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RESUMO

PERES, K. R. Emprego tépico de prostaglandina da familia E ou de anilogo com o
intuito de acelerar a migracdo de embrides eqiiinos para o ttero e imunolocalizacio dos
respectivos receptores. [Topic application of prostaglandin E family or analogous aiming the
acceleration of the migration of equine embryos to the uterus and immunolocalization of the
respective receptors]. 2008. 90 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterindria) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Ao contrario de outras espécies de animais domésticos, na égua os embrides descem
tardiamente para o ttero, creditando-se isto a uma dependéncia da PGE,. Conseqiientemente,
sdo recuperados embrides que jd estdo em fases mais avancadas de desenvolvimento
(blastocisto e blastocisto expandido) e com um tamanho que normalmente ultrapassa os 300
micrometros quando a colheita € realizada ap6s o 6° dia. Isto reflete em um insucesso nos
protocolos de criopreservacdo embriondria. Em razao deste problema, testou-se a eficacia da
aplicacdo da PGE, por dois métodos (experimento I) e a eficicia da PGE; e do andlogo
misoprostol (experimento II) na promog¢ao da recuperacdo antecipada de embrides. Os dois
experimentos foram realizados em éguas superestimuladas com Extrato de Pituitaria Eqiiina.
No primeiro experimento, no 4° dia apés a ovulagdo (D4), duas éguas foram submetidas a
laparoscopia pela fossa paralombar para a deposicdo de 0,2 mg de PGE; em gel sobre a tuba
uterina € em outras trés éguas a PGE, foi administrada topicamente sobre a juncdo utero-
tubdrica (JUT) com auxilio de uma pipeta flexivel (método nao-cirirgico). Vinte e quatro
horas apds a deposi¢ao do gel (D5), para ambos os métodos, foi realizada uma primeira
tentativa de recuperacdo embriondria sendo que ndo foram recuperados embrides. Uma nova
tentativa foi realizada entre o D6-6,5, sendo que desta vez, foram recuperados dois embrides
das cinco éguas (40%), um de cada grupo. No segundo experimento, duas aplica¢des de 0,2
mg de PGE; 100% (n=5) ou de misoprostol 1% (n=5) diluidos em gel foram realizadas na
regido da JUT, no D4, pelo método nao-cirirgico. Nao foram recuperados embrides no D5
das éguas que receberam PGE, (0/5) e apenas de uma delas foram recuperados dois embrides
no D6-6,5. Do grupo que recebeu misoprostol recuperaram-se trés embrides de diferentes
éguas no D5 (3/5), sendo uma moérula e dois embrides de sete dias provenientes de ovulacdes
nao-sincronicas. No D6, entretanto, foram recuperados oito embrides de todas as éguas (5/5)
que receberam misoprostol, resultado que € significativamente superior (P=0,048) ao do

grupo que recebeu PGE; (1/5). Apesar do pequeno nimero de animais, foram recuperados 11



embrides das 12 ovulagdes que ocorreram nas €guas do grupo misoprostol, todos com
didmetro igual ou inferior a 300 micrometros. No ultimo experimento detectou-se
qualitativamente por imuno-histoquimica os diferentes subtipos de receptores (EP; a EPy)
para as PGE no tutero, na JUT e nos diferentes segmentos da tuba uterina das éguas, em todas
as fases do ciclo estral e durante dois periodos da gestacdo, porém, hd uma menor quantidade
(P< 0,0001) de receptores do subtipo EP; em comparagdo aos demais subtipos. Os resultados
obtidos por imuno-histoquimica indicam que realmente parece ser efetiva a administracdo
tépica de PGE na JUT pelo método nao-cirurgico e os resultados obtidos nos dois primeiros
experimentos demonstram que apesar de ndo antecipar a descida do embrido eqiiino para o
utero, o protocolo utilizando misoprostol 1% em éguas superovuladas mostrou-se eficaz em
aumentar de maneira significativa a recuperacao de embrides de seis dias com caracteristicas

desejaveis para a criopreservagao.

Palavras-chave: Egua. Transporte embriondrio. Prostaglandinas E. Receptores. Sistema
genital.



ABSTRACT

PERES, K. R. Topic application of prostaglandin E family or analogous aiming the
acceleration of the migration of equine embryos to the uterus and immunolocalization of
the respective receptors. [Emprego tépico de prostaglandina da familia E ou de andlogo com
o intuito de acelerar a migracdo de embrides eqiiinos para o tdtero e imunolocalizacdo dos
respectivos receptores]. 2008. 90 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterindria) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Differently of any other ways of occurrence among the domestic animals, concerning mares,
their embryos migrate in a delayed lapse of time to their uterus due to a correlation to the
PGE,. Consequently, one extracts embryos which are already into some more advanced phase
of their development (blastocyst and expanded blastocyst) normally exceeding 300
micrometers when their extraction is performed after the 6™ day. This fact results into a
failure concerning the protocols of embryonic cryopreservation. Regarding this problem, the
effectiveness of applying PGE, using two different methods (experiment I) and the
effectiveness of PGE; and the analogous misoprostol (experiment II) for promoting the
anticipated extraction of the embryos, were evaluated. Both experiments were carried on
some superstimulated mares using Equine Pituitary Extract. Experiment I: after the 4™ day
after the ovulation (D4), two mares were submitted to laparoscopy through the flank for
depositing 0.2mg of PGE; gel on the oviduct; to three other mares PGE, was topically applied
on the uterus-tube junction (UTJ) with the aid of a flexible pipette (not-surgical method).
Twenty and four hours after the gel disposal (D5) regarding both methods, a first attempt for
extracting the embryos was unsuccessfully performed. Another attempt was performed
between the D6-6.5, and this time two embryos were extracted from the five mares (40%),
one of each group. Experiment II: two applications of 0.2mg of PGE; gel 100% (n=5) or
misoprostol gel 1% (n=5) were accomplished on the UTJ region, at D4, through the not-
surgical method. There weren’t any extracted embryos at D5 from the mares which had
received PGE; (0/5) and there were just two embryos extracted from a mare at D6-6.5. From
the group which had received misoprostol three embryos from different mares were extracted
at D5 (3/5), being a morula and two embryos aged seven days, from not-synchronous
ovulations. However, at D6, eight embryos were extracted from all of the mares (5/5) which
have received misoprostol, a significantly superior result (P=0.0048) comparing to the group

which received PGE; (1/5). Although the small number of animals, there were extracted



eleven embryos from the twelve ovulations into the group which received misoprostol, all of
them with a diameter < 300 micrometers. In the last experiment it was qualitatively detected
by immunohistochemistry the different receptor subtypes (EP; to EP4) for the PGEs in the
uterus, on the UTJ and in the different segments of the oviduct, in all stages of the estrous
cycle and during two periods of gestation; however, there is a smaller amount (P<0.0001) of
the receptor subtype EP; in comparison to the other subtypes. The obtained results by
immunohistochemistry genuinely indicate that the topical application of PGE on the UTJ
through a not-surgical method seems effective and the obtained results in the first two
experiments show that even though it doesn’t anticipate the embryo’s migration to the uterus,
the protocol using misoprostol 1% in superstimulated mares was significantly effective for
increasing the extraction of embryos aged six days with desirable characteristics for the

cryopreservation.

Key-words: Mare. Embryonic migration. Prostaglandin E. Receptors. Genital System.
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1 INTRODUCAO

Resguardadas as dificuldades relativas ao levantamento de dados precisos, das mais de
24 mil colheitas e 13 mil transferéncias de embrido (TE) eqiiino realizadas no mundo no ano
de 2005, segundo o dltimo levantamento da “International Embryo Transfer Society” (IETS),
o Brasil contribuiu com aproximadamente 40% deste total. Além disso, € importante ressaltar
que, em 2005 foram realizadas cerca de 2500 transferéncias a mais do que no ano de 2004,
representando um aumento de 21,7% no mundo e de 3,6% no Brasil. Estes dados sdo mais
representativos se forem comparados em relacido ao ano de 2003, sendo que a técnica cresceu
56,2% no pais. Isto significa que a transferéncia de embrides na espécie eqiiina ainda é uma
técnica importante € em expansao, tanto em nivel nacional como mundial.

Entretanto, de todos os embrides transferidos em 2005, ndo mais do que 3,5% (500)
destes foram congelados, sendo que isto se deve principalmente as caracteristicas intrinsecas
ao proprio embrido eqiiino, que dificultam o sucesso das técnicas de criopreservacao.

E importante ressaltarmos que a criopreservacio tem como principio manter a
vitalidade embriondria durante um longo periodo em estado de letargia, sendo que este deve
ser um processo reversivel, onde o embrido possa ser transferido para o udtero de uma
receptora apds a descongelacdo. Isto permite a preservacao de material genético de espécies e
racas de animais que apresentem caracteristicas desejaveis.

A criopreservacdo embriondria também simplifica o transporte, o que favorece a
comercializacdo, tanto em nivel nacional como internacional. Além disso, esta biotecnologia €
de suma importancia porque facilita o manejo de receptoras, diminuindo os custos com a
sincronizagdo dentro dos programas de TE, e possibilita a transferéncia de embrides até fora
da estacdo reprodutiva.

Diante de tantas vantagens, porque tdo poucos embrides eqiiinos sdo criopreservados?

As principais restricdes ao uso da criopreservacdo para embrides eqiiinos devem-se as
caracteristicas inerentes ao préprio embrido. Embrides menores que 250-300 micrometros
(um) e nos estdgios iniciais de desenvolvimento, ou seja, mérula (Mo) e blastocisto inicial
(Bi) sobrevivem melhor a criopreservacdo do que os embrides grandes ou em estigios mais
avancados, tanto pelas técnicas convencionais de congelamento lento (MACLELLAN et al.,
2002, 2003; MEIRA et al., 1993; POITRAS et al., 1994; SEIDEL et al., 1989; SLADE et al.,
1985; SQUIRES; SEIDEL; McKINNON, 1989; SQUIRES; McCUE; VANDERWALL,
1999; YAMAMOTO et al., 1982) como pelas técnicas de vitrificagao (HOCHI et al., 1994;
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HOCHI; FUJIIMOTO; OGURI, 1995; YOUNG; SQUIRES; SEIDEL JR., 1997; YOUNG et
al., 1997; CARNEVALE et al., 2004). As hipdteses mais citadas para a baixa sobrevivéncia
de embrides eqiiinos mais “velhos”, ou seja, blastocistos expandidos (Bx) s@o: 1) desidratacao
insuficiente da blastocele; 2) menor permeabilidade ao crioprotetor devido a pequena relacdo
superficie/volume e pela presenca da cdpsula acelular de natureza glicoprotéica, que comega a
ser formada assim que o embrido entra no ambiente uterino; 3) devido a toxicidade dos
crioprotetores (BRUYAS et al., 1993; HOCHI et al., 1994; HOCHI; FUJIIMOTO; OGURI,
1995; YOUNG et al.,, 1997; LEGRAND et al., 2000, 2002; MACLELLAN et al., 2002,
2003).

H4 poucos anos, também podiamos colocar como limitagdo o fato da égua
disponibilizar um pequeno nimero de embrides, por se tratar de uma espécie monovulatoria e
poliéstrica estacional (salvo algumas ragas que ndo raramente apresentam duplas ou triplas
ovulagdes, como o Puro Sangue Inglés e aquelas com aptidao para a prética do hipismo). Este
¢ um fator limitador as pesquisas por tornar os resultados mais demorados, em relagdo a
outras espécies, e pouco confidveis pelo pequeno nimero de embrides utilizados. No entanto,
nos ultimos anos, esta dificuldade vem sendo superada gracas aos resultados promissores
alcancados com os protocolos de superovulacdo testados principalmente por pesquisadores da
Universidade do Colorado e da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu,
utilizando o Extrato de Pituitdria Eqiiina (EPE) e o Hormonio Foliculo Estimulante de origem
eqiiina (eFSH) (ALVARENGA et al., 2001, 2003; SCOGGIN et al., 2002; CARMO, 2003;
MACHADO et al., 2003, 2004; PERES, 2004; SQUIRES, 2004; PERES et al. 2007).

O foco do problema entdo continua a ser a aquisi¢cao de embrides eqiiinos jovens (Mo
e Bi). Em virtude disto, at¢ o momento, torna-se necessdria que a recuperagdo embriondria
seja realizada tdo logo o embrido adentre o utero, ou seja, no 6° dia (D6) apds a detec¢ao da
ovulacdo. Entretanto, alguns autores relatam que as taxas de recupera¢do sdo menores nesta
data (SLADE et al., 1985; MEIRA et al., 1993; FERREIRA et al., 1997), possivelmente
porque o embrido ainda esteja na tuba uterina na hora da colheita e/ou também pela
dificuldade do técnico em identificar o embrido. Ndo bastasse isso, com esta idade (D6),
alguns embrides ja ultrapassaram o tamanho adequado para a criopreservacdo (OGURI;
TSUTSUMI, 1974; SQUIRES, 1993; POITRAS et al., 1994; HOCHI; FUGIMOTO; OGURI,
1995; VANDERWALL, 1996). Fazendo uma comparag¢do com embrides bovinos percebemos
uma larga diferenga, pois enquanto estes possuem de 140 a 170 um de didmetro no 6° e 7° dia
(D6 e D7) e estdao no estagio de Mo e Bi, respectivamente, os embrides eqiiinos podem ter de

132 a 756 pm no D6 (SQUIRES, 1993; VANDERWALL, 1996) e se desenvolvem
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rapidamente podendo alcangar até 1460 um (VANDERWALL, 1996) em 24 horas (D7),
alcancando o estdgio de Bx.

Estes problemas sdao explicados, pelo menos parcialmente, pelo tempo que o embrido
eqiiino leva para ser transportado através da tuba uterina e entrar no tutero. Este periodo é mais
longo na égua do que em fémeas de outras espécies, durando de 130 (5,5 dias) a 144 horas
(6,0 dias) (BETTERIDGE et al., 1982; FREEMAN et al., 1991), ou ainda, de 144 a 156 horas
(6,5 dias), segundo estudos mais recentes (BATTUT et al., 1998, 2000). Sendo que este
transporte é controlado pelo préprio embrido eqiiino pela producdo de prostandides, mais
especificamente pela producao da prostaglandina E, (PGE,).

Acredita-se que a PGE, atue relaxando a musculatura lisa e circular da regido do istmo
da tuba uterina, permitindo que o embrido entre no limen uterino (WEBER; WOODS;
LICHTENWALNER, 1995). Alguns experimentos parecem comprovar o fundamental papel
da PGE, sobre o transporte embriondrio (WEBER et al., 1991a; ROBINSON; NEAL;
ALLEN, 1998, 2000), com o aceleramento deste apés a aplica¢do da prostaglandina sobre a
tuba.

Apesar da ocorréncia de recuperacdo antecipada de embrides relatada por Weber et al.
(1991a) e Robinson, Neal e Allen (1998, 2000) estes trabalhos ndo mais foram repetidos, e tao
pouco, foi estabelecida a importancia destes resultados para o sucesso das técnicas de
criopreservacao para a espécie. Isto impulsionou a realizacao do nosso primeiro experimento.

Contudo, logo no inicio da pesquisa nos deparamos com a nossa primeira dificuldade,
que foi em relagdo a aquisicdo da droga. Como as prostaglandinas da série E ndo estdo
disponiveis no pais, sdo de uso restrito a hospitais e sdo lembradas por seu alto risco de
abortamento, a importacdo do produto comercial tornou-se dificilima e os altos custos
tornaram a tentativa impraticavel. Nossa alternativa foi utilizar uma PGE; liofilizada para uso
laboratorial e tentar reproduzir, de alguma forma, os produtos comerciais disponiveis no
mercado internacional.

Com a orientacdo de um farmacéutico incorporamos a droga a um gel de composicao
semelhante aos utilizados nos produtos disponiveis comercialmente e, além da forma de
aplicacdo topica por video-laparoscopia ja descrita na literatura, testamos uma maneira nunca
documentada de deposicdo tdpica sobre a jungdo utero-tubdrica. Adicionalmente, o
experimento foi realizado utilizando éguas superestimuladas com EPE para fornecer um
maior nimero de embrides. Os resultados ndo foram animadores, mas o pequeno nimero de
animais utilizados e a grande instabilidade da droga provavelmente prejudicaram os

resultados.
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Em busca de novas alternativas, descobrimos estar disponivel no pais a prostaglandina
da série 1 (PGE;) e um andlogo desta (misoprostol), que sdo drogas de acdo semelhante a
PGE, na tuba uterina humana (SANDBERG; INGELMAN-SUNDBERG; RYDEN, 1964),
mais estdveis e de custo mais acessivel em comparacdo a PGE,, entretanto, nunca antes
utilizadas com a inten¢do de antecipar a recuperacdo embriondria em espécie alguma.
Atualmente no pais a PGE; ¢é utilizada pelo Centro Paulista de Desenvolvimento
Farmacotécnico, localizado em Sao Paulo-SP, para a elaboragdao de um produto, de uso local,
contra a disfuncdo erétii humana e o andlogo misoprostol € utilizado pela Hebron
Farmacéutica Pesquisa, Desenvolvimento e Inovac¢do Tecnoldgica, com sede em Caruaru, PE,

- ‘ ®
como produto ativo do “Prostokos™”

, um agente de maturacio do colo uterino e indutor do
trabalho de parto. A PGE; e o misoprostol foram gentilmente doados para o nosso
experimento e as matérias primas estavam nas concentragoes de 100 e 1%, respectivamente,
sendo as mesmas utilizadas nos produtos por eles desenvolvidos.

No segundo experimento, optamos por efetuar apenas a aplicagdo tdpica sobre a
jungdo utero-tubdrica, com acesso pela via intra-uterina, pela maior facilidade do
procedimento em comparacdo a video-laparoscopia, como constatado no experimento 1, e
realizamos duas aplicacOes, ao invés de uma, visando manter o estimulo sobre a tuba uterina.
Outra mudanga em relacdo ao primeiro experimento foi a utilizacdo de uma dosagem maior
de EPE para a superestimulacdo ovariana das éguas, o que foi possivel gracas a doacdo do
produto. Apesar de ndao conseguirmos antecipar a descida do embrido para o utero utilizando
as duas drogas, o resultado utilizando o misoprostol, em relagdo a recuperagdao embriondria no
D6, foi muito satisfatério e superior ao descrito até hoje na literatura.

Estes dois experimentos, apesar de muito conturbados e cheio de detalhes que
provavelmente influenciaram os resultados, alimentaram nossas esperancas em relacdo a
recuperacdo de embrides com caracteristicas favordveis a criopreservacido. Entretanto,
tivemos de admitir que ainda assim estes resultados poderiam ter sido um acaso, devido ao
numero de animais utilizados e por ndo termos maior embasamento na literatura. Diante deste
quadro precisdvamos promover um retrocesso nas pesquisas e comprovar que realmente as
prostaglandinas da série E tem acdo sobre a tuba uterina eqiiina. Isto seria possivel através da
deteccao dos diferentes subtipos de receptores de prostandides envolvidos e a sua localizagdo
nos diferentes segmentos da tuba uterina e no tutero de fémeas eqiiinas. Assim nasceu o
terceiro e ultimo experimento.

No terceiro experimento, por termos um pequeno nimero de tratos reprodutivos

disponiveis, conseguimos por enquanto apenas fazer um estudo qualitativo dos receptores,
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mas o conhecimento da localizacido destes receptores no trato genital feminino nos forneceu
embasamento para os primeiros experimentos realizados e isto pode auxiliar de maneira
inigualdvel o entendimento dos fatores envolvidos na migragdo do embrido eqiiino pela tuba
uterina, do mecanismo de interagdo materno-embriondria durante o periodo de
reconhecimento materno e de outras informacdes relacionadas ao ambiente tubdrico.

Em suma, a deteccdo inédita dos receptores das prostaglandinas da série E e o
conhecimento do papel das prostaglandinas no deslocamento do embrido eqiiino para o ttero,
nos permite pensar agora no aprimoramento do nosso protocolo, permitindo a recuperacio
antecipada de embrides que, por serem mais jovens e, conseqilentemente menores,
apresentardo grande potencial de sobrevivéncia a criopreservacdo. Além disso, com os
avangos e resultados atuais obtidos com as técnicas de superestimulagdo ovariana, vimos que
¢ interessante e vidvel a utilizagdo simultanea desta biotécnica com este inédito protocolo de

estimulagdo da tuba uterina para recuperagdo de embrides mais jovens.
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Capitulo 1 - Eficicia da aplicacao topica de prostaglandinas da série E (PGE) no

deslocamento de embrides para o utero de éguas

2 REVISAO DE LITERATURA

As prostaglandinas sdo membros da familia dos eicosandides e sdo produzidas por
quase todas as células do corpo. Elas sdo sintetizadas principalmente a partir do &cido
araquidonico, presente na membrana celular. Ativada por algum estimulo fisiolégico,
patolégico ou farmacoldgico a fosfolipase A, (PLA;) libera o dcido araquidonico da
membrana celular através de uma reacdo de hidrélise. O &cido araquidonico € entdo
oxigenado pela acdo de enzimas ciclooxigenases (COX) para formar a PGG, e
subseqiientemente reduzida pela mesma COX para produzir um intermedidrio instavel, a
PGH,. A PGH, entdo serve como substrato para vdrias enzimas especificas que produzem
prostandides estdveis, que incluem a PGE,, PGIl,, PGD,, PGF,, e TXA, (PARK;
PILLINGER; ABRAMSON, 2006). O mecanismo que converte a PGH, em um produto ou
em outro ndo € bem conhecido (PARK; PILLINGER; ABRAMSON, 2006).

Em relagdo ao sistema genital, a vesicula seminal € um 6rgdo conhecido por conter
altas concentracdes de PGE,, sendo que a primeira reportagem de isolamento foi realizada em
1977 por Ogino et al. em vesiculas seminais bovinas. A prostata, testiculos, placenta, glandula
mamadria e bexiga também sdo 6rgdos onde jd foram mostrados niveis de PGE (PARK;
PILLINGER; ABRAMSON, 2006).

Nas tubas uterinas, as PGE parecem ter um papel muito especial principalmente para a
espécie eqiiina, como abordaremos neste primeiro capitulo, entretanto, com muito ainda a ser
decifrado.

Embora as tubas uterinas de outras espécies de animais domésticos transportem
ovdcitos fecundados e nao fecundados para o ttero, as tubas de €guas transportam apenas
ovdcitos fecundados e retém os nado-fecundados por varios meses até que estes degeneram
(VAN NIEKERK; GERNEKE, 1966; BETTERIDGE; MITCHELL, 1974, 1975; DAVID,
1975; ONUMA; OHNAMI, 1975). Outra caracteristica peculiar é que enquanto os embrides
de suinos entram no ttero entre 24 e 54 horas apos a ovulagdo (OXENREIDER; DAY, 1965),
os de bovino entre 57-86 horas (CRISMAN; MCDONALD; WALLACE, 1980) e os de ovino
entre 60-66 horas (HOLST, 1974), o tempo de transporte do embrido eqiiino pela tuba €
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relativamente mais longo: de 130 (5,5 dias) a 144 horas (6,0 dias) (BETTERIDGE et al.,
1982; FREEMAN et al., 1991) ou ainda, de 144 (6,0 dias) a 156 horas (6,5 dias) (BATTUT et
al., 1998, 2000). Baseado neste dado, Battut et al. (2000) propdem que quando a ovulagdo é
checada uma ou duas vezes por dia é preferivel realizar a colheita do embrido eqiiino apenas a
partir de 156 horas apds a primeira observacao do corpo liteo.

O transporte pela tuba uterina parece ser iniciado por uma caracteristica do embrido
eqiiino, visto que embrides de seis dias (D6) quando colocados na tuba uterina de éguas que
estavam no segundo dia do diestro (D2) foram transportados para o tutero antes do tempo
previsto (FREEMAN et al., 1992). A prostaglandina E, (PGE,) é a responsdvel pelo inicio
deste transporte (GANDOLFI et al., 1992), pois comeca a ser secretada pelo embrido eqiiino
exatamente antes do momento esperado para o transporte, ou seja, a partir do 5° dia apés a
ovulacdo (D5) (WEBER et al., 1991b; WEBER; WOODS, 1993). Weber ¢ Woods (1993)
observaram que embrides eqiiinos de seis dias incubados “in vitro” secretaram quantidades
minimas de proteinas, esterdides e PGF,,, entretanto, secretaram quantidades relativamente
altas de PGE,, 42 *+ 11,5 pg (10" g) por embrido. Essa secrecdo embriondria ndo foi
detectada no 3° e 4° dia, mas, no 5° dia, j4 se detectou uma quantidade de 5,7 £ 1,0 pg de
PGE, por embrido. E esta producio de PGE, aumenta de forma positiva e linear com o
aumento da idade do embrido (WEBER et al., 1992a).

Mesmo apds chegar ao ttero os embrides eqiiinos continuam a secretar PGE, e outras
prostaglandinas como a PGF,, e a PGl, (WATSON; SERTICH, 1989). Assim, além da
secrecdo de quantidades aprecidveis de PGE,, a liberacdo significativa de PGF,,
principalmente entre os dias 10 e 18 apds a ovulacdo, pode evidenciar que as duas
prostaglandinas sd3o necessdrias para estimular as contracdes e o relaxamento miometrial
indispensaveis para propelir o embrido através do limen uterino e distribuir o sinal anti-
luteolitico (STOUT; ALLEN, 2002).

A PGE, parece atuar relaxando a musculatura lisa e circular do esfincter do istmo
(WEBER; WOODS; LICHTENWALNER, 1995), apesar da PGE, apresentar in vitro uma
significativa maior liga¢do na regido da ampola do que no istmo, tanto no 2° como no 5° dia
apo6s a ovulacdo (WEBER et al., 1992b). Isto pode estar relacionado com o fato de que todos
os embrides eqiiinos ficam retidos perto da jungdo istmo-ampolar até o 5° dia (WEBER;
WOODS; AGUILAR, 1996b). A PGE, também se liga ao tecido endometrial eqiiino durante
o periodo de mobilidade do embrido (VANDERWALL; WOODS; WEBER, 1993),

promovendo um aumento da contratilidade e do tonus uterino (GASTAL et al., 1998;
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STOUT; ALLEN, 2001). Entretanto, a insercdo de vesiculas embriondrias simuladas que
liberavam baixas doses de PGE, no utero, ndo tiveram alteracdo do seu transporte dentro do
utero em comparagdo a vesiculas falsas que nao liberavam PGE, (VANDERWALL et al.,
1993).

Estudos demonstram que formas sintéticas da PGE, sdo capazes de induzir o
relaxamento cervical no pré-parto ndo apenas de mulheres (GRANSTROM; EKMAN;
ULMSTEN, 1990), mas, também em novilhas (DUCHENS et al., 1993), porcas (VAJE et al.,
1980), ovelhas (BARRY et al, 1990) e éguas (RIGBY et al.,, 1998; VOLKMANN;
BERTSCHINGER; SCHULMAN, 1995).

Além disso, a PGE, também parece estar envolvida na manutencao inicial do corpo
liteo de éguas (VANDERWALL et al., 1994) de vacas (THIBODEAUX et al., 1992) e de
ovelhas (PRATT; BUTCHER; INSKEEP, 1977).

Na espécie humana, as prostaglandinas, destacando-se as do grupo E, tém um
importante papel na maturacido do colo uterino e na inducdo do trabalho de parto.
Inicialmente, utilizou a PGE,; e seus andlogos, mas, como a droga tem alto custo e ndo esta
disponivel no Brasil, atualmente o misoprostol, um andlogo sintético da PGE;, tem recebido
maior atencdo, tendo as vantagens de maior estabilidade farmacodindmica em relacdo as
demais prostaglandinas (estdvel a temperatura ambiente), menor custo, facilidade de
conservagado e estocagem, € boa via de administracdo (oral, vaginal ou endocervical) (WING
et al., 1995; BUSER; MORA; ARIAS, 1997). O misoprostol também ja foi testado com
sucesso em ovelhas para promover o relaxamento cervical necessdrio para a inseminacao
artificial (LEETHONGDEE et al., 2007).

Devido ao fato das prostaglandinas da série E serem importantes na indug@o do parto
em mulheres, podem ser estrategicamente utilizadas na recuperacio de embrides eqiiinos mais
jovens e com maiores chances de suportar os processos de criopreservacdo. Como ja foi
salientada na introdugdo, a criopreservacdo de embrides eqiiinos € mais bem sucedida se
aplicada em embrides em estidgios de mérula ou blastocisto inicial, mas a taxa de recuperagdao
ndo-cirtdrgica para embrides neste estdgio de desenvolvimento € baixa, por isso a manipulacdo
farmacoldgica do transporte pela tuba uterina pode ser uma alternativa para o problema.

Diversos pesquisadores ja tentaram manipular o transporte embriondrio no intuito de
recuperar embrides eqiiinos mais precocemente. Weber et al. (1991a) ndo obtiveram sucesso
ap6s um estudo preliminar em que a PGE, foi administrada via intramuscular, intra-uterina ou
intraperitonial no 3° dia apds a ovulacdo, entretanto, eles recuperaram 6 de 11 embrides (55%)

no 4° dia, ap6s uma continua infusdo de PGE, por minibombas implantadas cirurgicamente
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dentro da tuba uterina. Robinson, Neal e Allen (1998, 2000) também obtiveram sucesso (60%
de recuperagdo no 5° dia) apds deposigdo de 0,2 mg de PGE, suspendida em 0,5 ml de gel
sobre a superficie externa da tuba uterina através de um procedimento de laparoscopia. No
entanto, Arruda et al. (comunicagdo pessoal) ndo conseguiram repetir os resultados de
Robinson, Neal e Allen (1998, 2000), recuperando apenas um embrido de seis tentativas
(17%) no D5.

Outras tentativas de se antecipar a descida de embrides eqiiinos para o ttero como a
dilatagdo cervical, infusdo intra-uterina no D3 (3° dia apés a ovulacdo) de meio de PBS ou de
glicogénio (WEBER; WOODS; AGUILAR, 1996a), deposi¢do de embrides de coelho dentro
do utero da égua (GEARY; WEBER; WOODS, 1989) e a administracdo diaria de 250 mg de
progesterona exdgena nos dias que antecederam a colheita (HINRICHS; WATSON, 1991)
ndo foram bem sucedidas.

Apesar do sucesso relatado por Robinson, Neal e Allen (1998, 2000) na descida
antecipada do embrido com o uso da PGE, (Prostin E2® - Pharmacia), a técnica utilizada por
eles (laparoscopia) é muito laboriosa e dificil de ser aplicada em medicina veterindria, fora de
um centro de pesquisa. Além disso, este produto é de dificil acesso no Brasil, como ja
salientado, e a importacdo, extremamente cara, inviabiliza a sua utilizag¢do. Por outro lado, a
utilizacdo da PGE; ou de um andlogo (misoprostol) poderia ser uma alternativa vidvel, visto
que atualmente este produto estd disponivel no pais e que segundo Sandberg, Ingelman-
Sundberg e Ryden (1964) o efeito de relaxamento, na parte distal da tuba uterina, e o efeito de
contragdo, na por¢do inicial, sio da mesma ordem para a PGE; e PGE, em mulheres.
Entretanto, ndo h4 qualquer relato na literatura sobre o uso da PGE; em éguas. Em virtude

disto, faz-se necessario também este estudo.

2.1 HIPOTESE — Experimento |

A aplicacdo tépica da prostaglandina E, (PGE,), via laparoscopia e intra-uterina,

antecipa a descida do embrido eqiiino para o utero de éguas.
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2.2 OBJETIVOS - Experimento I

e Avaliar a eficdcia da prostaglandina E, (PGE;) em acelerar a migracdo de embrides
eqiiinos da tuba uterina para o utero, aumentando a taxa de recupera¢do embrionaria no 5° dia
apos a detecgdo da ovulagdo;

e Comparar dois métodos de administracdo da PGE,;: o cirdrgico, no qual a
administracdo € por via laparoscopica, € o nao-cirurgico, no qual a PGE, é depositada na
juncdo utero-tubdrica do lado ipsilateral a ovulagdo;

e Determinar se o uso exdégeno da PGE, € vidvel para se recuperar um maior nimero de
embrides eqiiinos com grande potencial de sobrevivéncia a criopreservacgao (embrides < 250-

300 pm).

2.3 MATERIAL E METODOS — Experimento I

Informagdes relativas ao local de execucdo, periodo de desenvolvimento, animais
utilizados, protocolo de tratamento superestimulatério, protocolos de administracdo da PGE; e

técnica de recuperagdo embriondria sdo descritos a seguir.

2.3.1 Local

O experimento foi conduzido no Centro de Biotecnologia de Reprodu¢do Animal do
Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, da
Universidade de Sao Paulo, localizado no Campus Administrativo de Pirassununga (PCAPS),
Pirassununga, Sao Paulo. Referéncias geograficas: latitude 21°50°46°° Sul; longitude

47°25°33* Qeste; altitude 627 metros.



32

2.3.2 Periodo de desenvolvimento

O experimento foi realizado durante os meses de janeiro a margo de 2006.

2.3.3 Animais

Foram utilizadas cinco éguas de diferentes racas, de trés a 10 anos de idade, com boa
condicdo corporal para a funcdo reprodutiva, escore 4 (1-6) (CARROLL; HUNTINGTON,
1988) e histérico reprodutivo favoravel, além de ndo apresentarem alteracdo ovariana,
cervical e/ou uterina detectada por palpacdo retal, ultra-sonografia, vaginoscopia e/ou exame
citolégico. Duas éguas foram utilizadas no grupo cirtrgico e trés no grupo nao cirirgico.

Pelo pequeno nimero de animais disponiveis e pelo forte embasamento da literatura
em que os embrides eqiiinos ndo migram para o utero antes de 130 horas apds a ovulacdo
(BETTERIDGE et al., 1982; FREEMAN et al., 1991; BATTUT et al., 1998, 2000), optamos

por ndo utilizar um grupo controle (sem administracao de PGE»).

2.3.4 Manejo e instalacoes

As éguas foram mantidas sob sistema de rotagdo em piquetes de capim elefante

(Pennisetum purpureum). Os animais tinham livre acesso a 4gua e a suplementacao mineral.

2.3.5 Sémen

Foi utilizado sémen fresco proveniente de um tnico garanhdo com fertilidade

conhecida. O sémen foi diluido na propor¢io 2:1 com extensor a base de leite desnatado'. As

! Botu-Sémen® - Biotech Botucatu, Botucatu-SP
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doses utilizadas na inseminacdo artificial continham no minimo um bilhdo de

espermatozdides moveis (dose utilizada em protocolos de superovulagdo).

2.3.6 Tratamento superestimulatério

As éguas foram submetidas a um tratamento superestimulatério com Extrato de
Pituitdria Eqiiina (EPE)* visando uma maior disponibilidade do ntimero de embrides. O
tratamento foi iniciado no 5° ou 6° dia do diestro, sendo que as éguas ndo apresentavam
foliculos com didmetro maior que 25 mm e a dose utilizada foi a de seis (6) mg de EPE, via
intramuscular, uma vez ao dia. Nos dois primeiros dias de tratamento, uma hora apds a
administracio do EPE, as éguas receberam 5 mg (1 ml) do luteolitico Dinoprost
Trometamina®, via intramuscular. A partir do momento em que as éguas apresentaram ao
menos um foliculo com didmetro igual ou superior a 35 mm, o tratamento com EPE foi
interrompido e a(s) ovulacao(des) foi (foram) induzida(s) com a aplicagdo endovenosa de
2500 UI de Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG)4. Neste momento também foi realizada a
inseminagdo artificial pelo método convencional, utilizando uma dose minima de um bilhdo
de espermatozdides moveis, em virtude da superovulacdo (Figura 1). O acompanhamento
folicular foi realizado por palpacao retal e ultra-som (Aloka, modelo SSD-500 com transdutor

linear de 5,0 MHz).

% Lote 004, de 12/2004, produzido pela Central Unicérnio, Brasilia
3 Lutalyse® - Pfizer, Paulinia, SP
* Vetecor® 5000UT - Calier, SP
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Coleta de embrido

Figura 1 - Protocolo para superestimulacio ovariana de éguas utilizando baixa dose de EPE e
aplicacdo de PGE, para a recuperacdo antecipada de embrides - Pirassununga - 2006

2.3.7 PGE,

Devido a dificuldade de obteng¢do do produto comercial (dinoprostone — andlogo
sintético da PGE,) pronto para o uso’, optou-se por utilizar uma prostaglandina E, liofilizada®
para uso em laboratério. A prostaglandina E, foi diluida em gel a base de triacetin (92%) e
diéxido de silicio coloidal (8%), sob capela de fluxo laminar. A concentracao final do produto
manipulado foi de 0,4 mg de PGE, / ml de gel. O produto foi conservado sob refrigeracao até
a sua utilizacdo, sendo homogeneizado imediatamente antes de cada uso.

Trés éguas foram submetidas ao tratamento ndo-cirirgico e duas ao procedimento

cirtirgico (video-laparoscopia) para a aplicagao da PGE,, conforme descrito a seguir.

> Prepidil gel® - Pharmacia & Upjohn, USA; Prostin® E, Vaginal gel — Pfizer, Australia
® Cayman Chemical, MI, USA — cédigo 14010
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2.3.7.1 Protocolo de aplicagdo topica da PGE, via video-laparoscopia (2 animais)

As éguas submetidas a este tratamento foram mantidas em jejum alimentar por 24
horas e hidrico por 12 horas antes da realizagao do procedimento de video-laparoscopia para a
administracdo da PGE,. O procedimento foi realizado no 4° dia apds a deteccdo da(s)
ovulacgdo(des), no(s) lado(s) ipsilateral(is) a(s) ovulacdo(des) e o acesso cirtrgico utilizado foi
a fossa paralombar.

As éguas foram contidas em tronco de palpagdo e o local do campo cirturgico foi
higienizado com d4gua e sabdo, sendo utilizada para a anti-sepsia uma solucdo de
1odopovidine.

A seguir os animais foram anestesiados utilizando-se o seguinte protocolo anestésico:
Xilazina’ (0,7 mg/kg, IV) + Butorfanol® (0,03 mg/kg, IV) trés a cinco minutos apds a
administracdo da xilazina + anestesia local com cloridrato de lidocaina 2% sem
vasoconstritor’.

O campo cirtrgico foi delimitado e uma incisdo de cerca de um (1) cm foi realizada na
pele a aproximadamente 13 cm abaixo do aspecto dorsal da tuberosidade coxal, dorso-cranial
ao musculo obliquo abdominal interno. Para penetrar no flanco foram utilizados trocater e
canula (11,5 mm) e um laparoscépio rl’gidolo com um angulo de visdo de 30°, conectado a um
monitor. O abddmen foi distendido com CO,, até que o ovario ipsilateral, tuba uterina e ponta
do corno uterino pudessem ser visualizados. Um segundo trocater e canula com ponta fina em
bisel (7,5 mm) foram entdo inseridos ventralmente (aproximadamente 5 cm) ao laparoscépio.
Por meio desta segunda canula o gel contendo a PGE, foi injetado e gotejado ao longo da
superficie externa da tuba uterina. A dose utilizada foi de 0,2 mg de PGE; (0,5 ml de gel) por

cada tuba uterina tratada (Figura 2).

7 X-JECT E®, Phoenix Scientific, Inc, St Joseph, MO

¥ Torbugesic®, Fort Dodge, Campinas.

? Cloridrato de lidocaina 2%® sem vasoconstritor, Hipolabor Farmacéutica Ltda, Sabard, MG.
10 Ferrari Medical, Sao Paulo.



36

Figura 2- Ilustracdo representativa da aplicacdo topica de PGE, na tuba uterina por video-
laparoscopia - Pirassununga - 2006

Apo6s a aplicacdo do gel a canula foi removida e a sintese cirurgica foi realizada em
plano unico utilizando pontos separados do tipo “U”, com fio ndo-absorvivel (Nylon). As
éguas receberam suporte pos-cirdrgico com antibidtico de amplo espectro a base de
Sulfadoxina e Trimetoprim11 (10 mg/kg, IV) e antiinflamatério a base de Fenilbutazona'? (4,4
mg/kg, IV).

Vinte e quatro horas apds a deposicao do gel (D5) foi realizada a primeira tentativa de
recuperacdo embriondria pelo método ndo-cirdrgico. Nos casos de nao haver recuperacao
embriondria, a colheita foi repetida entre o sexto (D6) e sexto dia e meio (D6,5) apds a
deteccao da(s) ovulac@o(des) (Figura 1).

Ap6s a segunda tentativa de colheita de embrides, as éguas foram tratadas com 7,5 mg

(1,5 ml) de Dinoprost Trometamina”, via intramuscular.

i Borgal®, Intervet, Sdo Paulo.
12 Fenilbutazona® - injetavel, Ouro Fino Satide Animal, Ribeirdo Preto.
13 Lutalyse® - Pfizer, Paulinia, SP.
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2.3.7.2 Protocolo de aplicagdo topica de PGE, via intra-uterina (3 animais).

O procedimento foi realizado no 4° dia apds a deteccao da(s) ovulacao(des) (Figura 1).

As éguas foram contidas em tronco de palpacdo e a higienizagdo, das regides vulvar e
perivulvar, foi realizada com dgua e sabdo. Uma pipeta de inseminagdo artificial flexivel* de
75 cm de comprimento (contendo no seu interior uma palheta de s€émen com 0,5 ml do gel,
correspondendo a 0,2 mg de PGE;) foi introduzida no corno uterino ipsilateral a ovulagao.
Com uma das maos introduzida no reto, a bainha foi direcionada até a ponta do corno. Com o
auxilio de um aplicador, o gel foi depositado na regido da jungdo utero-tubdrica, sendo
realizada uma leve massagem na regido (Figura 3). No caso de ovulagdes em ambos os lados,

o procedimento foi repetido também no lado contralateral.

Figura 3 - Tlustragdo representativa da deposicao local de PGE, na jun¢do ttero-tubdrica pela
via intra-uterina - Pirassununga — 2006

Ap6s aproximadamente trés (3) horas da deposicao do gel, o ttero das éguas foi

examinado por ultra-som para uma possivel deteccdo de acimulo de liquido intra-uterino.

14 Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre, RS
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Assim como no primeiro protocolo, 24 horas apds a deposicao do gel (D5) foi
realizada uma primeira tentativa de recuperacdo embriondria pelo método nao-cirirgico,
sendo que, na frustracdo deste, uma nova tentativa foi realizada entre o 6° (D6) e D6,5 dia
apos a deteccdo da(s) ovulacao(des) (Figura 1). Apds a dltima tentativa de colheita as éguas

5

receberam 7,5 mg (1,5 ml) de Dinoprost Trometamina'”, via intramuscular.

2.3.8 Colheita, rastreamento e manipulacio dos embrioes

No dia da colheita do(s) embrido(des) as éguas foram examinadas por palpacgdo retal,
determinando-se as condicdes de tensdo uterina e cervical, e realizou-se exploracdo ultra-
sonografica via transretal do ttero e ovdrios, para avaliar o aspecto do ttero e do(s) corpo(s)
liteo(s) e para se detectar a possivel presenca de foliculos de diestro.

Posteriormente, mantendo-se as éguas devidamente contidas em tronco de palpacdo, a
regido perineal das mesmas foi higienizada com 4dgua e sabao.

Para o procedimento da técnica de colheita dos embrides utilizou-se uma sonda de
Foley modelo Bivona®'®. Apés a introducdo via transcervical, com mao enluvada, o balonete
(“cuff”) localizado no dpice da sonda foi inflado com 45 ml de ar, de forma a ficar fixado na
abertura cervical e impedir o refluxo do meio infundido no utero. Realizou-se a infusdao de um
litro, por lavado uterino, da solu¢do de Ringer com Lactato de Sédio (ALVARENGA;
LANDIM-ALVARENGA; MEIRA, 1993) aquecida a 37° C, a qual foi drenada do ttero por
gravidade, passando por um filtro de embrides de 75um. Realizou-se um total de trés lavados
uterinos por égua.

ApOs a realizagdo dos lavados o contetudo do filtro foi substituido por uma solucio de
manutencio DPBS modificado'” (solu¢do salina fosfatada tamponada de Dulbecco-
modificado). Em seqiiéncia, o conteido do filtro foi transferido para uma placa de Petri de
100 x 20 mm com o fundo demarcado e o filtro lavado com 20 ml de DPBS, sob pressao, que
foi realizada com auxilio de uma seringa de 20 ml conectada a uma agulha 30 x 10, de modo a

remover todo o contetddo do filtro para dentro da placa.

15 Lutalyse® - Pfizer, Paulinia, SP.
16 Bivona Medical Technologies, Gary, IN, EUA.
7 Nutricell Nutrientes Celulares Ltda, Campinas, S.P.
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O rastreamento dos embrides foi realizado com auxilio de um microscépio
estereoscopico (lupa) sob aumento de 10 vezes e a classificagdo embriondria sob aumento de
40 vezes. Os embrides encontrados foram colocados em placa de petri 35 x 10 mm contendo
Meio de Manutencdo TQC - Holding plus'®, para a realizacdo da identificagdo do estdgio de
desenvolvimento, da morfologia e da qualidade (grau 1 = excelente; grau 2 = bom; grau 3=
regular; grau 4 = ruim; grau 5 = degenerado) conforme McKinnon e Squires (1988), além da
mensuragdo do didmetro para o qual foi utilizada uma ocular graduada acoplada ao

microscopio estereoscopico.

2.3.9 Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007),
sendo anteriormente verificada a normalidade dos residuos pelo Teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das variancias pela andlise dos residuos. Os dados (varidveis dependentes)
que ndo atenderam as premissas estatisticas foram submetidos a transformacgdo logaritmica
[Log (X+1)], pela raiz quadrada [RQ (X+1/2)] e pelo arco-seno [Arcsin (RQ 1)]. Como
mesmo apods as transformacdes dos dados, ainda ndo respeitaram as premissas, ou seja, nao
respeitaram a curva Gaussiana, foram analisados por uma andlise nao-paramétrica. Assim,
para a andlise foi utilizado o Teste Exato de Fischer, considerando-se como nivel de

significancia o valor de 0,5%.

2.4 RESULTADOS - Experimento I

O tratamento superestimulatério durou em média 5,2 dias (4-7 dias), sendo que 40%
das éguas (2/5) tiveram ovulacdes duplas. Os dados encontram-se sumarizados no apéndice
A.

Em relacao a administragio por video-laparoscopia salientamos que a visualizagao do

ovdério e da tuba uterina foi relativamente rdpida, mas, que exige extrema habilidade técnica.

18 Bioniche, USA / Nutricell Nutrientes Celulares Ltda, Campinas, S.P.
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N

Durante a deposi¢cdo topica observamos que, devido a temperatura interna da égua, o gel

perdeu sua consisténcia e tornou-se mais fluido, escorrendo pela tuba. Poucos segundos apds

a administracdo notamos evidente vaso dilatagdo da regido banhada pela prostaglandina

(Figura 4).

Figura 4 - Administracdo tépica de PGE, na tuba uterina por video-laparoscopia (a) e
posterior vasodilatagcdo (b) - Pirassununga - 2006

A administracdo pela via intra-uterina foi realizada sem muitas dificuldades e
intercorréncias.

Nao houve recuperag¢do de embrides no quinto dia apds a ovulagdo (D5) para ambos os
métodos.

Em relacdo a qualidade dos lavados uterinos, uma das éguas do grupo ndo-cirdrgico
apresentou uma leve turvacio do primeiro lavado.

Na segunda tentativa de recuperacdo embriondria realizada entre o D6-6,5 foram
recuperados dois embrides das cinco éguas (40%), sendo um obtido de uma das éguas
submetidas a video-laparoscopia e outro de uma égua submetida a técnica ndo-cirirgica. A
taxa de recuperagdo embriondria em relacdo ao niimero de ovulagdes foi de apenas 28,57%
(2/7) considerando ambos os grupos. Apesar do pequeno nimero de animais utilizados nao foi
constatada diferenca (P > 0,05) entre os grupos em relacdo a taxa de recupera¢do embriondria
no D6-6,5 (Tabela 1).

Dos embrides recuperados, um apresentava-se no estigio de Mérula compacta (Mc)
com qualidade 1 e aproximadamente 150um de diadmetro, enquanto o outro era um embrido

em fase de blastocisto inicial (Bi) com qualidade 1,5 com cerca de 166pm de diametro.
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Tabela 1 - Taxa de recuperacdo embriondria, no 5° e 6-6,5° dia ap6s a ovulagado, de éguas
que foram tratadas com PGE, pelo método ndo-cirdirgico ou por video-
laparoscopia - Pirassununga - 2006

_ Grupo Grupo Total
Nao-cirurgico cirargico
Nimero de animais 3 2 5
Numero de ovulacdes 4 3 7
Embrides recuperados no D5 (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Embrides recuperados no D6-6,5 1 25%)" 1 (33.33%)" 2 (28.57%)

(% por ovulacdo)
Valores seguidos por letras mindsculas distintas na linha diferem entre si (P<0,05)

2.5 HIPOTESE — Experimento I

A aplicacdo exdgena de prostaglandina E; ou de seu andlogo (misoprostol 1%) na
regido da juncdo utero-tubdrica, ipsilateral a ovulacdo, de éguas promove a recuperagdao

antecipada de embrides.

2.6 OBJETIVOS - Experimento II

e Desenvolver e avaliar a eficicia de um protocolo para a aplicacdo exdgena de
prostaglandina E; a 100% ou de seu andlogo (misoprostol 1%) na regido da juncdo ttero-
tubdrica de éguas, visando a recuperacdo antecipada de embrides de éguas superestimuladas
com Extrato de Pituitdria eqiiina;

e Comparar a taxa de recuperacao embriondria dos diferentes grupos no 5° (D5) e 6-6,5°

(D6-6,5) dia apds a deteccdo da ovulagdo.
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2.7 MATERIAL E METODOS — Experimento II

Informagdes relativas ao local de execu¢do do experimento, periodo de
desenvolvimento, animais utilizados, manejo, protocolo de tratamento superestimulatorio,
protocolo de administracdo da prostaglandina E; ou de seu andlogo e procedimento para a

recuperacdo embriondria sdo descritos a seguir.

2.7.1 Local

O experimento foi conduzido no Centro de Biotecnologia de Reprodu¢do Animal do
Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, da
Universidade de Sao Paulo, localizado no Campus Administrativo de Pirassununga (PCAPS),
Pirassununga, Sdo Paulo. Referéncias geograficas: latitude 21°50°46’° Sul; longitude

47°25°33° Qeste; altitude 627 metros.

2.7.2 Periodo de desenvolvimento

O experimento foi realizado nos meses de janeiro e fevereiro de 2007.

2.7.3 Animais

Foram utilizadas 10 éguas de diferentes racas, de trés a 17 anos de idade, com escore
de 4 a5 (1 a6) (CARROLL; HUNTINGTON, 1988) e historico reprodutivo favoravel, além
de ndo apresentarem alteracdo ovariana, cervical e/ou uterina detectada por palpagdo retal,
ultra-sonografia, vaginoscopia e/ou exame citolégico. Os animais foram divididos de forma

aleatdria em dois grupos experimentais (PGE; e Misoprostol).
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Devido o pequeno numero de animais disponiveis e pelo forte embasamento da
literatura em que os embrides eqiiinos ndo migram para o utero antes de 130 horas apds a
ovulacdo (BETTERIDGE et al., 1982; FREEMAN et al., 1991; BATTUT et al., 1998, 2000),

optamos por nao utilizar um grupo controle.

2.7.4 Manejo e instalacoes

As éguas foram mantidas sob sistema de rotagdo em piquetes de capim elefante

(Pennisetum purpureum). Os animais tinham livre acesso a 4gua e a suplementacao mineral.

2.7.5 Sémen

Foi utilizado sémen fresco proveniente de um unico garanhdo com fertilidade
conhecida. O sémen foi diluido na propor¢do 2:1 com extensor a base de leite desnatado'’. As

doses utilizadas continham no minimo um bilhdo de espermatozéides moveis.

2.7.6 Tratamento superestimulatoério

As éguas foram submetidas a um tratamento superestimulatério com Extrato de
Pituitdria Eqiiina (EPE)*, visando uma maior disponibilidade do nimero de embrides. O
tratamento foi iniciado no 5° dia do diestro, sendo que as éguas nio apresentavam foliculos
com diametro maior que 25 mm e a dose utilizada foi a de 12,5 mg de EPE, via de aplicacdo
intramuscular, duas vezes ao dia. Nos dois primeiros dias de tratamento, uma hora apds a
administracao de EPE, as éguas receberam 5 mg (1 ml) de Dinoprost Trometamina®'. A partir

do momento em que as éguas apresentaram ao menos um foliculo com didmetro igual ou

19 Botu-sémen®, Biotech Botucatu, Botucatu, S.P.
P otes OT/PR de 12/09/03 e OT/PL de 18/08/06, produzidos na UNESP-Botucatu, S.P.
2 Lutalyse® - Pfizer, Paulinia, SP.
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superior a 35 mm, o tratamento com EPE foi interrompido e a(s) ovulacdo (&es) foi (foram)
induzida(s) com a aplicagdo endovenosa de 2500 UI de hCG?*. Neste momento também foi
realizada a inseminacao artificial pelo método convencional, utilizando uma dose minima de
um bilhdo de espermatozdides moéveis, em virtude da superovulacdo (Figura 5). O
acompanhamento folicular foi realizado através de palpacdo retal auxiliada por exame ultra-

sonografico (ultra-som Aloka, modelo SSD-500 com transdutor linear de 5,0 MHz).

CL

2500 L PiEL ou

PGF2a, hiZ3 Misoprostol pgFa,,
R O T [ O O I R ol ol R O O
DlEEdlEBdEE?El 1234567
] PN ||
Cvulacao 12,5 mgEPE — 2 x/dia

Coleta de embrido

Figura 5 - Protocolo de superestimulacdo ovariana de éguas com EPE e aplicacao de PGE; ou
Misoprostrol 1% para a recuperagdo antecipada de embrides - Pirassununga - 2007

2.7.7 Tratamento com PGE; ou com analogo Misoprostrol

No 4° dia apds a detec¢ao da ultima ovulagdo as éguas foram tratadas com 200
microgramas (ug) de PGE; 100% 23 (n=5) ou com o andlogo Misoprostol 1% (n=5)24 diluidos
em 0,5 ml de gel a base de hidroxipropilmetilcelulose a 8%. O gel contendo a prostaglandina

ou o andlogo foi depositado na regido da juncao ttero-tubdrica do lado ipsilateral a ovulagao,

> Vetecor® 5000 UI - Calier, SP.

2 Centro Paulista de Desenvolvimento Farmacotécnico Ltda, Sao Paulo, SP.

* Hebron Farmacéutica Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagio Tecnolégica Ltda / INFAN — Inddstria Quimica
Farmacéutica Nacional Ltda, Caruaru, PE.



45

com auxilio de uma pipeta de IA flexivel”® de 75 cm de comprimento. Uma segunda
administracdo foi realizada aproximadamente quatro horas apds a primeira, no intuito de
sustentar o estimulo. No 5° (D5) e 6°-6,5° dia (D6-6,5) apds a detecc¢ao da ultima ovulagdo foi
realizado um procedimento ndo-cirdrgico de lavagem uterina visando a recuperagdo
embriondria (Figura 5).

Apo6s a ultima tentativa de colheita as éguas receberam 7,5 mg (1,5 ml) de Dinoprost

Trometamina, via intra-muscular.

2.7.8 Colheita, rastreamento e manipulacao dos embrides

Os procedimentos de colheita, rastreamento e manipulacdo dos embrides foram iguais

aos realizados no experimento I (item 2.3.8).

2.7.9 Analises Estatisticas

As andlises foram iguais as realizadas no experimento I (item 2.3.9).

2.8 RESULTADOS - Experimento II

O tratamento de estimulacdo ovariana com EPE durou em média 5,35 dias (3-9,5
dias), resultando em uma média de 2,1 ovulagdes (1 — 3 ovulagdes) por égua. A populacdo
folicular presente no inicio do tratamento, os resultados e os dados referentes a cada animal
encontram-se condensados no apéndice B. Cinco ovulacdes ocorreram antes do término do
tratamento com EPE (ndo-sincronicas).

Durante a primeira tentativa de recuperacdo embriondria, realizada no 5° dia apds a

deteccdo da ultima ovulacdo, ndo foram recuperados embrides do grupo PGE;, mas foram

2 Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre, RS.
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recuperados trés embrides do grupo Misoprostol, sendo que um embrido apresentava
avancado grau de degeneracdo (Mo) e dois, com sete dias de idade (Bi e BIl), eram
provenientes de ovulacdes ndo-sincronicas. Portanto, considerando apenas os embrides
colhidos com cinco dias, ndo houve diferenca entre os grupos (P > 0,05).

Na segunda tentativa, realizada entre o 6° e 6,5° dia apds a detec¢do da ultima
ovulacdo, foram recuperados embrides de uma das éguas tratadas com PGE; (20%) e de todas
as éguas (5/5) tratadas com o gel contendo Misoprostol, sendo que, apesar do pequeno
numero de animais foi detectada uma diferenca (P= 0,048) entre os dois grupos experimentais
(Tabela 2).

Como pode ser observado no apéndice B, das nove ovulagdes do grupo PGE;, apenas
dois embrides com 6-6,5 dias, em estdgio de Moérula compacta e Blastocisto inicial, foram
recuperados, significando uma recuperagao de 22,22% do total de ovulacoes.

No caso do grupo experimental tratado com o Misoprostol foi detectado um total de 12
ovulacdes, com recuperacdo de 11 embrides (91,67%). Destes, oito foram embrides de 6-6,5
dias, dois tinham sete dias (D7), ou seja, provenientes de ovulacdes nao-sincronicas, € um,
como ja salientado, estava em avangado grau de degeneracdo, nao sendo possivel realizar a
distin¢@o entre um embrido D5 e um embrido D7 que entrou em degeneracdo prematuramente
ao entrar no ambiente uterino.

Excluindo-se as ovulagdes ndo-sincronicas € os embrides procedentes destas, foram
recuperados oito embrides (D6-6,5) de oito ovulagcdes (D6-6,5) das éguas tratadas com
Misoprostol 1%, revelando uma taxa significativamente superior (P=0,007) aquela do grupo

tratado com PGE; 100% (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de ovulacdes, taxa de éguas que produziram embrides e taxa de
recuperacdo embriondria no D6-6,5 de éguas superestimuladas com EPE e
tratadas com PGE; ou Misoprostol 1% - Pirassununga - 2007

PGE; Misoprostol Total
N° de éguas 5 5 10
N° total de ovulagdes (ndo-sincronicas) 9(1) 12 (4) 21 (5)

Taxa de éguas que produziram
embrides no D6-6,5 (n/total)

Taxa de recuperacdo embriondria
por ovulagdo no D6-6,5 (n/total)

Valores com letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05)
a,b (P=0,048); c,d (P=0,007)

20,0% (1/5*  100% (5/5)°  60,0% (6/10)

25,0% (2/8)°  100% (8/8)"  62,5% (10/16)
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Os embrides D6-6,5 recuperados da égua pertencente ao grupo tratado com PGE;
estavam nos estagios de Moérula compacta (Mc) e Blastocisto inicial (Bi), ambos com grau de
qualidade 1 e com diametro de 250 e 300um, respectivamente. Dos oito embrides D6-6,5
colhidos das éguas do grupo Misoprostol, cinco estavam no estdgio de Mc, com qualidade 1 a
2,5 e diametro variando entre 200 e 250um; os outros trés embrides eram Bi com qualidade 1

a 1,5 e com diametro entre 250 e 300um (Quadro 1).

Idade do Qualidade oA
Grupo Egua embrido Estagio* | do embrido Diametro
(dias) (1-5)" (um)
PGE, 2 6-6,5 Mc 1 250
PGE, 2 6-6,5 Bi 1 300
Misoprostol 3 6-6,5 Mc 1 200-250
Misoprostol 3 6-6,5 Mc 1,5 200-250
Misoprostol 5 7 Bi 1 250-300
Misoprostol 5 6-6,5 Bi 1 300
Misoprostol 6 Sou7? Mo 5 <200
Misoprostol 6 6-6,5 Mc 2 <200
Misoprostol 7 6-6,5 Mc 1 200-250
Misoprostol 7 6-6,5 Mc 2,5 200-250
Misoprostol 10 7 Bl 2 300
Misoprostol 10 6-6,5 Bi 1,5 250
Misoprostol 10 6-6,5 Bi 1,5 250

*Bi = Blastocisto inicial; Bl = Blastocisto; Mc = Mérula compacta
# 1=excelente; 2=bom; 3=regular; 4=ruim; S=degenerado

Quadro 1 - Relacdo de embrides recuperados de éguas superestimuladas com
EPE e tratadas com PGE; ou com Misoprostol 1% - Pirassununga -
2007

Em relacdo a qualidade dos lavados uterinos, 80% das éguas (4/5) tratadas com o gel
contendo PGE; apresentaram lavados turvos, com diferentes graus de turvagdo, durante a
primeira e/ou segunda tentativa de recupera¢do embriondria, enquanto que, no grupo tratado
com o andlogo Misoprostol a 1%, apenas uma das cinco éguas (20%), apresentou um lavado

levemente turvo na primeira tentativa de colheita embriondria.
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Capitulo 2 - Deteccao de receptores de prostandides do subtipo EP na tuba uterina e

utero de fémeas eqiiinas

3 REVISAO DE LITERATURA

Os prostandides sdo derivados oxigenados de acidos graxos poliinsaturados contendo
20 atomos de carbono e um anel ciclopentano, sendo as prostaglandinas e as tromboxanas as
suas duas principais classes. As prostaglandinas podem ser consideradas quimicamente como
derivadas do acido prostandico e sdo designadas por uma letra (A a J) de acordo com a
natureza e a posicdo dos seus componentes sobre o anel ciclopentano e a presenca e posi¢ao
das ligacdes duplas dentro do anel. Além disso, sdo identificadas por um nimero subscrito (1,
2 ou 3) que indica o ndimero de duplas ligacdes nas cadeias laterais alquil, sendo as
prostaglandinas da série-1 derivadas do acido 8,11,14-eicosatriendico, as da série-2 do acido
5,8,11,14-eicosatetraendico (4cido araquidonico) e as da série-3 do 4cido 5,8,11,14,17-
eicosapentaendico (BENEDETTO et al., 1987; COLEMAN et al., 1990). Na maioria dos
mamiferos, o dcido araquidonico € o precursor mais importante, portanto as prostaglandinas
da série 2 sdao as mais abundantes (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994).

As diferentes prostaglandinas PGD, PGE, PGF e PGI exercem funcdo bioldgica ao
interagirem com o receptor correspondente (DP, EP, FP ou IP) localizados nas membranas,
acoplados a proteina G, e que eliciam sua resposta por ativar proteinas reguladoras
(COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994; PALERMO-NETO, 1996).

Os receptores DP estdo amplamente distribuidos nas plaquetas sanguineas, musculo
liso vascular e tecido nervoso, incluindo o sistema nervoso central. H4d também exemplos de
receptores DP na musculatura lisa gastrointestinal, uterina e respiratéria em algumas espécies
animais (COLEMAN et al., 1990).

Ja os receptores EP medeiam uma impressionante variedade de atividades bioldgicas
incluindo contracdo e relaxamento de musculo liso, inibicdo e intensificacdo da liberacdo de
neurotransmissores, inibicdo da lipdlise, inibicdo da liberagdo de d&cido géstrico, de
mediadores da inflamacgdo e da expressdo de imunoglobulinas, entre outras coisas. E € por
causa da diversidade destas agdes bioldgicas que € 6bvio que existam mais de um subtipo de
receptor EP, sendo que atualmente sdo aceitos quatro subtipos (EP;, EP,, EP; e EPy)

(COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994).
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Ja foi descrita a presenca de receptores EP; em musculo liso da traquéia, trato
gastrointestinal, utero e bexiga de cobaia, onde medeiam a contracdo da musculatura lisa. Os
receptores do subtipo EP, estdo mais difundidos e proporcionam respostas mais variadas,
estando distribuidos em musculos lisos, onde invariavelmente medeiam um relaxamento; nas
células epiteliais onde intervém na secre¢do ndo-dcida; nas células inflamatérias, como nos
mastdcitos e basofilos, onde eles inibem a liberagdo de mediadores; e sobre nervos aferentes
sensoriais, onde eles medeiam a ativacdo (COLEMAN et al., 1990). No tecido de
camundongos, receptores EP, foram expressos em maior quantidade no ileo, seguido do timo,
pulmao, bago, coragdo e ttero (HONDA et al., 1993).

Recentemente receptores do subtipo EP, foram detectados por imuno-histoquimica na
superficie do epitélio, no epitélio glandular, na superficie do estroma, no miométrio € no
perimétrio da parede uterina intercaruncular bovina (WEHBRINK et al., 2008). Em galinhas
foram amplamente expressos no cérebro, pituitaria, pulmdo, coragdo, figado, rim, intestino,
pancreas, musculo peitoral, bago, ovdrio, testiculo e em todas as partes do oviduto, incluindo
infundibulo, magno, istmo, glandula da casca e vagina (KWOK et al., 2008).

Dos quatro subtipos, os receptores EP; parecem ser os mais onipresentes. Eles estdo
presentes na musculatura lisa gastrointestinal, uterina e vascular, sendo responsaveis pelo
estimulo contritil; em nervos autonOmicos inibem a liberacdo de neurotransmissores; em
adipdcitos, inibem a lipdlise; nas células da mucosa géstrica, impedem a secrecdo dcida e na
medula renal, medeiam a reabsor¢cao de 4gua (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994). O
RNA mensageiro (RNAm) deste subtipo de receptor é muito expresso no rim e no dtero, mas
sua expressao também € vista no estdbmago, timo, baco, pulmao e cérebro (SUGIMOTO et al.,
1992). Entre os subtipos de receptores EP a expressdo de EP3; € a mais complexa, visto que
unides alternativas do gene resultam em diferentes isoformas. Segundo Namba et al. (1993)
pode-se identificar pelo menos quatro isoformas do receptor EP; bovino (EPs5, EP3p, EP3c,
EP;p). Em humanos ja s@o descritas pelo menos 10 variacdes de RNAm para oito diferentes
isoformas de EP; (EPs, EPsp, EP3yy, EPs1y, EPsy, EPsyy, EPs., EP3) (KOTELEVETS et
al., 2007).

H4 pouca informagao a respeito da distribuicao dos receptores EP,4, mas ha evidéncia
da sua existéncia na veia safena de leitdes, nas veias jugular e safena de coelho, na traquéia de
rato e no utero de hamster (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994). Em galinhas eles ndo
foram encontrados na maioria dos tecidos, sendo encontrado consistentemente apenas em

testiculos de diferentes galos (KWOK et al., 2008).
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Em relacdo aos receptores FP, que se ligam especificamente as PGF, tem sido
demonstrado que eles existem em uma variedade de tecidos em espécies diferentes, mas eles
prevalecem no corpo ldteo, sendo desencadeadores da lutedlise (COLEMAN; SMITH,;
NARUMIYA, 1994). A presenca destes receptores no tecido luteal nos permite utilizar a
PGF,, e seus andlogos em protocolos de sincronizacdo de ciclos estrais em diversas espécies
animais.

Os receptores de prostandides do tipo IP ja foram identificados em plaquetas, na
musculatura lisa vascular e em células nervosas (COLEMAN et al., 1990; COLEMAN;
SMITH; NARUMIYA, 1994). Os receptores TP, onde se ligam as tromboxanas, sdo vistos
como uma contraparte dos receptores IP, sendo que em muitos tecidos estes dois tipos de
receptores demonstram uma relacdo complementar. Assim, os receptores TP também se
encontram distribuidos na musculatura lisa dos vasos e nas plaquetas e invariavelmente
mediam uma atividade excitatéria (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994).

Pelo menos quatro tipos de receptores de prostandides parecem estar envolvidos na
contra¢cdo de miusculo liso, sendo eles os receptores EP;, EP3, TP e FP. Visto que a contragdo
do musculo liso é dependente da concentracdo de cdlcio livre no mioplasma, acredita-se que a
atividade destes receptores é traduzida via Ca®* intracelular. Ao contrdrio, os receptores que
parecem interceder o relaxamento de musculos lisos sdo os do tipo EP,, DP e IP, sendo que a
acdo destes parece ser mediada intracelularmente por um aumento no AMP, (COLEMAN et
al., 1990).

Como visto, os prostandides sdo potentes agentes de contracdo e relaxamento da
musculatura lisa, inclusive a do sistema reprodutivo de machos e fémeas, podendo exercer
profundo efeito sobre a fun¢do reprodutiva. No sistema reprodutivo de fémeas, por exemplo,
existe musculo liso no ovério, nas tubas uterinas, no ttero e nas veias sanguineas associadas
(COLEMAN et al., 1990), estando envolvidos na ovulagdo, na fertilizacdo e na implantagao.

Os papéis das prostaglandinas E;, E,, Esz e Fy, sobre as tubas uterinas e o tutero de
mulheres ja sdo conhecidos hd algum tempo. A PGE; e a PGE, promovem um aumento no
tonus e na amplitude méxima da musculatura longitudinal da parte proximal da tuba uterina e
exercem uma acao inibitdria (relaxante) nas outras por¢des da tuba e no utero, sendo que a
acdo da PGE,; sobre a tuba parece ser mais pronunciada durante a fase secretora do ciclo
menstrual (SANDBERG; INGELMAN-SUNDBERG; RYDEN, 1963, 1964). Este
relaxamento da porcdo final da tuba (istmo), sob agcdo da PGE,, é aceito como um
requerimento para a penetracdo dos espermatozdides na tuba, visto que o s€men de homens

inférteis contém uma marcada diminui¢do da concentracdo das PGE (BYGDEMAN et al.,
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1970). Uma significativa inibi¢do da mobilidade tubarica também foi verificada in vivo apds a
administracao intravenosa de 100ug de PGE, (COUTINHO; MAIA, 1971). A PGEs;, por sua
vez, produz um efeito inibitdrio sobre todos os segmentos da tuba uterina e no utero, tanto na
fase proliferativa quanto na secretora (SANDBERG; INGELMAN-SUNDBERG; RYDEN,
1964).

Ja a PGF,, promove um efeito estimulatério na tuba uterina tanto se injetada
diretamente dentro do limen tubdrico ou por via endovenosa, provocando também contragdes
uterinas quando administrada por via endovenosa (COUTINHO; MAIA, 1971).

Huang et al. (2002) também detectaram que o epitélio luminal e a musculatura lisa da
tuba uterina humana sintetizam PGI, que atua de uma maneira pardcrina, relaxando a
musculatura lisa e desempenhando provavelmente um importante papel no transporte dos
ovulos fecundados e na clivagem dos embrides.

E conhecido, que em humanos, o transporte embrionario é ajudado pela contracdo da
musculatura lisa circular e relaxamento da musculatura longitudinal da tuba uterina, sendo
que esta contratilidade é regulada por nervos P-adrenérgicos, esterdides, 6xido nitrico e
prostaglandinas, entre outros (HUANG et al., 2002). Entretanto, reconhecer que a PGF,
aumenta a contratilidade da musculatura tubdrica e que a PGE,, PGE, e PGI, inibem esta
atividade, sdo informagdes insuficientes para se determinar quais s3o o0s receptores
prostandides envolvidos (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994).

Apenas nos ultimos anos tem-se voltado as atencdes para se identificar e localizar os
receptores de prostaglandinas e de enzimas no trato reprodutivo. Segi et al. (2003) localizaram
a expressao de EP; e RNAm de COX-1 nas células epiteliais da tuba uterina de camundongos,
enquanto que a expressao do RNAm de EP; foi localizada no musculo liso. Nos foliculos pré-
ovulatdrios a expressio de EP, e EP, podem refletir o papel da PGE, no processo de
ovulagao.

Na tuba uterina humana a expressao dos quatro subtipos de receptores EP e de
receptores FP foi detectada nas células do epitélio luminal, contudo, os do subtipo EP; foram
imunomarcados com mais intensidade na regido do istmo do que na ampola e a marcag¢do dos
receptores EP3 foi maior na parte apical das células epiteliais. No epitélio da serosa foram
detectados os subtipos EP;, EP, e EP;, sem distingdo entre as partes da tuba uterina
(WANGGREN et al., 2006). Estes dados sugerem que tanto o transporte do embrido, quanto a

comunicacdo entre o embrido e a tuba uterina envolvem a acdo de prostaglandinas através de
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receptores EP e FP, em adi¢do ao efeito das prostaglandinas sobre o sistema vascular e a
contratilidade muscular.

Na espécie eqiiina, apesar de alguns experimentos de sucesso ja terem sido relatados,
objetivando a recuperagdo antecipada dos embrides, como salientado no capitulo anterior, a
utilizacdo da PGE, e a sua deposi¢do no trato genital de éguas sempre foi realizada de
maneira empirica, sem que se conheca verdadeiramente o papel desta prostaglandina nas
diferentes partes da tuba uterina e no utero, e onde especificamente ela se liga. Além disto,
nao basta saber que ela atua na tuba e no ttero, € imprescindivel saber quais sdo os receptores
envolvidos, e se a sua expressao € afetada pela fase do ciclo estral.

Sumariamente, o conhecimento da localizacdo dos receptores EP na tuba, na juncio
utero-tubdrica e no utero torna-se um pré-requisito para o entendimento do mecanismo
fisiolégico do transporte embriondrio e para a execugao incisiva de experimentos que visem a
recuperagdo antecipada de embrides eqiiinos. Além disso, os resultados podem auxiliar no
entendimento do mecanismo inicial de interacdo entre o embrido e o ambiente tubdrico e

uterino, e, na compreensao do processo de reconhecimento materno na égua.

3.1 HIPOTESE

Existem receptores do subtipo EP na tuba uterina e no ttero de fémeas da espécie

eqiiina.

3.2 OBJETIVOS

. Detectar e imuno-localizar os subtipos de receptores das prostaglandinas da
série E nos diferentes segmentos da tuba uterina (infundibulo, ampola e istmo), na juncao
utero-tubdrica e no dtero de fémeas eqiiinas.

. Detectar se existe alguma diferenca qualitativa na expressao dos receptores do
subtipo EP em decorréncia da por¢ao do sistema genital.

. Detectar se ha diferenca qualitativa na expressdo de receptores do subtipo EP

em virtude da fase do ciclo estral ou do estado gestacional.
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3.3 MATERIAL E METODOS

A coleta do material e das amostras, a fixagao, inclusdo e emblocagem do material e os

procedimentos de imuno-histoquimica sdo descritos a seguir.

3.3.1 Coleta do material.

Sistemas genitais de fémeas eqiiinas de diferentes idades, racas e procedéncias foram
obtidos no Abatedouro de Eqiiinos Belo Vale, no municipio de Campo Belo, MG. Os 6rgaos
do sistema genital foram colhidos durante o periodo de estacdo de monta (05 de mar¢o de
2007), no intuito de se obter fémeas em diferentes fases do ciclo estral (estro, diestro e
eventualmente em anestro). Também foram colhidos tratos genitais de fémeas prenhes que,
pelas caracteristicas fetais e placentdrias, estavam entre 40-70 dias e 120-150 dias de
gestacgdo.

Ap6s a colheita in situ, os 6rgaos foram imediatamente imersos em meio refrigerado
de DMPBS flush®, sendo embalados individualmente em sacos plasticos. Os sacos pldsticos,
por sua vez, foram acondicionados em uma caixa térmica, a qual foi transportada do
abatedouro até o Centro de Biotecnologia em Reprodu¢do Animal (CBRA) do Departamento
de Reproduciao Animal, FMVZ, USP, Prefeitura do Campus Administrativo de Pirassununga-
SP.

Ja no CBRA, os aparelhos genitais foram identificados e analisados. A detec¢do de
foliculos, corpos liteos e corpos hemorragicos foi realizada por palpacao e visualiza¢do dos
ovdrios, ultra-sonografia e/ou visualizacdo das estruturas apds a realizacdo de corte sagital em
ambos os ovdrios. A determinacdo da fase do ciclo estral foi realizada exclusivamente e
somente neste momento, ndo sendo realizadas palpacdes retais e exame ultra-sononografico
“ante mortem” ou mensuragdes de concentra¢des hormonais.

Dos 12 sistemas colhidos trés foram provenientes de éguas em fase de estro (foliculos
dominantes com mais de 35 mm de didmetro), trés de éguas em diestro inicial (presenca de

corpo hemorragico), dois de éguas em diestro (presenca de corpo liteo totalmente organizado

26 Solucdo salina fosfatada modificada de Dulbecco — Nutricell, Campinas, SP
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e sem foliculo dominante), um em anestro (sem foliculos ou corpo liteo evidente), um de
fémea com aproximadamente 120-150 dias de gestacdo (feto com aproximadamente 30 cm de
comprimento e evidéncia de hipomane) e dois sistemas de fémeas com gestacdo entre 40 e 70

dias (embrides com 5-10 cm de comprimento, presenca de calices endometriais, etc).

3.3.2 Colheita, fixacao, inclusao e emblocagem das amostras.

Amostras, com aproximadamente cinco milimetros, do ttero (compreendendo o
endométrio, miométrio e perimétrio), da juncdo utero-tubdrica (papila) e das diferentes
por¢des da tuba uterina (istmo, ampola e infundibulo) foram colhidas e fixadas em meio
Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% 4cido acético) por aproximadamente 12
horas e em Formol a 10% por aproximadamente 48 horas. Considerou-se como fragmento
referente ao istmo a por¢ao imediatamente posterior a papila, e como infundibulo a por¢do
imediatamente anterior ao ovario. O fragmento alusivo a ampola foi colhido
aproximadamente do meio da por¢do enovelada. A fracao recolhida do utero foi da parte final
do corno uterino (aproximadamente 5 cm da papila).

Ap6s o procedimento de fixagdo, o material foi incluido em parafina, seguindo os
passos descritos: dlcool 70% por 1 hora (1 h.), dlcool 95% (1 h.), dlcool absoluto I (1 h.),
alcool absoluto II (1 h.), dlcool-xilol (1 h.), xilol I (1 h.), xilol II (1 h.), parafina I (1 h.),
parafina II (1 h.) e parafina para inclusdo. As pecas foram emblocadas individualmente em
parafina e apds os blocos esfriarem e solidificarem eles foram armazenados até a realizacdo
dos cortes e execucdo da técnica de imuno-histoquimica. Os procedimentos de fixagao,
inclus@o e emblocagem foram realizados no Laboratério de Citologia e Imuno-histoquimica
do Departamento de Ciéncias Bésicas da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos

da USP, Campus de Pirassununga, SP.

3.3.3 Técnica de Imuno-Histoquimica

Os procedimentos a seguir foram realizados no Laboratério de Anatomia

Microscépica e Imuno-histoquimica do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina
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Veterinaria e Zootecnia da USP, Cidade Universitaria, SP. Esta fase foi realizada de setembro
de 2007 a janeiro de 2008. Para o estabelecimento do protocolo definitivo foram realizados
testes também em amostras de rim de rato (Rattus novergicus) e de eqiiino (Equus caballus).
Para a detec¢do dos receptores em animais em diestro inicial, diestro, estro e nas duas fases
gestacionais foram utilizados materiais fixados em Metacarn. A deteccdo dos receptores no
sistema genital da égua que se encontrava em fase de anestro foi realizada utilizando-se
material fixado em Formol 10%. Foram utilizados os mesmos blocos de parafina para a
deteccao dos quatro subtipos.

Cortes histolégicos de material incluido em parafina com espessura de cinco
micrometros foram realizados em micrétomo e estes, foram montados sobre laminas de vidro
previamente silanizadas®’. Imediatamente ap6s deixar as 1dminas em estufa a 60°C por 2 horas
o processo de desparafinizagdo foi realizado com banhos de xilol I (por 15 minutos, em estufa
a 60°C), xilol II (por 15 minutos, em estufa a 60°C), xilol + 4lcool 1:1 (por 5 minutos, em
estufa a 60°C), dlcool 100% 1 (por 5 minutos, em temperatura ambiente), dlcool 100% II (por
5 minutos, em temperatura ambiente), dlcool 90% (por 5 minutos, em temperatura ambiente),
alcool 70% (por 5 minutos, em temperatura ambiente) e dgua destilada (por 5 minutos, em
temperatura ambiente).

Imediatamente apds o processo de desparafinizagdo em xildis e alcodis foi realizado
um processo de desmascaramento (para recuperacdo dos antigenos) em tampao citrato com
pH 6.0 (Anexo A), com fervura das laminas em microondas por 15 minutos. Apds o
resfriamento da solug@o as laminas foram incubadas por 30 minutos em solu¢do de H,0O; a
10% diluida em metanol para bloquear a atividade da peroxidase enddgena e entdo foram
lavadas trés vezes em solu¢dao de PBS com pH de 7.4 (Anexo B) com 0,05% de Tween 20°%®
por 5 minutos cada. Na seqii€éncia foram incubadas com solucdo de leite desnatado a 5% em
PBS, por 15 minutos a 37-40°C, para bloquear os sitios hidrofébicos inespecificos, sendo
lavadas novamente trés vezes em solu¢dao de PBS com 0,05% de Tween 20°.

As seccdes foram entdo incubadas com o anticorpo primdrio na dilui¢do adequada,
segundo testes precedentes (EP; e EP, 1:50; EP; e EP4 1:100), de um dia para outro
“overnight” em uma camara umida a 4°C. Os anticorpos utilizados para os receptores EPj,

EP,, EPs e EP429 foram anticorpos policlonais de coelho.

7 3. Aminopropiltrietoxisilano — Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-SP.
* Tween 20° - Merck, Darmstadt-Germany.
% catalogo nimero 101740, 101750, 101760 e 101775 - Cayman, USA.
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No dia seguinte, apOs a incubacdo, as laminas foram lavadas trés vezes em solugdo de
PBS com 0,05% de Tween 20®, durante 5 minutos cada, e entdo incubadas com o anticorpo
secundério, anticoelho e anticamundongo®, por 30 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente as ldminas foram novamente lavadas trés vezes em PBS com 0,05% de Tween
20® durante 5 minutos cada, antes da incubacdo com anticorpos polimerizados com
peroxidase horseradish’" por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apé6s lavar trés vezes na solucdo de PBS, uma solu¢do de peréxido de
diaminobenzidina®® foi adicionada as laminas por 5-10 segundos e depois se seguiu nova
seqiiencia de lavagem em PBS (trés banhos de 5 minutos cada). Para se obter coloracdo de
fundo as laminas foram imersas em solucdo de Hematoxilina de Harris por 20 segundos,
sendo lavadas imediatamente em dgua destilada.

Para o processo de diafanizacdo (desidratacdo) deu-se uma seqii€ncia de lavagens, de 5
minutos em temperatura ambiente, em dlcool 70%, dlcool 90%, dlcool 100% I, alcool 100% 11
e xilol + élcool (50%), seguidas de lavagens, de 10 minutos em temperatura ambiente, em
xilol I e xilol II. Antes da andlise das laminas em microscopio Optico elas foram montadas
com resina.

Analisou-se apenas um animal por ciclo estral e fragmento do sistema genital,
realizando-se, portanto, um estudo qualitativo. A reacdo positiva foi evidenciada pela cor
marrom € a negativa apenas pela coloracdo de fundo. Para o registro das marcacdes foram
realizadas fotos com auxilio do programa KS-400 3.0, utilizando camera AxioCam HRc

(Zeiss) acoplada a microscépio Olympus Bx60.

3.3.4 Analise Estatistica

Tratando-se de uma andlise qualitativa os dados relativos a cada subtipo de receptor,
nas diferentes fases do ciclo e por¢des do trato genital da égua, foram apresentados na forma
de quadros sem aplicagcdo de andlise estatistica.

Contudo, considerando-se os seis animais estudados, pudemos realizar uma

comparacdo em relacdo a quantidade expressa dos quatro diferentes subtipos de receptores

% Advance™ HRP Link — Sistema de detec¢io Advance HRP, Dako
*!' Enzima Advance” HRP - Sistema de detec¢io Advance HRP, Dako
32 Liquid DAB + Substrate Chromogen System — Code K3468 - DakoCytomation
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para as prostaglandinas E. Para isso, a intensidade de marcacdo pelo método da imuno-
histoquimica, nas diferentes por¢cdes do trato genital e nas diferentes fases do ciclo foi
analisada através do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), utilizando-se a Andlise de
Variancia de Friedman. Anteriormente foi verificada a normalidade dos residuos pelo Teste
de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias através da andlise dos residuos. Os dados
(varidveis dependentes) que ndo atenderam as premissas estatisticas foram submetidos a
transformacgao logaritmica [Log (X+1)], pela raiz quadrada [RQ (X+1/2)] e pelo arco-seno
[Arcsin (RQ 1)]. Mesmo apds a transformagdo dos dados, eles ndo respeitaram as premissas,
tratando-se, portanto, de dados que ndo respeitam a curva Gaussiana e que devem ser
analisados através de uma andlise ndo-paramétrica. Foi considerado como nivel de
significancia o valor de 0,5%.

Como se trata de dados ordinais substituiu-se a marcacao em cruzes por notas antes da
aplicacdo do teste: 0 (sem marcagdo), 1 (fraca), 2 (fraca a moderada), 3 (moderada), 4

(moderada a forte) e 5 (forte marcagdo).

3.4 RESULTADOS

Os resultados obtidos com os procedimentos de imuno-histoquimica para a marcac¢ao

dos subtipos de receptores EP sdo descritos a seguir.

3.4.1 Expressao do receptor do subtipo EP; no sistema genital de fémeas eqiiinas

O receptor do subtipo EP; foi expresso na mucosa (epitélio de revestimento + lamina
prépria) e na camada muscular do corno uterino, da juncdo utero-tubdrica e nas diferentes
por¢des da tuba uterina (Quadro 2 e Figura 6), em todas as fases do ciclo e também nos
periodos gestacionais estudados (Quadro 2). A reacdo positiva foi evidenciada pela cor
marrom no citoplasma das células (Figura 6).

A Figura 6 ilustra apenas algumas das imagens geradas durante o experimento. Na
primeira coluna temos como exemplo imagens aumentadas em 100 vezes da mucosa dos

diferentes segmentos da tuba uterina, da JUT e do ttero de uma égua em diestro, sem a
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utilizacdo do anticorpo primdrio no protocolo (controle negativo). As demais colunas
mostram imagens da mucosa do sistema genital de animais onde foi utilizado o anticorpo
primdrio no protocolo (material testado). Assim, a segunda coluna ilustra laminas de uma
égua na fase de diestro, a terceira coluna de uma égua em estro e a quarta de uma égua em
anestro.

Verificou-se também que os cilios das cé€lulas epiteliais foram marcados (Figura 6),
denotando a presenca do receptor subtipo EP;. Na lamina prépria também se identificou
receptores no epitélio das glandulas, especialmente nas mais préximas ao epitélio de
revestimento. Do mesmo modo, registrou-se uma marcagdo do receptor EP; nas tunicas de
células musculares lisas, nas diferentes partes do sistema genital, nas diferentes fases

analisadas (Figura 10).

5 FASE DO CICLO
PORCAO DO po
. ~ Gestagao
TRATO GENITAL I.)1§:s.t " Diestro | Estro Gestaggo 120-150 | Anestro
inicial 40-70 dias .
dias
Corno uterino + + + + + +
Juncdo udtero-tubdrica + + + + + +
Istmo + + + + + +
=5 Ampola + + + + + +
=3

Infundibulo + + + + + +

Quadro 2 - Expressdo do receptor do subtipo EP1 (+: positivo; -: negativo) nas células
epiteliais de diferentes por¢des do trato reprodutivo de éguas e em diferentes
fases do ciclo ou periodo gestacional evidenciadas por imuno-histoquimica -
Sao Paulo - 2008
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Controle - diestro Diestro

Corno uterino

Juncdo
utero-tubdrica

Anestro

Istmo

Ampola

Infundibulo

Figura 6 — Imagens representativas da imunomarcacao do receptor EP; na regido da mucosa
do corno uterino, da juncdo udtero-tubdrica e das diferentes por¢des da tuba uterina
de éguas nas fases de diestro, estro e anestro (100x) - Sao Paulo - 2008
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3.4.2 Expressao do receptor do subtipo EP; no sistema genital de fémeas eqiiinas

O receptor do subtipo EP; foi expresso no epitélio de revestimento (limen), na lamina
propria e na camada muscular do corno uterino, da juncdo ttero-tubdrica e nas diferentes
por¢des da tuba uterina, independente da fase do ciclo (Quadro 3 e Figura 7) e também nas
fases gestacionais estudadas (Quadro 3).

A Figura 7 ilustra algumas das imagens produzidas da regido da mucosa (epitélio de
revestimento + lamina propria) durante o experimento. A primeira coluna refere-se ao
controle negativo de uma égua na fase de estro e as demais colunas ilustram laminas de éguas
no diestro, estro e anestro.

Verificou-se também que os cilios das células epiteliais foram marcados de marrom
(Figura 7), denotando a presenga do receptor subtipo EP,. Na lamina prépria se identificou
receptores principalmente no epitélio glandular, especialmente nas mais proximas ao epitélio

de revestimento.

5 FASE DO CICLO
PORCAO DO o
. ~ Gestagao
TRATO GENITAL I.)1§:s.t "9 | Diestro | Estro Gestaggo 120-150 | Anestro
inicial 40-70 dias .
dias
Corno uterino + + + + + +
Juncdo dtero-tubdrica + + + + + +
Istmo + + + + + +
s £
=5 Ampola + + + + + +
=5
Infundibulo + + + + + +

Quadro 3 - Expressdo do receptor do subtipo EP, (+: positivo; -: negativo) nas células
epiteliais de diferentes por¢des do trato reprodutivo de éguas e em diferentes
fases do ciclo ou periodo gestacional, evidenciadas por imuno-histoquimica -
Sao Paulo - 2008

Do mesmo modo, registrou-se uma marcacdo do receptor EP, nas tdinicas de células
musculares lisas, nas diferentes partes do sistema genital, nas diferentes fases analisadas

(Figura 10).
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_ onrole - Estro » Diestro , Estro Anestro

Corno uterino

Juncdo
utero-tubdarica

Istmo

Ampola

Infundibulo

Figura 7 - Imagens representativas da imunomarcac¢ao do receptor EP; na regido da mucosa do
corno uterino, da junc¢do utero-tubdrica e das diferentes por¢des da tuba uterina de
éguas nas fases de diestro, estro e anestro (100x) - Sdo Paulo - 2008
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3.4.3 Expressao do receptor do subtipo EP; no sistema genital de fémeas eqiiinas.

O receptor do subtipo EP; foi expresso no epitélio de revestimento, na lamina propria
e na camada muscular do corno uterino, da juncdo utero-tubdrica e nas diferentes por¢des da
tuba uterina, em todas as fases estudadas (Quadro 4 e Figura 8) e também nas fases
gestacionais examinadas (Quadro 4).

A Figura 8 ilustra algumas das imagens da regido da mucosa do sistema genital
geradas durante o experimento. A primeira coluna refere-se ao controle negativo de uma égua
na fase de diestro, enquanto as demais colunas ilustram laminas de éguas nas fases de diestro,

estro e anestro.

5 FASE DO CICLO
PORCAO DO po
. ~ Gestacgao
TRATO GENITAL I.)1§:s.t " | Diestro | Estro Gestaggo 120-150 | Anestro
inicial 40-70 dias .
dias
Corno uterino + + + + + +
Juncdo udtero-tubdrica + + + + + +
Istmo + + + + + +
=5 Ampola + + + + + +
=3

Infundibulo + + + + + +

Quadro 4 - Expressdao do receptor do subtipo EP3; (+: positivo; -: negativo) nas células
epiteliais de diferentes por¢des do trato reprodutivo de éguas e em diferentes
fases do ciclo ou periodo gestacional, evidenciadas por imuno-histoquimica -
Sdo Paulo - 2008

Igualmente aos receptores EP; e EP,, os cilios das células epiteliais ciliadas foram
marcados pela cor marrom (Figura 8), denotando a presenca do receptor do subtipo EPs.

Na lamina propria foram identificados receptores no epitélio das glandulas,
especialmente nas mais proximas ao epitélio de revestimento.

Do mesmo modo, registrou-se uma marcacdo positiva nas tunicas de células
musculares lisas, nas diferentes partes do sistema genital, nas diferentes fases analisadas

(Figura 10).
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Controle - Diestro

Corno uterino

Juncido
ltero-tubdrica

Diestr

Istmo

Ampola

Infundibulo

Anetro

Figura 8 - Imagens representativas da imunomarcagdo do receptor EP; na regido da mucosa
do corno uterino, da juncdo ttero-tubdrica e das diferentes por¢des da tuba uterina
de éguas nas fases de diestro, estro e anestro (100x) - Sao Paulo - 2008
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3.4.4 Expressao do receptor do subtipo EP, no sistema genital de fémeas eqiiinas

O receptor do subtipo EP, foi expresso no epitélio de revestimento, na lamina propria
e na camada muscular do corno uterino, da juncdo utero-tubdrica e nas diferentes por¢des da
tuba uterina, independente da fase do ciclo (Quadro 5 e Figura 9) e também nas fases
gestacionais estudadas (Quadro 5).

A Figura 9 ilustra algumas das imagens da regido da mucosa do sistema genital
geradas durante o experimento. A primeira coluna refere-se ao controle negativo de uma égua
na fase de estro e as demais colunas ilustram laminas de éguas no diestro, estro e anestro.

Diferentemente dos outros subtipos de receptores do tipo EP, os cilios das células
epiteliais ciliadas nao foram marcados, corando-se apenas pela hematoxilina de fundo (Figura
9).

Na lamina prépria também se identificou receptores no epitélio das glandulas,
especialmente nas mais proximas ao epitélio de revestimento.

Do mesmo modo, registrou-se uma marcacdo do receptor EP4 nas tinicas de células
musculares lisas, nas diferentes partes do sistema genital, nas diferentes fases analisadas

(Figura 10).

3 FASE DO CICLO
PORCAO DO =
. ~ Gestacao
TRATO GENITAL | Diestro | pooo | Bstro | O%9630 | 150,150 | Anestro
inicial 40-70 dias .
dias
Corno uterino + + + + + +
Juncdo dtero-tubdrica + + + + + +
Istmo + + + + + +
s £
=5 Ampola + + + + + +
=5
Infundibulo + + + + + +

Quadro 5 - Expressao do receptor do subtipo EP, (+: positivo; -: negativo) nas células
epiteliais de diferentes por¢des do trato reprodutivo de éguas e em diferentes
fases do ciclo ou periodo gestacional, evidenciadas por imuno-histoquimica -
Sao Paulo - 2008
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Estro Anestro

Controle - Estro Diestro

Corno uterino

Juncio ttero-
tubdrica

Istmo

Ampola

Infundibulo

i Ak §

Figura 9 - Imagens representativas da imunomaragﬁo do receptor EP4 na regido da mucosa
do corno uterino, da junc¢do utero-tubdrica e das diferentes por¢des da tuba uterina
de éguas nas fases de diestro, estro e anestro (100x) - Sdo Paulo - 2008
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Controle —
diestro inicial

Diestro inicial

Diestro

Estro

Gestacao
40-70 dias

Gestacdo
120-150 dias

Anestro

Figura 10 — Imagens representativas da imunomarcagdo dos receptores EP;, EP,, EP; e EP4no
miométrio de éguas em diferentes fases do ciclo estral e durante diferentes periodos
gestacionais - Sdo Paulo - 2008
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3.4.5 Comparacio entre a expressao dos diferentes subtipos de receptores de

prostaglandinas da série E (EP)

Considerando-se todos os segmentos do sistema genital e todos os momentos
estudados, verificamos que houve uma menor imunomarcacdo do receptor do subtipo EP,

(P<0,001) em comparacao aos demais (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultado geral da andlise imuno-histoquimica de receptores de
prostaglandina E no epitélio do trato genital de éguas em diferentes fases
do ciclo ou em estado gestacional (l=fraca, 2=fraca a moderada,
3=moderada, 4=moderada a forte, 5=forte) - Sao Paulo - 2008

Receptor
EPI EPZ EP3 EP4
Soma dos Ranks 36,00 85,50 82,00 96,50
Mediana 3,00 4,00 4,00 5,00
Média dos Ranks 1,20 2,85 2,73 3,22

Média de marcacio + DP 2,87 +0,82° 4,13+0,90° 4,03+0,99" 4,37 +0.76°

Meédias seguidas por letras mindsculas distintas na linha diferem entre si (P < 0,05)
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4 DISCUSSAO

Até hoje, todas as pesquisas realizadas com prostaglandinas do tipo E em eqiiinos
tinham por objetivo bdasico estudar a migracdo do embrido pela tuba uterina e pelo ttero,
dando a PGE, total responsabilidade pela passagem do embrido para o ambiente uterino.
Com os resultados obtidos por Robinson, Neal e Allen (1998, 2000) percebemos que poderia
ser admissivel a utilizacdo das PGE com a pretensao de se recuperar embrides eqiiinos o mais
precocemente possivel, com um tamanho suficientemente pequeno e adequado para os
protocolos de criopreservacdo. Além disso, a inclusdao da biotécnica de superestimulacdo
ovariana, que tem demonstrado intensos avancos nos ultimos anos para a espécie, seria um
ponto de extrema significincia para aumentar o nimero de embrides disponiveis.

Inicialmente tinhamos a expectativa de repetir os resultados de Robinson, Neal e Allen
(1998, 2000), mas precisdvamos adequar o experimento a realidade brasileira. O primeiro
ponto que precisdivamos inovar seria em relacdo a técnica de aplicagdo da PGE, pois, apesar
do sucesso relatado naquela referéncia, o procedimento de laparoscopia requer a utiliza¢do de
um equipamento de elevado custo para a medicina veterindria de campo e que deve ser
operado por um profissional adequadamente treinado para se reduzir ao minimo os riscos ao
paciente e o tempo da intervengdo. Esta dificuldade também foi observada por Arruda et al.
(comunicagdo pessoal). Portanto, além do procedimento de video-laparoscopia, utilizamos
uma técnica original na literatura para a aplicacdo topica de PGE,, inspirada em um método
utilizado para a inseminacdo artificial em éguas que deposita o sémen em um ponto mais
proximo do local de fertilizacdo, permitindo a reducdo da dose inseminante. Esta técnica,
conhecida como procedimento de desvio da pipeta, utiliza uma pipeta flexivel que é
introduzida até a ponta do corno, ipsilateral ao foliculo pré-ovulatério, onde o s€émen € entdao
depositado. No nosso experimento, no lugar do sémen utilizamos o gel contendo a PGE, e
realizamos o depdsito no local mais proximo possivel da jungdo ttero-tubdrica (papila),
seguida de uma leve massagem através da parede do reto, visando facilitar o contato do gel
com a papila.

No primeiro experimento ndo obtivemos diferenca entre os métodos de video-
laparoscopia e de desvio de pipeta em relacdo a taxa de recuperagdo embriondria, mas
observamos uma maior aplicabilidade da técnica nao-cirurgica, por poder ser realizada por um
veterindrio com experiéncia em transferéncia de embrides (TE), ndo necessitando ser um

cirurgido; por ndo necessitar da aquisicao de instrumentos e de uma infra-estrutura, além das
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necessdrias para a realizacdo de uma TE; poder ser realizada em um menor tempo em
comparacao a técnica cirurgica e especialmente por ter um custo menor.

Em relacdo a recuperacdo embriondria ndo conseguimos obter embrides com cinco
dias de idade e tivemos uma baixa recupera¢do no 6° dia, inferior ao esperado e relatado
normalmente na literatura. Portanto, respeitadas as devidas modificagdes no material e
métodos, ndo conseguimos reproduzir os resultados relatados por Robinson, Neal e Allen
(1998, 2000), refutando inicialmente a nossa hipétese de que a administragdo tépica de PGE,
sobre a tuba uterina ou na juncdo utero-tubdrica promoveria a recuperacdo antecipada de
embrides eqiiinos. Sendo que, podemos atribuir este insucesso a impossibilidade que
encontramos em adquirir um produto comercial contendo a PGE, em um veiculo a base de gel
e ao provavel insucesso que tivemos na tentativa de incorporar a droga liofilizada a um gel de
férmula idéntica a indicada no produto comercial, entretanto, manuseado em uma farmadcia de
manipulagdo.

Através do procedimento de aplicagdo da PGE, na jun¢do utero-tubdrica ndo foi
possivel controlar e comprovar a acdo do produto, porém, por meio de video-laparoscopia
evidenciamos que o gel utilizado rapidamente tornou-se fluido em contato com a tuba uterina,
provavelmente devido a exposi¢do a temperatura intra-abdominal, escorrendo e ndo ficando
aderido ao 6rgdo, conforme ansiado. Entretanto, poucos segundos apds a administracdo da
droga, mesmo apdés a perda da consisténcia do gel, evidenciamos uma importante
vasodilatacdo (Figura 4) na regido da tuba e do ovadrio ipsilateral a deposicao. Isto significa
que ao menos a propriedade de vasodilatagao da PGE,; foi mantida no produto manipulado por
nds e que provavelmente as outras acdes da droga também foram preservadas. No entanto,
ndo podemos garantir que a acdo desejada de relaxamento da musculatura lisa foi obtida na
tuba uterina banhada pelo gel.

Deste modo, podemos elencar alguns dos problemas que podem ter ocorrido e
impedido o sucesso do primeiro experimento.

A primeira coisa que precisamos lembrar é que a PGE, € um prostandide muito
instavel, que se dissocia rapidamente. Portanto, uma das possibilidades € que o gel que
manipulamos ndo foi capaz de manter a estabilidade da droga por um periodo suficiente para
promover a a¢do de relaxamento das células musculares. Outro fator que pode ter ocorrido é
que como a droga se fluidificou, o tempo de contato com a tuba uterina e com a juncao tutero-
tubdrica pode ter sido insuficiente. Talvez utilizando a droga comercial (Prepidil gel® ou
Prostin E, Vaginal gel®, por exemplo), o tempo de contato com os 6rgios seja maior, assim

como, a estabilidade do produto. Seria necessdrio um experimento comparando o produto
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comercial com o produto manipulado, mas, infelizmente, isto ndo € possivel de ser realizado
em nosso pais no momento. Outro experimento importante seria a avaliagcdo in vitro da agdo
da droga, sob condicdes de temperatura controlada, para conseguirmos presumir por quanto
tempo a droga permanece ativa, agindo sobre a tuba uterina.

Diante das dificuldades e dos resultados obtidos com o experimento I, percebemos que
deveriamos buscar um produto de mais f4cil aquisicao e que possuisse uma maior estabilidade
em comparacao a PGE,.

Em nossa procura descobrimos que a PGE; poderia ser uma boa alternativa, primeiro
porque ela tem a mesma acdo que a PGE, na tuba uterina humana (SANDBERG;
INGELMAN-SUNDBERG; RYDEN, 1964), segundo por ser um produto de maior
disponibilidade no pais, terceiro por ter uma melhor estabilidade do que a PGE; e por dltimo
por ter um menor custo.

A PGE;, também conhecido como Alprostadil, estd disponivel no pais como produto
ativo de medicamentos de acdo local (injecOes intra-cavernosas) contra as disfungdes eréteis
humanas (Caverject®). O andlogo sintético misoprostol, amplamente conhecido pelo nome de
Cytotec®, foi introduzido e comercializado no Brasil a partir de 1987 para tratamento da
ulcera péptica, mas a literatura mundial e brasileira também demonstrou que o misoprostol é
muito eficiente na maturacio do colo uterino, indugcdo do trabalho de parto e aborto
(Disponivel em:<http://www.hebron.com.br/medica/cientificos/mono001prostokos.doc>). No
Brasil este medicamento, disponivel para uso intravaginal, € produzido pela Hebron
Farmac@utica, Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacio Tecnoldgica sob o nome de Prostokos®.

Além da maior facilidade de aquisicdo, a PGE; e o misoprostol, diferentemente da
PGE,, sdo estdveis a temperatura ambiente e atualmente, no Brasil, apresentam um custo 15 a
20 vezes mais baixo em comparagcdo a PGE, (dinoprostone). Diante de inimeras vantagens
decidimos repetir o procedimento de deposi¢do local na jun¢do tutero-tubérica utilizando a
PGE, e o misoprostol. E, visando aumentar o tempo de contato destas prostaglandinas com a
juncdo, elas foram incorporadas a um gel, assim como no experimento 1. Além disso, optamos
por garantir o estimulo através de uma segunda aplicagao local.

E importante reforcarmos que as doses utilizadas da PGE; e do misoprostol foram
iguais (200ug), entretanto, as drogas apresentavam-se em concentragOes diferentes, em
virtude exclusivamente da matéria prima disponivel. Este € um importante ponto de discussdao
porque acreditamos que como a PGE; estava na sua forma pura (100%) ela foi altamente
irritativa, provocando uma reacdo inflamatdria uterina em 80% das éguas tratadas, que

evidenciamos pelos lavados turvos. No grupo tratado com misoprostol a 1%, ao contrério,
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apenas um animal apresentou um lavado levemente turvo, e ainda apenas no primeiro litro
recuperado do utero.

Em relacdo a recuperacdo embriondria também refutamos a nossa hipétese de que a
PGE, e seu andlogo acelerariam a migracao do embrido eqiiino pela tuba uterina, antecipando
sua descida para o dtero para o quinto dia apds a ovulagcdo. Entretanto, obtivemos uma
excelente recuperacdo embriondria (100%), no D6-6,5, no grupo tratado com o misoprostol a
1%, sendo que todos os embrides recuperados possuiam um tamanho adequado para serem
submetidos a criopreservagao. Assim, apesar de nao colhermos embrides com cinco dias de
idade, o protocolo utilizando o misoprostol associado a biotécnica de superovulagdo mostrou-
se muito promissor e indicado para ser realizado quando se pretende submeter os embrides a
criopreservacdo. Contudo, devido a reacdo inflamatdria uterina observada, recomenda-se
utiliza-lo apenas em éguas resistentes a endometrites.

Este resultado abre um rol de experimentos que podem ser desenvolvidos para
aprimorar este protocolo primogénito. Primeiramente precisamos discernir se realmente ha
uma diferenca entre o misoprostol e a PGE; sobre a tuba uterina, ou se a diferenca nos
resultados deveu-se exclusivamente pela concentragdo das drogas. Assim, ha a necessidade de
realizarmos um experimento comparando a PGE; e o seu andlogo utilizando a mesma
concentragdo e a mesma dose.

Depois de estabelecido se ha diferenca entre a PGE; e o seu andlogo misoprostol,
outras concentracdes e outras dosagens devem ser testadas, visando diminuir a0 maximo a
reacdo inflamatéria local, reduzir os custos e manter o 6timo resultado obtido no grupo
experimental tratado com o misoprostol.

Ainda, se comprovado que a PGE; e o seu andlogo na mesma concentracdo possuem a
mesma agdo, como € esperado, isto pode significar que o efeito desejado na tuba uterina é
obtido com uma determinada concentragdo e que aumentando esta concentracdo o efeito
desejado ndo € mais alcancado. Com os resultados obtidos com o grupo tratado com
misoprostol acreditamos que a droga a 1%, tal como € utilizado para promover a maturagao
do colo uterino em mulheres, e a dosagem de 200 microgramas estejam proximas do ideal.

Pelo fato do misoprostol ser uma droga mais estdvel, acreditamos ainda ser possivel
diminuir o nimero de administragdes da droga para apenas uma. Entretanto, acreditamos que
isto possa ser mais facilmente conquistado por meio da mudanga do veiculo onde a
prostaglandina é incorporada. Desejamos um veiculo que promova uma liberacao controlada
da prostaglandina. Em virtude disso, recomendamos que experimentos com nanoparticulas e

com complexos de inclusdo com as ciclodextrinas sejam realizados. Relata-se que as
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ciclodextrinas possuem uma habilidade especial para se complexar com drogas, permitindo
aumentar a solubilidade, melhorar a estabilidade, controlar a disponibilidade da droga e
diminuir a irritagao do tecido (LI; LOH, 2008).

Outro ponto do protocolo que necessita ser avaliado é a superestimulacdo ovariana. A
dosagem utilizada no segundo experimento (12,5 mg) mostrou-se mais adequada que a baixa
dosagem (6 mg) utilizada no primeiro, pois conseguimos em média 2,1 ovulagdes com a
dosagem mais alta e apenas 1,4 ovulagcdes em média com a mais baixa. Em relacdo a
sincronia, ndo tivemos ovulacdes nao-sincronicas com a baixa dosagem, mas, das 21
ovulagcdes obtidas no segundo experimento, cinco (23,8%) foram nao-sincronicas. Isto
ocorreu porque utilizamos o EPE como agente estimulador ovariano. O EPE possui tanto FSH
como LH, além de outros hormonios e substancias, e esta relagdo varia de acordo com o lote
utilizado. Infelizmente nao tivemos acesso a informagao das quantidades relativas de FSH e
de LH nos lotes de EPE utilizados, mas acreditamos que eles tinham uma quantidade de LH
além da desejavel. Para contornar este problema recomendamos utilizar um lote de EPE que
possua a menor fracdo possivel de LH, ou ainda, se possivel, utilizar o FSH purificado de
origem eqiiina (eFSH).

O terceiro experimento surgiu da necessidade que tinhamos em verificar a presenca e
quais os subtipos de receptores EP que estdo presentes no ttero e na tuba uterina de éguas,
principalmente durante a fase do diestro, para comprovarmos que a administracdo das
prostaglandinas do tipo E na regido da juncdo ttero-tubdrica ndo € empirica. Através da
técnica de imuno-histoquimica nés conseguimos detectar no utero, na jungao utero-tubdrica e
em todas as por¢des da tuba uterina, os quatro subtipos de receptores testados. Estes subtipos
estavam presentes em todas as fases do ciclo estudadas e também durante os dois periodos
gestacionais estudados (40-70 dias e 120-150 dias). Este parece ser o primeiro relato de
imunolocalizacdo destes subtipos de receptores no tutero e na tuba uterina eqiiina. Até o
momento, estes receptores para prostaglandinas do tipo E somente foram detectados na tuba
uterina de mulheres (WANGGREN et al., 2006), de camundongos (SEGI et al., 2003) e no
oviduto de galinhas (KWOK et al., 2008). J4 no ttero, alguns subtipos foram detectados em
camundongos (HONDA et al., 2003), em hamster (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA,
1994), humanos (ASTLE; THORNTON; SLATER, 2005) e bovinos (WEHBRINK et al.,
2008).

Conseguimos demonstrar por este experimento que nao hd uma diferenca qualitativa

na expressao dos quatro subtipos, em decorréncia da fase do ciclo, nas diferentes por¢des da
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tuba uterina e no ttero eqiiino. Contudo, realizando-se uma andlise geral dos seis animais
analisados, o subtipo EP; foi o menos expresso (Tabela 3).

Entretanto, diferentemente do que se pensava e do que estd descrito na literatura, a
acdo das prostaglandinas do tipo E ndo parece ser apenas sobre a musculatura lisa do trato
genital, visto que, além das células musculares, as células do epitélio também foram
imunomarcadas, o que deve trazer uma mudanga nos conceitos.

Este resultado abre uma série de questdes que precisam ser respondidas, tais como:

- Se a PGE, ¢ considerada como a responsavel pela migracdo do embrido pela tuba
uterina, porque seus receptores sdo expressos nas diferentes fases do ciclo, inclusive durante o
anestro?

- Qual ¢ a a¢do promovida pela ligacao das PGE nos receptores localizados nas células
epiteliais da tuba uterina?

- Diferentes concentragdes de PGE podem ativar diferentes subtipos de receptores EP?

- Porque detectamos receptores dos subtipos EP;, EP, e EP3 nos cilios das células do
epitélio uterino e tubdrico e ndo detectamos o subtipo EP4?

- Existem isoformas do subtipo EP; em eqiiinos, assim como em bovinos (NAMBA et
al., 1993) e em mulheres (KOTELEVETS et al., 2007)?

- Existem outros receptores, como os do tipo FP e IP, no sistema genital de éguas e em
quais situagdes estdo expressos?

Assim, entendemos que muito hd ainda para ser respondido e que devemos
desmistificar que o processo de migracdo embriondria eqiiina baseia-se apenas na acdo da
PGE, sobre a musculatura lisa da tuba uterina e sobre o sistema vascular. Pois os dados
sugerem que o transporte embriondrio € a comunicagdo entre o embrido e a tuba envolvem a
acdo das prostaglandinas sobre os receptores EP em adi¢do ao efeito das prostaglandinas
sobre o sistema vascular e a contratilidade muscular.

Neste estudo, a expressao de EP; foi encontrada nas células epiteliais do limen da
tuba uterina, assim como em mulheres (WANGGREN et al., 2006) e isso pode nos levar a
especular que assim como a acdo da PGE, sobre os receptores do subtipo EP; regulam a
secrecdo de muco nas células da mucosa gastrica (OHNISHI et al., 2001), a atuacdo das PGE
através deste subtipo de receptor pode favorecer o desenvolvimento embriondrio através da
secrecdo de muco. Ja a acdo das PGE sobre o receptor do subtipo EP; nas células musculares
resulta em um aumento no IP3;, que induz a uma liberacao de cdlcio que leva a contracao da

musculatura lisa.
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Acreditamos que os receptores EP,, também encontrados no epitélio luminal da tuba e
do utero, além da lamina prépria e das células musculares, podem estar envolvidos no
processo de fertilizacdo, pois fémeas de camundongos com deficiéncia de receptores EP, sdo
inférteis, e isto € atribuido a uma inibi¢ao da fertilizacdo do ovécito (TILLEY et al., 1999).
Acredita-se que essa infertilidade pode ser devida a uma inibi¢do da expansdo das células do
cumulus (HIZAKI et al., 1999). Assim, o papel do receptor EP, pode ser o de regular a
composi¢ao do fluido tubdrico excretado, importante para a expansio do cumulus e para
fornecer um 6timo ambiente para o embrido durante sua passagem através da tuba uterina. Ja
a ligagdo da PGE no receptor o subtipo EP; localizado nas células musculares da tuba e do
utero resulta em um aumento na atividade da adenilato ciclase, que leva a um aumento do
AMPc que determinara o relaxamento da musculatura lisa.

Para definirmos a acdo das PGE sobre os receptores EP;, acreditamos que primeiro
precisamos definir quais sdo as isoformas presentes na espécie eqiiina, informacdo ainda nao
disponivel, para depois podermos atribuir suas fungdes tanto nas células epiteliais como nas
musculares, pois o mecanismo de transducao do sinal depende da isoforma expressa. Apesar
disso, € creditado que nas células musculares ele esteja mais envolvido no mecanismo de
contra¢do da musculatura lisa (COLEMAN et al., 1990).

Ja a acdo da PGE, sobre o receptor EP, parece estimular a atividade dos cilios e a
secrecdo de glicoproteinas no epitélio da tuba uterina de coelhas (SEGI et al., 2003).
Wanggren et al. (2006) acreditam que a funcdo de EP, na tuba uterina humana pode regular a
secrecdo de glicoproteinas e o batimento de cilios, assim como em coelhos e camundongo.
Entretanto, estes autores ndo fazem alusdo da imunomarcagdo dos subtipos de receptores
sobre os cilios da tuba. Como no nosso estudo detectamos receptores dos subtipos EP;, EP, e
EP3 nos cilios, mas ndo os do subtipo EP4 supomos que, diferentemente do relatado para
mulheres, coelhos e camundongos, a atuacdo das PGE sobre os subtipos EP;, EP; e EP3, mas
ndo o subtipo EP4, estejam envolvidos no movimento dos cilios da tuba uterina. Ja a ligacdo
da PGE no receptor do subtipo EP4, presente nas células musculares, parece ser bem parecido
ao relatado para o subtipo EP,, com aumento na atividade da adenilato ciclase e do AMPc,
mediando o relaxamento da musculatura lisa JABBOUR; SALES, 2004).

Desta forma, precisamos agora responder qual € a acdo das PGE sobre cada subtipo de
receptor e em cada fase do ciclo estral da égua. Para isso, estudos competitivos com agonistas

e antagonistas especificos podem colaborar.
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5 CONCLUSOES

- A PGE,, quando aplicada no D4, em forma de gel manipulado, sobre a tuba uterina ou
sobre a jung¢ao ttero-tubdrica de éguas, ndo antecipa a descida do embrido para o dtero no D5;
- O método nao-cirtirgico de administragdo das PGEs, que utiliza uma pipeta flexivel
para acessar a jungdo Utero-tubdrica, € uma técnica vidvel e de fécil aplicacdo, sendo superior
a técnica que utiliza a video-laparoscopia;

- Nao houve diferenca na taxa de recuperagdo embriondria no D6-6,5 quando se
comparou o método cirtrgico (video-laparoscopia) com o método nao-cirurgico (pipeta
flexivel na jungdo utero-tubdrica);

- A aplicacio topica sobre a JUT de PGE;, ou de seu andlogo (misoprostol 1%) no D4,
ndo antecipa a descida do embrido eqiiino para o ttero no D5;

- O misoprostol 1% (andlogo da PGE) quando aplicado na jung¢do ttero-tubdrica no D4,
mostrou-se altamente eficiente (100%) em aumentar a taxa de recuperacdo embriondria no
D6-6,5, quando comparado a PGE;

- Os embrides recuperados no D6-6,5, apds aplicacdio no D4 do misoprostol 1% na
juncdo utero-tubdrica, apresentavam tamanhos e morfologias adequadas para serem
submetidos a protocolos de criopreservagao;

- A égua apresenta receptores dos subtipos EP,, EP,, EP; e EP4 no utero, na juncio
utero-tubdrica e nas diferentes porcdes da tuba uterina (istmo, ampola e infundibulo), nas
fases de diestro inicial, diestro, estro, anestro e durante a gestacao entre 40 e 70 dias e entre
120 e 150 dias;

- A égua apresenta receptores dos subtipos EP;, EP,, EP3; e EP4 nas células do epitélio
de revestimento, na lamina prépria e na camada muscular do corno uterino, da jun¢ao ttero-
tubdrica e nas diferentes porcdes da tuba uterina;

- Os receptores dos subtipos EP;, EP, e EP3 sdo expressos nos cilios das células do
epitélio tubdrico de fémeas eqiiinas; entretanto, ndo existe a expressao do subtipo EPy;

- Nas fémeas eqiiinas, o subtipo EP; é expresso em menor quantidade no trato
reprodutivo como um todo em comparagao aos demais subtipos estudados;

- Na égua, a presenca de subtipos de receptores de PGE nas células do epitélio de
revestimento do limen tubdrico e uterino, além da presenca nas células musculares, sugere
que o transporte embriondrio € a comunicagao entre o embrido e a tuba envolvem a agdo das
prostaglandinas sobre os receptores EP em adi¢do ao efeito das prostaglandinas sobre o

sistema vascular e a contratilidade muscular.
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APENDICES

Apéndice A - Dados individuais sobre o tratamento superestimulatério com EPE (6mg, IM, 1x ao dia), resposta superovulatdria e recuperagao
embriondria no 5° dia e 6-6,5° dia ap6s a ovulacdo de éguas tratadas com PGE, administrada por método cirirgico (C) ou ndo-
cirdrgico (NC) - Pirassununga, 2006

Populacio folicular (mm) o
foua | Idade Raca EC i)"?lti: Dia do no inicio do tratamento Dias de 111) ggi ovljlla- Data Método Data 1 Resultado
g ¢ ppp | delo [ _ [ 10- [ 15- [20- [ 25| tratam. | [ | ©2% | PGE, colheita | Colheita | Colheita
14,9 | 199 249 30 ¢ D5 D6-6,5
1 6 | %Bretao | 4 | 0103 | D5 |PF"| 7 7 - 4 05/03 (O1E) 11/03 | NC 12/03 ; -
2 6 %2 QM 4 | 01/03| D5 | 4 | 4 1 N 6 07/03 (020) 13/03 C 14/03 - -
1
3 7 2anglo |, | 5103 | pg | - | 2 2 1| - 4 0503 | - |1403| ¢ 15/03 ; 1
-arabe (OD)
4 10 | vearabe | 4 | 0803 | D5 | 1 | 4 ; S| - 7 15/03 (O1D) 25/03 | NC 26/03 ; 1
5 | 3 V2 4 |1003| D6 | - | 2| - | 4| - 5 1503 | 2. |2103| NC | 2203 ; -
appaloosa (OD)
MEDIA 5,2 1,4

" Escore Corporal (1-5)
" Extrato de Pituitéria Eqiiina

* Gonadotrofina Coridnica Humana — 2500 UL IV

¥ Inseminagio Artificial
" Poli-folicular
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Apéndice B - Dados individuais sobre o tratamento superestimulatério com EPE (12,5 mg, IM, 2x ao dia), resposta superovulatéria e recuperacio

embriondria no 5° dia e 6-6,5° dia apds a ovulagdo de éguas tratadas com PGE; ou Misoprostol 1% - Pirassununga, 2007

Data | Dia | TePulacio folicular (mm) | Dias |, 0| o Data . Resultado
. M I no D5 de $ . PGE,/ Data 1
Egua | Idade Raca EC | 1°dia | do hCG ovula- | aplica- Mi 1 Ihei . :
EPE' | ciclo | <10 10- | 15- | 20- | 25- | trata- +IAS ces ¢dio isoprostol | colheita | Colheita | Colheita
149 | 19,9 | 249 | 30 | mento D5 D6-6,5
1 10 2 QM 4-5 | 18/01 | D5 - - 2 1 - 5 23/01 2 29/01 PGE; 30/01 - -
2 | 3 v2 5 |17/02| D5 | 1 | 3| - | 2| - | 3 |2002| 2 |2602| PGE 27/02 i 2
appaloosa
1 *x
3 3 6 5 |16/01 | D5 | PF - - - - 7 23/01 2 29/01 | Misoprostol | 30/01 - 2
appaloosa
4 7 %Bretao | 6 | 18/01 | D5 | 2 1 2 1 - 4 22/01 1 28/01 PGE; 29/01 - -
7 2 . 1
1 - - -
5 11 /2 arabe 6 | 11/02 | D5 2 5 7 18/02 (1 OnSTT) 26/02 | Misoprostol | 27/02 (D7) 1
1
6 g | %andlo | o g0t ps | PF| - | 1| - | - | 5 |20/01|3(1ons)| 2801 | Misoprostol | 29/01 ! 1
-arabe (?)
7 17-18 | cruzada | 4-5 | 16/01 | D5 | PF - - - - 9,5 |25/01 |2 (1ons) | 31/01 | Misoprostol | 01/02 - 2
8 7 2 QM 5 |09/01 | D5 - 1 1 2 - 4 13/01 2 18/01 PGE; 19/01 - -
Y2
9 4 appaloosa 5 |09/02| D5 | PF - 2 1 - 5 14/02 | 2 (1ons) | 20/02 PGE; 21/02 - -
10 5 BH 4-5 | 14/02 | D5 2 4 1 1 - 4 18/02 | 3 (1ons) | 24/02 | Misoprostol | 25/02 (D17) 2
MEDIA 5,35 2,1

" Escore Corporal

" Extrato de Pituitaria Eqiiina
L Gonadotrofina Coridnica Humana — 2500 UI, IV
¥ Inseminagio Artificial

* Poli-folicular

" Ovulagio nio-sincronica
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ANEXOS

Anexo A — Tampao Citrato (pH = 6.0)

Solugdo A (base) Quantidade
Citrato de s6dio (Na;CsH307.2H,0) | 0,294 ¢ | 0,588 g | 1,470 g | 2,940¢g
Agua destilada 100 ml | 200 ml | 500 ml | 1000 ml
Solu¢do B (4cido) Quantidade
Acido citrico anidro (C¢Hg0O7) 0,192 g {0,288 ¢g|0,384¢g| 0,576
Agua destilada 100 ml | 150 ml | 200 ml | 300 ml

89

Fazer a solu¢do A (base) e ir adicionando aos poucos a solu¢do B (4cida) até obter o

pH 6.0.

Armazenamento: Geladeira (2 — 8°C)




Anexo B - PBS-1: tampao fosfato salino (pH 7.4)

90

quantidade
Componentes 1L 21. 51. 10 x
Potassio fosfato monobdsico (KH,PO,) 0,24 ¢ 0,48 g 12¢g 24¢g
Fosfato de Sddio bibasico (Na,HPO,4.12H,0) 1,44 ¢ 2,88 g 7,2 ¢ 144 ¢
Cloreto de potassio (KCI) 0,20 g 0,40 g 1,0g 20¢g
Cloreto de s6dio (NaCl) 8,00 g 16,00 g 40,0 g 80,0 g
Agua destilada 11l.gsp. | 2l.qgs.p. | Sl.g.s.p. | 11q.s.p.

Diluir os sais em dgua destilada e regular o pH.

Ajustes:

Solucgdo dcida (pH menor): adicionar gotas de NaOH

Solugdo basica (pH maior): adicionar NaCl

Armazenamento: Geladeira (2 — 8°C)




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

