diferenca
mostra ndo haver correlacdo estatistica significante (p < 0,05) quanto ao tamanho do

corpo lateo, em funcéo da ecogenicidade do CL e do tonus uterino (tab. 6).

Tabela 4 - Avaliacao da ultrassonografia dos animais no 4° dia (D4) ap6s a ovulacéo,
distribuicdo das éguas segundo o tamanho (mm) do corpo liteo dentro de cada
grupo analisado.

Tamanho (mm) do CL no 4° dia ap06s a ovulacdo D4

Animal Tratamento | Tratamento I

n =50 Gl GIll Gl GIV GV Gl GIl Gl GIV GV
1 20,8 204 20,2 20,3 24,1 16,3 19,3 18,8 185 22,3
2 194 21,7 19,8 17,8 20,2 21,3 18 19,5 19,3 19
3 18,7 17,2 19,2 19,4 19 18,4 20,4 21 20,3 204
4 20 19,8 18,9 18,6 18,9 21 21,7 19,8 176 20,2
5 23 18,6 23,3 21,1 17,9 21 18,6 20,3 21,4 197

Média 20,38 19,54 20,28 19,44 20,02 19,06 19,06 19,88 19,42 20,32

Trat.l - G.I - ovulagdo natural, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.Ill — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —
500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.ll (éguas de ovulac¢do induzida com
1mg/IM acetato deslorelina) - G.I - ovulag&o induzida, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.lll — 250 Ul eCG DO +

250 Ul eCG D2, G.IV — 500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Avaliando os resultados entre as médias de cada grupo dos dois tratamentos
independentemente, encontra-se uma dispersao de 0,36 mm para o tratamento |, e
1,26 mm para o tratamento Il, provavelmente, pelo fato de todos os animais do
tratamento Il terem sido manipulados com 1 mg de acetato de deslorelina (analogo
do GnRH). Entretanto, ndo se pode. afirmar que houve uma diferenca significativa no
tamanho do corpo lateo, visto que o uso do acetato de deslorelina também néo
influencia na qualidade, tamanho do corpo luteo e condensacdo das células
luteinicas, sendo apenas um indutor da ovulacdo por estimular o feedback positivo

na hipofise para produgédo do hormonio luteinizante.
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Os resultados apresentados na tabela 5 demonstram o grau de tdnus uterino
dos animais em experimento, em que 84% (n=42) das éguas mostram ténus uterino
grau 3, condizente com a fase de diestro influenciada pela producdo de
progesterona. Fato também demonstrado na tabela 6, em que, no D4, no momento
da avaliacdo do tonus uterino, verifica-se uma concentragdo média de progesterona
em torno de 7 ng/mL para toda populacdo estudada. Também avaliando a tabela 5,
verifica-se que 16% (n=8) das éguas permaneceram com tonus uterino grau 2,
mesmo ténus da fase do estro e/ou recrutamento folicular até a ovulagédo. O elevado
indice de animais com tonus uterino 3 deve-se ao fato de, quando ocorreu a pré-
selecdo aleatdria dos animais (n=50), todos estarem em condicbes morfofuncionais
do aparelho reprodutivo condizentes a fase do ciclo estral (HAFEZ 2004).

O tbnus uterino 1 nédo foi verificado na populacédo estudada (tab. 5), ja que
todas as éguas estavam ciclando e o tbnus 1 € caracteristico da fase fisiol6gica de
anestro; também, ndo foi verificado tdnus 4 nos animais estudados, por este tdnus
ser caracteristico de prenhes precoce em equinos que comeca a se desenvolver a
partir do 15° dia apés a ovulacao.

Como um dos objetivos do trabalho é criar mais uma ferramenta para a
utilizacdo de éguas destinadas a receptoras de embrido e, com o apoio de
pesquisas neste sentido, € importante afirmar que as receptoras necessitam ter um
ciclo estral normal e ser livres de problemas reprodutivos (SQUIRES et al., 1999;
CARNEVALE et al., 2000; LOPES, 2002; SQUIRES et al., 2003, LOOSINO et al,
2006; RORIGUES et al., 2012). E de fundamental importancia que as mesmas
apresentem caracteristicas de funcionalidade da glandula luteinica, deteccdo de um
CL visivel, producéo de progesterona (Fig. 3), auséncia de liquido intrauterino, cistos
e dobras endometriais e tbnus uterino (grau 3 — tab. 4). Tais caracteristicas
combinadas com o fechamento cervical, determinado pela palpacao retal, tornam-se
0s principais critérios para a selecdo da receptora na fase de diestro entre os dias 4
e 8 apos a ovulacao.

Comparando o tbnus uterino entre os tratamentos, nos quais a diferenciacéo
foi induzir ou n&o a ovulacado, pode-se concluir que nado houve diferenca estatistica
no que se refere ao tdénus uterino, jA& que os animais foram escolhidos
aleatoriamente e ordenados mediante a ovulagéo que acontecia.

Observa-se, no grupo trés (Glll) de ambos os tratamentos, uma maior

dispersdo na caracteristica tdnus uterino: no Glll do tratamento |, 40% (n=2) dos
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animais apresentaram tonus uterino 2, ja no Glll do tratamento Il, 60% (n=3) tdbnus
uetrino Ill. Esta maior dispersao ndo tem relagdo com os tratamentos (indug&o x nao
inducdo) e 0s grupos experimentais envolvidos, uma vez que, para 0S outros
parametros reprodutivos apresentados, todos os animais estudados dos diferentes
grupos apresentam o mesmo comportamento. Os grupos manipulados com doses
de eCG menores e os administrados com doses maiores de eCG nao apresentam tal
magnitude de dispersdo. Tais observacdes sdo validas para o0 momento de selecdo
de receptoras para a transferéncia de embrido equino, porque um ténus uterino de
baixo escore pode estar aliado a uma deficiéncia na producao de progesterona e/ou
a falta de receptores para este hormonio nas células endometriais (RODRIGUES et
al., 2012).

Pode-se afirmar, mediante a anadlise das médias apresentadas na tabela 6
sobre os parametros reprodutivos avaliados, que também esta maior dispersdo na
tonicidade uterina do GIlll de ambos os tratamentos ndo tem relacdo com a

ecogenicidade e tamanho do corpo lateo.

Tabela 5 - Avaliacdo uterina por meio da palpacao retal dos animais no 4° dia (D4)
apos a ovulacao, distribuicdo das éguas segundo o ténus uterino dentro de cada

grupo.

Tonus uterino no 4° dia apds a ovulacdo D4

Tratamento | Tratamento Il
Tonus n=50 GI GIl Gl GIV GV Gl GII Gl GIV GV
1 - - - - - - - - - - -
2 8 - - 2 1 - - 1 3 1 -
3 42 5 5 3 4 5 5 4 2 4 5
4 - - - - - - - - - - -

Trat. | - G.I - ovulagdo natural, G.ll — 250 Ul eCG DO, G.lll — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —
500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2. Trat.ll (éguas de ovulagao induzida com
1mg/IM acetato deslorelina) - G.I - ovulagéo induzida, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.llIl — 250 Ul eCG DO +

250 Ul eCG D2, G.IV - 500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

A relacdo entre a ecogenicidade luteinica, tbnus uterino e tamanho do corpo
luteo pode ser visualizada na tabela 6, em que, para tais caracteristicas, foram
comparadas as medias entre 0s grupos para cada tratamento, ndo sendo
observadas diferencas estatisticas na analise de variancia (p > 0,05), teste Tuckey,
das médias e entre os tratamentos para cada grupo.
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As informagdes sobre a relacdo entre a ecotextura e a morfologia do corpo
liteo e a concentracao plasmatica de P4 sdo controversas. Pierson e Ginther (1985)
citam que o tamanho e a ecogenicidade luteal podem refletir na producéo de P4.
Entretanto, Townson et al. (1989), Ferreira (2000), Nagy et al. (2004) e Castro (2005)
verificaram que o tamanho do CL parece nao ter efeito significativo sobre a
concentracéo plasmatica de P4, o que é observado, quando comparadas as tabelas
5 e 6, mostrando ndo haver diferencas estatisticas das variaveis analisadas na

analise de variancia (p > 0,05), teste Tuckey.

Tabela 6 — Analise estatistica da ecogenicidade do CL, tdnus uterino e tamanho do
corpo lateo, comparacdo das médias entre os grupos com igual manipulacéo
farmacolégica e tratamentos. Andlise de variancia para cada tratamento das
caracteristicas analisadas (p < 0,05).

Grupo ECOG TONUS TAMANHO
Trat | Trat Il Trat | Trat Il Trat | Trat Il

Grupo | 3,60+0,24 3,40+0,40 3,00+0,00 3,00+0,00 20,38+0,74 19,60+0,98
Grupo Il 3,60+0,24 3,60+0,24 3,00+0,00 2,80+0,20 19,54+0,77 19,60+0,66
Grupo Il 3,20+0,37 3,20+0,37 2,60%+0,24 2,40+0,24 20,28+0,79 19,88+0,37
Grupo IV 3,40+0,40 3,40+0,40 2,80+0,20 2,80+0,20 19,44+0,59 19,42+0,67
GrupoV 3,20+0,37 3,40+0,40 3,00+0,00 3,00+0,00 20,02+1,08 20,32+0,55
Média 3,40+0,14 3,40+0,15 2,88+0,07 2,80+0,08 19,93+0,34 19,76+0,28

Trat. | - G.I - ovulacdo natural, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.llIl — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —
500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2. Trat.ll (éguas de ovulagdo induzida com
1mg/IM acetato deslorelina) - G.I - ovulag&o induzida, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.lll — 250 Ul eCG DO +

250 Ul eCG D2, G.IV — 500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Diferentes niveis plasmaticos de progesterona, durante o diestro em éguas,
tém sido reportados (FERREIRA, 2013), Nagy et al. (2004), em seu trabalho,
completam esta afirmativa quando revelam também que as concentracdes médias
de P4 em éguas podem diferir pelas caracteristicas inerentes ao individuo, como
peso, idade, metabolismo e receptores para o hormdnio, influenciando nas
concentracbes plasmaticas de progesterona. Bem como ovulagbes multiplas, ou
seja, éguas que apresentem mais de um corpo lateo.

Arruda et al. (2001) afirmam que a concentracdo de progesterona aumenta
significativamente ap0ds a ovulagéo e se estabiliza em torno do 4° dia. Segundo Nagy
et al. (2004), o aumento da concentracdo de progesterona ocorre até o 5° dia apés a

ovulacdo e mantém um platd até a lutedlise, fato este que pode ser visualizado na
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figura 4, em que a concentracdo média de progesterona entre os animais (n=50)
estudados cresce em maior ritmo até o D4 e, apés este periodo, mantém um platdé

de concentracéo.
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Figura 5 - Representacéo gréafica da concentracdo média de P4 de todas as éguas (n=50), nos dias
de coleta amostrais, independentemente da administragcao farmacolégica submetida.

A concentracdo média de progesterona da populacdo estudada,
independentemente de tratamento ou grupo experimental, pode ser visualizada na
figura 5. A afirmativa de que, mesmo com os diferentes grupos analisados e as
variacbes na concentracdo dos farmacos (eCG) administrados nos diferentes
grupos, os resultados obtidos estdo de acordo com os dados apresentados por
Caiado et al. (2005), em que os animais em diestro, com a manipulacéo
farmacoldgica de um progestageno, apresentam niveis de P4 acima de 4 ng/ml, 48
horas ap6s o final dos sintoma de estro.

Varios autores revelam variadas concentracfes de progesterona dentro de
cada raca. Segundo Fathalla et al.(1998), trabalhando com éguas da raca BH,
descreveram a média de progesterona da fase luteinica de 10,29 ng/ml. J& em
éguas Puro Sangue Arabe, Lopate e Therelfall (1991) descreveram que 0s niveis
maximos de progesterona durante o diestro sdo de 6,68 + 4,56 ng/ml e, em éguas
mesticas, de 6,56 + 1,83 ng/ml, sendo aceitos como normais os niveis de 4,0 a 12,0
ng/ml para animais em diestro, e 9,0 a 30,0 ng/ml para animais entre 15 e 30 dias de
gestacdo. Perkins et al. (1993) demonstraram uma secrecdo pulsatil de

progesterona, revelando que a concentracdo média de progesterona foi de 7,26
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ng/mL. Caiado (2005) encontrou niveis séricos médios de progesterona de 7,0
ng/mL em receptoras selecionadas para receberem embrides, entre os dias 4 e 8
apos a ovulacéo.

Quando comparada a concentracado de progesterona média entre oS grupos
estudados e relacionando-a entre os tratamentos | e Il, pode-se afirmar, observando
os dados apresentados na tabela 6, que as médias seguidas por letras diferentes
representam diferencas de médias entre 0s tratamentos para um mesmo grupo e um
mesmo dia. Portanto, realizando a analise do tratamento I, independentemente do
tratamento I, ndo houve diferenca entre os grupos de cada tratamento para nenhum
dos dias (Fig. 6).

Figura 6 — Representacado gréafica da concentracdo de progesterona nos dias 0, 2, 4
e 8 de acordo com o tratamento e grupos estudados.
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Trat. | - G.I - ovulacéo natural, G.lIl — 250 Ul eCG DO, G.IIl = 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —
500 Ul eCG DO, G.V - 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2. Trat.ll (éguas de ovulagao induzida com
1mg/IM acetato deslorelina) - G.I - ovulagéo induzida, G.Il — 250 Ul eCG DO, G.llIl — 250 Ul eCG DO +
250 Ul eCG D2, G.IV — 500 Ul eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

E importante observar que a inducéo da ovulagdo com anélogo do GnRH néo

influenciou os niveis de P4 entre os tratamentos analisados, entretanto, no
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tratamento I, quando realizada a indugdo da ovulacdo e a administracéo
concomitante de 500 Ul da eCG no DO e 500 Ul da eCG no D2, foi demonstrada
uma diferenca estatistica, em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste t de Student,
entre as médias na concentracdo de P4 do grupo V para o D8 de cada tratamento
analisado.

Talvez estas éguas tenham sido submetidas a um fenébmeno cumulativo, dose
dependente, ja que se manifestaram no 8° dia (D8), neste trabalho, sob as maiores
doses administradas de eCG.

Conforme consta na literatura os niveis de P4, no dia da ovulacdo, se
assemelham com os encontrados na presente pesquisa, tanto para éguas com
ovulacdo natural e como para as éguas induzidas a ovulacdo (acetato de
deslorelina), cujos niveis entre elas ndo diferem estatisticamente.

No 2° dia (D2) ap6s a ovulacdo, os niveis médios de P4 dosados no trabalho
(Fig. 6) corroboram os resultados para o D2 encontrados na literatura consultada,
gue sdo em torno de 4 ng/mL. Para os grupos do tratamento I, em éguas com
ovulacdo natural, verifica-se uma média (n=25) na concentracdo de P4 de 5,02+0,86
ng/mL e, para os grupos do tratamento Il, em que as ovulagdes foram induzidas com
1 mg de acetato de deslorelina, a concentracdo média de P4 foi de 3,23+0,34 ng/mL,
concentracdo esta um pouco abaixo da citada pela literatura e a encontrada no
tratamento |, entretanto, como se trata de média amostral, esta diferenca néo
representa relevancia estatistica.

No 4° dia (D4) apés a ovulagéo, os niveis médios de P4, para o tratamento |,
foram 7,13+0,88 ng/mL e, para o tratamento I, foram 7,02+0,65 ng/mL (Fig. 6),
valores bem proximos, sendo tais resultados também encontrados por Caiado et al.
(2005), que verificam um valor médio de 7 ng/mL em éguas destinadas a receptoras
de embri&o.

As concentracdes meédias de P4 no 8° dia (D8) entre as éguas néo induzidas
foram 7,48%1,34 ng/mL e, para as induzidas, 9,88+0,89 ng/mL. O valor um pouco
mais elevado para as éguas induzidas ocorreu em funcgdo, principalmente, das
dosagens de P4 encontradas no grupo V do 8° dia (D8), poréem sem feito de
significancia estatistica na analise dos tratamentos em conjunto, sem levar em

consideracao os grupos de forma independente.
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5 - CONCLUSAO

A relacdo entre a ecogenicidade luteinica, o ténus uterino e o tamanho do
corpo luteo pode ser usada para a selecdo de receptoras de embrido equino,
predizendo a funcionalidade da glandula luteinica e adequada producdo de
progesterona.

Sendo um estudo pioneiro na reproducdo equina com a administracdo da
eCG como agente luteotrofico, serdo necessarios mais estudos para teste e
confirmacgé&o da hipotese.
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