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RESUMO

GORETTI, Rafael Guedes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2005.
Colheita de embrides equinos 48 h apoés a aplicagdo de luteolitico: parametros
reprodutivos, concentracdo sérica de progesterona e de proteinas do fluido
uterino. Orientador: José Domingos Guimardes. Conselheiros: Eduardo
Paulino da Costa e Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.

O objetivo deste estudo foi determinar a concentracdo de proteinas do fluido
uterino de éguas prenhas e ndo prenhas, bem como registrar as caracteristicas da
palpacdo retal e ultra-sonografia do Gtero, cérvix e corpo luteo (Capitulo I). Também se
objetivou verificar a viabilidade embrionaria e o periodo interovulatério de éguas
doadoras de embribes equinos, 48 h ap6s a aplicacdo de luteolitico (Lutalyse Upjohn®,
Capitulo 11)). Doze éguas doadoras de embrides, totalizando 24 ciclos estrais, tiveram
amostragem de fluido uterino no dia da colheita do embrido (dia 8 e 9 do ciclo estral) e,
posteriormente, estas foram submetidas ao teste do Acido Bicinconinico para
determinacdo da concentracdo de proteinas soluveis. A presenca de embrido no lavado
uterino diferenciou éguas prenhas de ndo prenhas. Caracteristicas ultra-sonogréaficas e
da palpacdo do utero, da cérvix e do corpo liteo foram registradas no dia da colheita do
embrido para determinar suas correlagdes com a presenca ou auséncia do embrido. A
taxa de recuperacdo embrionaria foi de 58,3 %. A concentracdo de proteinas do fluido
uterino de éguas prenhas foi de 36,0£22,04 pg/mL e de éguas ndo prenhas de
42,27€19,71 pg/mL, ndo sendo observada diferenca entre os animais dos grupos
experimentais (P>0,05). Ndo houve diferenca (P>0,05) entre éguas prenhas e ndo
prenhas quanto a ecogenicidade uterina e do corpo luteo, o diametro do corpo ldteo, o
tébnus uterino e o ténus cervical no dia da colheita do embrido. No Capitulo II, vinte
ciclos estrais de dez éguas diferentes foram utilizados. No primeiro ciclo as eguas foram
submetidas ao protocolo normal de transferéncia de embrides (grupo controle), com
aplicacdo de luteolitico no dia da colheita do embrido. No segundo ciclo estral, o
luteolitico foi aplicado 48 h antes da colheita do embrido (grupo tratado). Quando
comparadas éguas tratadas com luteolitico 48 h antes da colheita do embrido com as
éguas do grupo controle, ndo foi registrada diferenca (P>0,05) na taxa de recuperagao
embrionaria, prenhez das éguas receptoras, qualidade embrionéria, concentracdo de
proteinas no fluido uterino e intervalo luteolitico-ovulagdo. No grupo controle

observou-se 80% de lavados positivos, sendo obtidas sete prenhezes nas éguas



receptoras (87,5%). No grupo tratado com luteolitico 48 h antes da colheita do embrido
foram colheitados sete embriGes (70% de recuperacdo), com seis prenhezes nas éguas
receptoras (85,7%). A concentracdo média de progesterona sérica sé foi determinada
para 0 grupo tratado com luteolitico 48 h antes da colheita do embrido, sendo de
13,86+5,42 ng/mL no dia da aplicacdo do luteolitico, decrescendo para 0,46+0,25
ng/mL no dia da colheita do embrido, existindo diferencas entre os animais dos grupos
experimentais (P<0,05). A concentracdo de proteinas soltveis do fluido uterino dos
animais do grupo tratado foi de 37,77+9,87 ug/mL e nos do grupo controle 33,5+15,48
pug/mL. O periodo interovulatdrio diferiu entre os grupos experimentais (P<0,05), com a
ovulagdo no grupo controle ocorrendo, em média, 18,5 dias e, no grupo tratado, 15,9
dias ap6s a aplicacdo do luteolitico. A interacdo materno-fetal nos dias 8 e 9 pos-
ovulacdo ndo foi suficientemente forte para gerar modificacbes significativas entre as
caracteristicas de palpacdo retal e ultra-sonograficas estudas de éguas prenhas e nao
prenhas. A analise da concentracdo de proteinas sollveis do fluido uterino €
influenciada por diversos fatores que ndao somente a presenca do embrido, sendo esta
bastante variavel e ndo eficaz para determinacdo indireta de condicGes viaveis para a
manutencdo da gestacdo. A aplicacdo de luteolitico 48 h antes da colheita e
transferéncia de embrides mostrou-se uma técnica viadvel, propiciando periodo
interovulatério menor e, consequentemente, maior numero de estros da égua doadora
por estacdo reprodutiva. Os embrides eqliinos mantém sua viabilidade 48 h apds a
aplicacdo de luteolitico, sendo resistentes a queda na concentracdo de progesterona por
este periodo.



ABSTRACT

GORETTI, Rafael Guedes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, May, 2005.
Equine embryo collection 48 h after luteolitic application: reproductive
parameters, concentration of serum progesterone and uterine fluid
proteins. Adviser: José Domingos Guimardes. Committee Members: Eduardo
Paulino da Costa and Joaquin Hernén Patarroyo Salcedo.

The aim of the present study was determine the soluble uterine fluid protein
concentration of Mangalarga Marchador pregnant and non pregnant mares, at the
embryo collection day, and correlate those with ultrasonic and palpable characteristics
of the female genital tract (Chapter I). Was still studied the relation between serum
progesterone concentration and soluble protein in uterine fluid concentration, analyzing
the embryo recovery rate and quality and the pregnancy rate in recipient mares of
embryos collected 48 h after luteolitic application. The interovulatory period and the
luteolitic-ovulation interval were also observed (Chapter I1). Twenty four estrous cycles
of 12 embryo donors’ mares had a small amount of uterine fluid harvested at the
embryo collection day (day 8 and 9 of the estrous cycle) which was submitted to the
Bicinchoninic Acid Test. Ultra-sonographic and palpable characteristics of the uterus,
cervix and corpus luteum were studied to establish correlations with pregnant and non
pregnant mares. The presence of an embryo in the uterine flushing differentiated
pregnant of non pregnant mares. The embryo recovery rate was 58.3 %. The mean
protein concentration of uterine fluid of pregnant mares was 36.0+22.04 ug/mL and of
non pregnant mares 42.27+19.71 pg/mL, with no difference between groups (p>0.05).
Additionally, no difference was observed between groups for uterine and corpus luteum
ecogenicity, corpus luteum diameter and cervix and uterine tonus. In Chapter 11, twenty
estrous cycles of ten mares were monitored. Standard protocol of equine embryo
transfer was applied to the first estrous cycle (luteolitic application at the day of embryo
transfer, control group). In the second estrous cycle, luteolitic application was
performed 48 h before embryo transfer (treated group). No difference (p>0.05) was
observed in recovery rate, pregnancy in the recipient mare, embryo quality, protein
concentration in uterine fluid and luteolitic-ovulation interval. In the control mares 80%
of positive uterine flushes were observed, with seven pregnancies in recipient mares

(87.5 %). In the treated animals the recovery rate was 70 %, with six pregnant recipient



mares (85.7 %). The serum progesterone concentration was only determined for the
treated group, being 13.86+5.42 ng/mL in the day of luteolitic application (48 h before
embryo collection), decreasing to 0.46+0.25 ng/mL on the day of embryo collection
(p<0.05). The uterine protein fluid concentration in the treated animals was 37.77+9.87
pg/mL and in the control ones 33.5£15.48 pug/mL (p>0.05). The interovulatory period
was 18.5 days in the control mares and 25.9 in the treated ones, showing difference
between themselves (p<0.05). Fetal-maternal interaction at days 8 and 9 after ovulation
is not strong enough to change the parameters studied between pregnant and non
pregnant mares. Many factors influence the soluble uterine protein concentration
besides the embryo presence, which turns it into a very variable and inefficient
parameter to determine viable conditions to embryo development. The smaller
interovulatory period was due to the anticipation of luteolitic application, allowing two
more estrous cycles per donor mare per reproduction season. A viable embryo 48 h after
luteolitic application shows the uterine capacity to keep favorable conditions for embryo

development.



INTRODUCAO GERAL

Os equinos apresentam importancia crescente no agronegdcio, observando-se
grandes avancos nos estudos de reproducéo, desde o processo de inseminacdo artificial
até biotécnicas de ultima geracdo como a biparticdo de embrifes e a clonagem. Neste
sentido, diferentes trabalhos de pesquisa sdo desenvolvidos para maximizar a produgéo
de potros de alto valor zootécnico, além de propiciar melhor entendimento dos

processos fisiologicos e patoldgicos que envolvem os fenbmenos da reproducao.

1. Ciclo estral na égua

As éguas apresentam, em média, ciclo estral de 21 dias e sdo animais sazonais
de dia longos, ou seja, 0s eventos relacionados a reproducdo ocorrem durante a
primavera e o verdo. Apresentam duas fases distintas durante o ciclo estral: o diestro,
onde esta presente corpo lateo funcional e elevadas concentraces de progesterona, e o
estro, no qual o estrdgeno folicular predomina e ocorre receptividade sexual. O estro

dura de 5 a 7 dias, com a ovulagéo ocorrendo de 24 a 48 h antes do final do estro (15).

Durante o ciclo estral varios foliculos iniciam seu crescimento em diferentes
ondas foliculares moduladas por crescentes concentragdes de FSH, mas normalmente s
ocorre uma ovulagdo. Uma ou duas ondas foliculares sé&o observadas durante o ciclo
estral da égua (29). Estas sdo ditas como maiores, quando os foliculos desenvolvem até

atingir o tamanho de foliculo pré-ovulatério, ou menores, quando ndo atingem este
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tamanho. A primeira onda comeca no inicio do ciclo, levando a formacdo de um grande
foliculo anovulatorio ou uma ovulagdo de diestro ou ainda a regressdo de todos os
foliculos em crescimento (29, 44). Uma segunda onda ovulatdria aparece no meio do
diestro em resposta a elevacdo da concentracdo de FSH. Esta onda, apds o processo de
selegdo do foliculo dominante, culmina, em geral, com uma sé ovulagdo. Este controle
da foliculogénese depende de intera¢fes dos hormonios gonadotroficos, FSH e LH, e
também de fatores ovarianos como estrogeno, progesterona, citocinas e fatores de
crescimento (19). De acordo com o numero e o tamanho dos foliculos nos ovérios da
égua no dia da aplicacdo do luteolitico, o tempo até a ovulagdo subseqliente pode ser
maior ou menor. Em geral, a presenca de grandes foliculos diminui o tempo até a
ovulacdo por alterar rapidamente a relacdo estrogeno-progesterona (intervalo luteolitico-

ovulacéo).

2. Desenvolvimento embrionario inicial

A perda embrionaria precoce € uma causa importante de decréscimo de
fertilidade em éguas (25, 26, 30, 71, 76). Diferentes processos podem estar envolvidos,
como a fertilizacdo, o desenvolvimento inicial e reconhecimento materno da gestacao.
O diagnostico exato do mecanismo envolvido é dificil. Sdo registradas altas taxas de
fertilizacdo (6, 17), mas o desenvolvimento embrionario posterior depende de proteinas
e RNAs herdados dos gametas, principalmente antes da expressdo génica propria, e da
interacdo com a tuba uterina e o Gtero (8, 23). Quando as colheitas de embrides sdo
realizadas do 6° ao 10° dia pos-ovulagdo a qualidade embrionaria pode ser avaliada
(62), observando-se alteragdes morfologicas com auxilio de microscopio
estereoscopico. De acordo com a severidade e a por¢do embrionaria afetada, maior ou

menor comprometimento da fertilidade pode ser esperado.

Apbs o encontro do espermatozoOide capacitado com o ovocito maduro,
diversas alteracfes nestes se iniciam e culminam com a unido dos pré-nucleos
masculino e feminino, bem como a multiplicacdo das células embrionarias. Esta etapa
ocorre na tuba uterina. Intermediando a passagem do embrido da tuba uterina para o
Utero encontra-se a papila Utero-tubarica, sendo esta constituida de musculo liso.

Embrides eqliinos s6 adentram o Utero ao redor de 5,5 dias de vida (22) e os ovécitos
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ndo fertilizados sdo retidos na tuba uterina ou caem no Utero em ciclos posteriores. Esta
¢ a primeira etapa do reconhecimento materno da gestacdo. Papel importante neste
processo de selecdo de ovocitos ndo fertilizados pela tuba uterina € exercido pela PGE,
secretada pelo proprio embrido, visto que a infusdo continua na tuba uterina de PGE;

exogena acelera o transporte do embrido (72).

A manutencdo da gestacdo na égua é dependente da interacdo materno fetal.
Ainda na tuba uterina sdo mencionados fatores imunossupressores relacionados a
presenca e desenvolvimento do embrido (50). Estudos com outras espécies
demonstraram parada no desenvolvimento embrionario no estagio de blastocisto inicial
quando os embrides foram mantidos na tuba uterina (14). Além de uma capacidade
inerente de desenvolvimento (54), fica demonstrada a necessidade da interacdo com o

meio para o desenvolvimento embrionario.

O desenvolvimento embrionério inicial depende de sua perfeita interagdo com
o ambiente uterino. No Utero ocorrem interacBes materno-fetais responsaveis pelo do
blogqueio da lutedlise e a manutencdo da gestacdo. Esta é a terceira etapa do
reconhecimento materno da gestacdo. A migracdo do embrido dentro do Utero, passando
varias vezes por dia por toda a extensdo dos cornos e do corpo, esta envolvida neste

processo (48).

A formacédo de uma unidade materno-fetal coesa inicia-se na égua proximo do
37° dia da gestacao, com a formacdo dos calices endometriais (21). Enquanto o embrido
permanece livre no Gtero, além dos nutrientes armazenados no saco vitelino, sugere-se

que as secrecOes uterinas sejam a principal fonte nutricional para o embrido (13, 47).

Ao entrar no limen uterino, o embrido equino encontra-se na fase de morula,
com didmetro variando de 0,132 a 0,380 mm. Ao entrar em contato com o ambiente
uterino, o embrido apresenta crescimento rapido e aumenta o seu tamanho Vvarias vezes
em pouco tempo. No dia 8 de seu desenvolvimento ja possui aproximadamente 1,368
mm e estd no estagio de blastocisto expandido (62).

O embrido eqliino estd envolto pela capsula embrionaria até o dia 22 da
gestacdo. Neste momento, apesar de fixo, ainda ndo existe conexdo direta entre o
embrido e o Utero. Algumas proteinas do fluido uterino se associam a esta capsula e séo
responsabilizadas pela nutricdo do embrido ou fazem parte desta membrana envoltoria,

sendo uma delas denominada P19 (66).
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3. Secreces uterinas

As secre¢Bes uterinas sdo moduladas pelo quadro enddcrino da égua. Os
horménios de influéncia direta no Utero sdo a progesterona e o0 estrogeno. Basicamente,
0 estrégeno gera aumento do fluxo sanguineo e das defesas uterinas. Ja a progesterona
em condicdes fisioldgicas gera um quadro de imunomodulagdo local compativel com o
estabelecimento da gestacdo. A aplicacdo de progesterona exdgena em vacas influencia
o total de proteinas no fluido uterino (2) e aumenta o tamanho do embrido (24). Ja o
excesso de progesterona pode causar decréscimo na taxa de fertilidade em novilhas

submetidas a protocolo de superovulagdo com eCG (53).

Diversas substancias presentes no fluido uterino ou metabolizadas pelo
embrido motivaram estudos cientificos (ex: proteinas, glicose). Diferentes autores
estudaram as proteinas presentes no fluido uterino (13, 18, 42, 67, 74, 79). Estas
proteinas parecem trabalhar como enzimas ou como carreadoras de hormonios,
vitaminas e minerais. Importancia deve ser dada ndo somente ao total de proteinas
presentes no Utero, mas também ao perfil protéico e sua relacdo temporal com o

desenvolvimento embrionério.

Diferencas foram relatadas entre éguas prenhas e ndo prenhas quanto a
concentracdo total de proteinas do fluido uterino, com pico nas éguas ndo prenhas no
dia 12 (23 mg/lavado), enquanto nas prenhas observou-se decréscimo de 25% do dia 8
ao 14 seguido de aumento gradativo até o dia 20 do ciclo estral (25 mg/lavado) (79). No
dia 8 pos-ovulacdo foi observada 16,4 mg/mL de proteinas no fluido uterino tanto em
éguas prenhas como em nao prenhas (79). Comparacdes foram feitas entre éguas em
estro e poés-parto, demonstrando maiores concentracGes protéicas em eguas recém-
paridas, mas concluiu-se que a presenca de l6quio ou a migracdo de leucdcitos para o
local devido a inflamacéo foram fatores determinantes para as diferencas encontradas
(42).

Relacionando-se a producdo protéica uterina entre o estro e o diestro,

observou-se que as concentracdes sdo maiores durante o diestro. A concentracdo média
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de proteinas uterinas em éguas durante todo o ciclo estral foi de 29,3 mg/mL. A mais
baixa concentracdo foi registrada nos dias 7 e 19 (27,0 e 24,8 mg/mL, respectivamente),
engquanto a mais alta no dia 13 (38,8 mg/mL) (18). Outros estudos registraram 34,5

mg/mL em éguas durante os dias 2, 3 ou 4 do estro (67).

Ap0s receberem trés diferentes doses de progesterona exdgena (0, 100 e 200
mg/dose/dia) por sete dias consecutivos, éguas ovariectomizadas foram submetidas a
lavados uterinos e foi determinada a concentracéo protéica do fluido uterino recuperado.
A concentracdo de proteina registrada foi de 58,3+34,2, 66,3+28,4 e 85,0+15,2 mg/mL,
respectivamente, sendo observada diferenca entre 0s grupos. Ap6s submeter embrides a
incubacgdo in vitro com as amostras recuperadas dos diferentes grupos, estes autores
concluiram que a adi¢do de fluido uterino proveniente de éguas com altas concentracdes
séricas de progesterona a cultura embrionaria aumenta o metabolismo dos embrides
(13).

Diferencas qualitativas das proteinas presentes no fluido uterino de éguas
durante o ciclo estral podem ser observadas, principalmente quanto as enzimas (78). A
atividade da fosfatase &cida foi maior na metade final do diestro. O mesmo ocorrendo
para a leucina aminopeptidase (78). Diferentes picos foram identificados apds separagdo
por cromatografia em gel, sendo observadas diferencas quanto ao dia do ciclo e a
magnitude dos picos com mais ou menos de 170.000 daltons, sendo as proteinas com
mais de 170.000 daltons sdo mais encontradas nos dias 12 e 14 pés-ovulacdo. Além
disso, foram observadas similaridades destes picos com os padr@es protéicos do plasma
sanguineo (78).

Apos aplicacdo de progesterona exdgena em éguas por sete dias, o fluido
uterino foi colheitado e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida. Trés
proteinas principais foram isoladas, com pesos moleculares de 6.000, 16.000 e 20.000
(9), mas nenhuma delas foi encontrada sete dias apds a aplicacdo de progesterona. A
primeira mostrou homologia com a uteroglobina e a segunda com a fosfolipase A2. A
terceira e mais importante, a proteina de peso molecular 20.000 cuja produgdo é
induzida pela progesterona (PIP-20), mostrou homologia com a proteina P19 presente
na capsula dos embrides equinos (66). Apos incubacéo in vitro de embrides com meio
controle e meio adicionado de PIP-20, ndo foi observada diferenca estatistica entre os
animais dos grupos experimentais com relacdo ao desenvolvimento embrionario. Os

autores sugeriram que o fato destas proteinas serem registradas somente apds a
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aplicacdo de progesterona indica que estdo envolvidas no desenvolvimento embrionario,

mas a PIP-20 sozinha ndo amplifica o crescimento embrionario ou seu metabolismo (9).

Diferencas foram observadas quanto ao perfil protéico determinado em
amostras de endométrio cultivadas in vitro. Trés grupos foram identificados por
produzirem padrbes similares de proteinas. O primeiro grupo consiste em éguas em
anestro, ovariectomizadas, em transi¢do ou em estro. O segundo é formado por éguas de
12 a 16 dias do diestro ou de 12 a 18 dias de prenhez e o terceiro grupo de 39 a 100 dias
de prenhez (46). Neste mesmo estudo, foram observadas diferencas quanto ao padrdo
protéico produzido por embrides cultivados in vitro, sendo um marco diferencial o dia

14 do ciclo estral.

Apds estudo comparando éguas jovens com velhas e éguas paridas com éguas
solteiras ndo foi registrada diferenca estatistica entre a concentracdo total de proteinas
uterinas ou de albumina durante o estro, embora seja observada grande variagdo entre 0s
individuos. Apo6s separacdo de bandas por eletroforese (SDS-PAGE) e nova
comparacdo de bandas especificas (peso molecular de 60 a 71 kDa), as éguas jovens
apresentaram concentragdes maiores destas proteinas que éguas velhas. Grande
similaridade foi determinada entre as bandas obtidas do fluido uterino e do soro
sanguineo, mas este Gltimo registrou concentracdes aproximadamente 50% maiores
(67).

A concentracdo de aminodacidos presentes no fluido uterino foi determinada. A
glicina e a alanina foram os aminoacidos predominantes, com pico de concentra¢do no
dia 17 do ciclo estral (18).

4. Utero e Corpo Luteo

A ecotextura uterina, visualizada por meio de ultra-sonografia, esta
intimamente relacionada as concentracdes hormonais da égua (31, 55). Durante a fase
estrogénica sdo observadas dobras endometriais, conseqiiéncia do edema presente no
endometrio. Estas sdo hipoecogénicas, ou seja, refletem pouco as ondas lancadas pelo

aparelho. Ja durante o diestro, o0 Utero apresenta-se mais denso ao exame ultra-
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sonogréfico (hiperecoico), conseqiiéncia de maior justaposicdo dos constituintes da
parede uterina, ou seja, menor edema (14, 34, 55).

Em éguas prenhas foi observada queda gradual da presenca de dobras
endometriais que atingiram niveis de diestro no dia 3 pds-ovulacdo e assim
permaneceram até o dia 12. Padrdes irregulares foram observados entre os dias 14 e 15
e entre os dias 22 e 25 pos-ovulagdo. J& em éguas ndo prenhas, padrdo similar foi
observado até o dia 12 pos-ovulacdo, onde aumento gradual das dobras endometriais foi

observado devido ao retorno ao estro (34).

Em poneis, a fase de maior mobilidade do embrido vai do 11° ao 14° dia pos-
ovulacdo (43), ocorrendo a fixacdo da vesicula aproximadamente no dia 15 (27, 33).
Alta contratilidade uterina, monitorada via ultra-som, acontece nesta fase antes da
fixacdo (33), provavelmente devido a liberacdo por parte do concepto de substancias
mioativas como estrogenos e prostaglandinas (27). Ao avaliar a resposta uterina a
restricdo da mobilidade embrionéria via cirurgia em relacdo ao didmetro dos cornos,
presenca de dobras endometriais e aumento da contratilidade foram observados nas

porcdes expostas ao embrido (32).

O Utero de éguas prenhas e nao-prenhas sofre aumento gradual de sua
consisténcia do dia 0 ao 6 do ciclo estral. Autores observaram pequena queda do 6° ao
10° dia, seguido por aumento gradual do tdnus em éguas prenhas até o dia 25. Em éguas
ndo prenhas observa-se aumento até o 13° dia e posterior queda progressiva até niveis
similares ao dia 0 do ciclo estral (12, 35). Relacdo temporal entre o didmetro dos cornos
uterinos e registros de ténus uterino em éguas prenhas e em diestro indica que o grau de
contracdo do endométrio e a auséncia de edema estdo relacionados com o aumento do
ténus uterino (34). Acompanhando o aumento do tdnus uterino observa-se 0 aumento do
ténus cervical, necessario para o isolamento do ambiente uterino saudavel do ambiente

vaginal, que possui flora microbiologica diversificada.

A ecogenicidade e o didmetro do corpo luteo variam de acordo com o dia do
ciclo estral. Em média, grande ecogenicidade € observada nos primeiros 6 dias e no
final do diestro. O tamanho méaximo do corpo lUteo é observado durante o meio da fase

luteinica, quando ha maior producao de progesterona (50).

As caracteristicas da palpacdo retal e ultra-sonografia do Gtero e da cérvix de

éguas em diestro estdo diretamente correlacionadas com a concentragdo de
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progesterona. Acredita-se que altas concentracbes de progesterona aumentam a
fertilidade, mas estudo com éguas receptoras de embriGes determinou que as
concentracdes de progesterona nao foram diferentes em éguas que mantiveram ou

perderam os embrides inovulados (45).

5. Progesterona

A progesterona é o horménio responsavel pela manutencdo da gestacdo. E
produzida pelo corpo luteo e comanda a secrecdo do fluido uterino. Nos cornos e no
corpo uterinos s@o encontradas as maiores concentragdes de receptores para
progesterona (57). E por meio destes receptores que a progesterona promove uma
secrecdo favoravel ao desenvolvimento do embrido. A concentragdo de progesterona
necessaria para a manutencdo da gestacdo € bastante variavel (5) e interfere no
metabolismo embrionario, provavelmente por meio da producdo de proteinas pelo Gtero
(13, 39).

A aplicacdo de luteolitico interrompe de forma abrupta a producdo de
progesterona, que decresce a concentracdes indetectaveis em trés dias. Apesar disto, é
observado crescimento embrionario por varios dias (relato de até 14 dias) (40). Caso
seja feita suplementacdo de progesterona até quatro dias ap06s a aplicagdo de luteolitico,
ainda é possivel o desenvolvimento de uma gestacdo normal (40). Fato importante a ser
considerado é o tdnus cervical, visto que o embrido, apesar de viavel, pode ser expulso
por uma cérvix aberta. Este fato foi observado em casos de perda embrionaria precoce
(25) e apos aplicacdo de luteolitico (40). Perdas embrionarias em receptoras foram
registradas quando concentracfes séricas de progesterona ficaram abaixo de 2 ng/mL
(59). Ja& em éguas ovariectomizadas foram observadas perdas embrionarias quando as
concentragfes séricas de progesterona ficaram menores que 2,56 ng/mL (49). A
concentracdo normal de progesterona nos dias 8 e 9 do diestro € de 13,9 ng/mL e no
final do estro de 0,3 ng/mL (64).

Decréscimo na concentracdo sérica de progestagenos foi registrada quando

éguas foram submetidas a estresse severo, indicando que o principal mediador desta
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flutuacdo de progestagenos é o cortisol e que este quadro é compativel com perda
embrionaria (69).

Estudos demonstraram que ap6s a aplicacdo de luteolitico as concentracdes
tornaram-se basais apos trés dias, com queda acentuada nas primeiras 12 h (36). Outros
autores registraram acentuada queda nas primeiras 12 h, ficando abaixo de 1ng/mL ap6s
24 h e concentracdes indetectaveis apds 48 h (72).

6. Prostaglandina F»,

A prostaglandina F,, é o luteolitico endégeno produzido pelo Utero ndo
gestante proximo ao dia 14 do ciclo estral, proporcionando lise do corpo luteo e
modificagdes no quadro enddcrino da égua que culminam com o retorno ao estro e a
ovulagdo (1,16). A PGF,, atinge os ovarios por meio da circulagdo sistémica, sendo
rapidamente metabolizada a 15-keto-13,14-dihydro-PGF,, (PGFM), metabdlito
utilizado para determinar a liberacdo de PGF,,. As células luteinicas possuem grande
afinidade de ligacdo pela PGF,,, chegando a ser 10 vezes maior que a registrada para a
espécie bovina (41). Assim consegue-se reduzir o periodo interovulatério, visto que o
corpo luteo é responsivo ao luteolitico a partir de cinco dias pds-ovulacdo, aumentando

namero de estros por estacdo de monta.

Analogos sintéticos da PGF,, sdo comercializados e utilizados na rotina das
fazendas, como o dinoprost trometamina (Lutalyse Upjohn®), sendo que as éguas
retornam ao estro de 2 a 4 dias e ovulam de 8 a 12 dias ap0s sua aplicacdo. Apos a
aplicacdo intramuscular de trés diferentes doses de dinoprost (9, 4 e 2,5 pg/kg), sete dias
pos-ovulacdo, autores relataram que todas as doses diminuiram o periodo
interovulatério, o diestro e as concentragdes de progesterona quando comparadas com
animais tratados com salina (77). Utilizando técnica de aplicacdo intraluteal guiada por
ultra-som de luteolitico e aplicacao intramuscular, registrou-se que 5 mg intramuscular e
0,1 mg intraluteal sdo as menores doses capazes de promover a lise do corpo lateo (73).
Efeitos colaterais podem ser observados apos a aplicacdo de dinoprost, sendo cdlica,

sudorese e inquietacdo observados (41).
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O objetivo do presente estudo foi determinar a concentracdo de proteinas
soltveis do fluido uterino em éguas da raca Mangalarga Marchador prenhas e nao
prenhas, no dia da colheita do embrido, e correlaciona-las com parametros reprodutivos.
Também se verificou a relagdo entre a concentracdo sérica de progesterona e de
proteinas soltveis do fluido uterino, a taxa de recuperagdo e qualidade embrionéaria e as
taxas de prenhez de embrides inovulados em éguas receptoras 48 h apos a aplicagdo de

luteolitico.

CAPITULO |

CONCENTRAGCAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DO FLUIDO UTERINO E
PARAMETROS REPRODUTIVOS DE EGUAS DA RACA MANGALARGA
MARCHADOR PRENHAS E NAO PRENHAS

RESUMO

Diversas substancias do fluido uterino de éguas foram estudas, com importante
papel das proteinas no desenvolvimento dos embrides ainda livres no Iimen uterino. O
objetivo do presente estudo foi determinar a concentracdo de proteinas sollveis do
fluido uterino em éguas da raca Mangalarga Marchador prenhas e ndo prenhas, no dia
da colheita do embrido, e correlaciona-las com caracteristicas da palpagdo e ultra-
sonografia do trato genital. Vinte e quatro ciclos estrais de 12 éguas doadoras de
embrides tiveram amostras de fluido uterino obtidas no dia da colheita do embrido (dia
8 e 9 do ciclo estral) que, posteriormente, foram submetidas ao teste do Acido
Bicinconinico. A presenca de embrido no lavado diferenciou éguas prenhas de néo
prenhas. Caracteristicas da palpacdo retal e ultra-sonografia do Utero, cérvix e corpo
luteo foram registradas de forma a determinar suas correlagdes com a presenca do
embrido. A taxa de recuperacdo embrionaria foi de 58,3 %. A concentracdo de proteinas
do fluido uterino de éguas prenhas foi de 36,0£22,04 ug/mL e de ¢guas ndo prenhas de
42,27+19,71 pg/mL, ndo sendo observada diferenca (P>0,05) entre os animais dos

grupos experimentais. Nao foi registrada diferenca (P>0,05) entre éguas prenhas e ndo
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prenhas com relacdo a ecogenicidade uterina e do corpo liteo, o didmetro do corpo
luteo e o tbnus uterino e cervical. A interacdo materno-fetal nos dias 8 e 9 pos-ovulagado
ndo e suficiente para gerar modificacdes significativas entre as caracteristicas de
palpacdo retal e ultra-sonograficas estudas de éguas prenhas e ndo prenhas. A analise da
concentracdo de proteinas soltveis do fluido uterino é influenciada por diversos fatores
que ndo somente a presenca do embrido, sendo esta bastante variavel e ndo eficaz para

determinacéo indireta de condicGes vidveis para a manutencao da gestacgéo.

ABSTRACT

The mare’s fertility and uterine luminal environment has special interest on
equine reproduction. Many substances in the uterine fluid have been studied, revealing
an important role of uterine proteins in embryo development while it is free in the
uterine lumen. The aim of the present study was determine the soluble uterine fluid
protein concentration of Mangalarga Marchador pregnant and non pregnant mares, at
the embryo collection day, and correlate those with ultrasonic and palpable
characteristics of the female genital tract. Twenty four estrous cycles of 12 embryo
donors’ mares had a small amount of uterine fluid harvested at the embryo collection
day (day 8 and 9 of the estrous cycle) which was submitted to the Bicinchoninic Acid
Test. The presence of an embryo in the uterine flushing differentiated pregnant of non
pregnant mares. Ultrasonographic and palpable characteristics of the uterus, cervix and
corpus luteum were studied to establish correlations with pregnant and non pregnant
mares. The embryo recovery rate was 58.3 %. The mean protein concentration of
uterine fluid of pregnant mares was 36.0+22.04 pg/mL and of non pregnant mares
42.27+19.71 pg/mL, with no difference between groups (p>0.05). Additionally, no
difference was observed between groups for uterine and corpus luteum ecogenicity,
corpus luteum diameter and cervix and uterine tonus. Fetal-maternal interaction at days
8 and 9 after ovulation is not strong enough to change the parameters studied between
pregnant and non pregnant mares. Many factors influence the soluble uterine protein
concentration besides the embryo presence, which turns it into a very variable and

inefficient parameter to determine viable conditions to embryo development.
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1. INTRODUCAO

A espécie eqliina tem lugar importante no agronegécio, sendo utilizada para
esporte, lazer e trabalho. Deste modo, para que se atinjam metas comerciais de criacéo,
a otimizacdo nos processos reprodutivos deve ser almejada, desde a forma mais simples
representada pela monta natural até as diferentes biotécnicas até entdo desenvolvidas.

Analisando os processos envolvidos desde a fertilizacdo até o nascimento do
potro diversos pontos podem gerar perdas embrionérias (25, 71). Nos primeiros
momentos de sua formacdo, o embrido ainda ndo possui expressdo génica propria e
depende de proteinas e RNAs herdados dos gametas para se desenvolver (23).
Inicialmente o embrido fica em contato com a tuba uterina e suas secrecdes e
posteriormente é transportado para o utero. Diferentes substancias sdo encontradas no
fluido uterino de éguas no inicio da gestacdo, destacando-se proteinas, esterdides
(estrogenos), prostaglandinas (PGE,), carboidratos (frutose) e enzimas (58). O Utero
secreta diferentes proteinas que irdo nutrir o embrido antes da implantacdo (13, 47). O
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blogueio da lutedlise e a conseqliente manutencdo da gestacdo sdo frutos da interagéo
materno-fetal.

O conteudo de proteinas no fluido uterino é influenciado pela razéo estrégeno-
progesterona (18), sendo o embrido exigente quanto a composi¢do do fluido uterino
(54). Além de taxas adequadas de progesterona, a presenca de endometrites,
endometrioses ou qualquer prejuizo a capacidade do Utero produzir, de forma dinamica,

o fluido uterino ird influenciar o desenvolvimento embrionario (47).

Parametros indiretos foram pesquisados para predizer a qualidade do ambiente
uterino e a fertilidade de éguas, como: ecogenicidade do Utero e do corpo luteo, tonus
uterino e cervical e a determinacdo da concentracdo de progesterona. Uma forma direta
de analisar a qualidade uterina é determinar a concentracdo protéica do fluido uterino
compativel com a manutencdo da gestacdo, pois estas sdo importantes para o
desenvolvimento inicial do embrido. Devido as interferéncias produzidas pelo método
de colheita e a necessidade de desenvolvimento de técnicas de uso pratico, seria
necessario determinar correlacdes entre os parametros indiretos e a qualidade uterina, de

forma a destacar qual o mais confiavel em predizer a fertilidade da égua.

O embrido produz diversos hormonios e citocinas durante o seu
desenvolvimento. Estas secrec¢des alteram ou modulam as respostas do ambiente ao seu
redor, sendo fundamentais para o reconhecimento materno da gestacdo e para O
transporte do embrido da tuba uterina para o Utero da égua (50, 72). Ainda ndo se
conhecem exatamente 0s eventos envolvidos no reconhecimento materno da gestagcdo na
égua, mas sabe-se que a migracdo embrionéria esta envolvida neste processo (48). A
determinacdo de diferencas entre a concentracdo protéica do Utero de éguas prenhas e
ndo prenhas auxilia o entendimento das modificacbes causadas pela presenca do

embrido.

O objetivo do presente estudo foi determinar a concentragdo de proteinas
soltveis do fluido uterino em eguas da raca Mangalarga Marchador prenhas e néo
prenhas, no dia da colheita do embrido, e correlaciona-las com caracteristicas da

palpacdo e ultra-sonografia do trato genital.
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2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no periodo de setembro/2004 a fevereiro/2005, em
uma fazenda de criacdo comercial de cavalos da raca Mangalarga Marchador, localizada
no municipio de Ponte Nova-MG (20°30°LS/42°50°LW).

2.1. Animais e colheita de fluido uterino

Para determinacdo da concentracdo protéica do fluido uterino foram avaliados
24 ciclos estrais de 12 éguas da raca Mangalarga Marchador submetidas ao processo de
colheita e transferéncia de embrides (em média 420 kg de peso vivo e de 2,5 a 16 anos
de idade). No total, em todo o programa comercial de transferéncia de embrides, foram
efetuados 67 lavados uterinos. Em todos os ciclos as éguas foram submetidas a exame
transretal e foram inseminadas ap6s a deteccédo de foliculo pré-ovulatério (>35mm) com
no minimo 500 milhdes de espermatozdides vidveis provenientes de garanhdo de
comprovada fertilidade a cada 48 h até que se detecta-se a ovulacdo. Foi utilizado
sémen fresco diluido com meio comercial apropriado (Maxisémen®).

Amostras de fluido uterino para determinacdo da concentracdo de proteinas
soltveis no fluido uterino foram obtidas durante o processo de colheita dos embrides
realizadas nos dias 8 ou 9 ap6s a ovulacdo. A colheita dos embrides iniciou-se apds
transposicao do cérvix com o dedo indicador e posicionamento da sonda uterina modelo
bivona, cujo balonete foi inflado com 50 mL de ar e tracionado caudalmente até obstruir
0 Ostio cervical interno. Foram infundidos 250 mL de solucdo de Ringer Lactato
(Sanobiol®) no lumen uterino, com objetivo de obter amostra para analise de proteinas
do fluido uterino ou mesmo o embrido. Apds sifonagem do liquido via filtro coletor de
embrides, o conteudo recuperado foi armazenado em dois tubos de ensaio de 10 mL. As
amostras de fluido uterino foram imediatamente acondicionadas em gelo e depois
congeladas a -20 °C. Posteriormente, deu-se continuidade ao lavado uterino com mais
trés infusdes com 1L da mesma solucdo para cada infusdo, com objetivo somente de
recuperacdo do embrido. O contetdo do copo coletor foi levado ao microscépio
estereoscopico em placa de Petri para se efetuar o rasteamento e avaliacdo do embrido.
Colheitas de animais com liquido recuperado turvo, considerado com endometrite,

foram descartados.
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O método de determinagdo de prenhez utilizado foi a presenca de embrido no
lavado uterino, diferenciando o grupo de animais com a presenc¢a do embrido no lavado
uterino (éguas prenhas) e o grupo de animais que nao foi encontrado embrido (éguas

nédo prenhas).

2.2. Avaliagéo uterina e cervical

Antes de cada lavado uterino as éguas foram avaliadas por via transretal para
determinacdo do ténus uterino (Tabela 1) e cervical (Tabela 2). Com o auxilio do
aparelho de ultra-som (Sonovet 600®, transdutor linear de 5 mhz) foram determinadas
por via transretal a ecogenicidade uterina (Tabela 3) e do corpo lGteo (Tabela 4). A
ecogenicidade uterina foi mensurada a partir da visualizacdo da escala na base dos dois
cornos uterinos, sendo utilizada a média entre as duas mensuracdes. O didmetro do
corpo luteo foi determinado com auxilio do aparelho de ultra-som, utilizando a média

entre a maior e menor reta passivel de mensuragcdo (em mm).

Tabela 1. Escala de ténus uterino.

Escala Toénus Uterino

1 Muito fraco (flacido, compativel com anestro)

2 Fraco (baixo intermediario)

3 Meédio (alto intermediério, compativel com meio do diestro)

4 Forte (utero targido, tenso , compativel com prenhez a partir da terceira semana)
5 Muito Forte (tonus excessivo, indesejavel)

Tabela 2. Escala de ténus cervical.

Escala Tonus Cervical

1 Muito fraco (aberta, transponivel por dois ou mais dedos)

2 Fraco (aberta intermediéario, transponivel por um dedo)

3 Médio (fechada intermediario, fechada mas facilmente transponivel)

4 Forte (fechada, dificilmente transponivel)

5 Muito forte (extremamente fechada, compativel com gestagio avangada)

Tabela 3. Escala de ecotextura uterina.
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Escala Ecotextura Uterina

1 Muito baixa (dobras endometriais evidentes, grande edema uterino, imagem
extremamente hipoecdica - negra, compativel com fase estrogénica)

2 Baixa (presenca discreta de dobras endometriais e edema, imagem hipoecéica)

3 Média (auséncia de dobras endometriais ou edema, imagem de ecogenicidade
intermediaria, compativel com fase progesterdnica)

4 Alta (imagem hiperectica, compativel fase progesteronica)

5 Extrema (imagem extremamente hiperecéica - branca, indesejavel)

Fonte: adaptado de 38.

Tabela 4. Escala de ecogenicidade do corpo luteo.

Escala Ecogenicidade do Corpo Luteo
1 Muito baixa (imagem extremamente hipoecdica - negra, compativel ovulagdo
recente/corpo hemorragico)
2 Baixa (imagem hipoecoica intermediéria)
3 Média (imagem hiperecoica intermediaria)
4 Alta (imagem hiperecéica)
5 Extrema (imagem extremamente hiperecoica, compativel com corpo liteo afuncional ou

no dia da ovulacéao)

2.3. Determinacdo da concentracao proteica

No Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios-BIOAGRO,

localizados na Universidade Federal de Vigosa-MG, as amostras de fluido uterino foram

descongeladas e submetidas ao Teste do Acido Bicinconinico para determinagio da

concentracdo de proteinas soluveis (61).

2.3.1. Preparo dos reagentes para o Teste do Acido Bicinconinico
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De forma a tornar os reagentes estaveis e de uso pratico, o Teste do Acido
Bicinconinico foi constituido dos reagentes A e B, que foram misturados no momento

da execucdo do teste para formar a solucédo de trabalho (Tabela 5).

Tabela 5. SolugBes empregadas para a determinacgdo de concentragdo protéica pelo teste
do Acido Bicinconinico.

Reagente A Quantidade

1% BCA-Na; (Acido Bicinconinico SIGMA D8284) 1g

2% NayCO3.H0 ----mmmmmmmmmmmmmmm oo 29
0,16% Tartarato de SOdi0 -------=--=-====-=====n=nnmnmmm- 0,169
0,45% NEOH =---enesmemememeememenemceemanenmmnenemcnenns 045 g
0,95 NaHCO3 ----=--==mmmmmmmmmmm oo 0,959
H,O mmm oo e g.s.p. 100mL

Ajustar o pH para 11,25 adicionando NaOH 50%.

Reagente B Quantidade
4% CuS0,4.5H,0 S — 49
H2O =m-mmmmm e oo g.s.p. 100 mL
Solucéo de trabalho Quantidade
Reagente A --------emmmmmeem oo 1960 uL.
REAGENtE B ---nmmmmmmm oo oo 40 pL

Fonte 61.

2.3.2. Preparo da curva padrao e determinacéo da concentragdo protéica

26



Para determinacdo da curva padréo foram utilizadas concentragdes conhecidas
de soroalbumina bovina (BSA). Assim, foi determinada uma equagdo de regresséo
linear em funcéo das concentracdes de BSA e a absorbancia no comprimento de onda de
562 nm (Figura 1). Para cada 100 uL de solucdo de BSA foram adicionados 2 mL de
solucdo de trabalho. As amostras foram agitadas, incubadas a 60 "C por 30 min e entdo

analisadas em espectrofotdmetro ajustado para leitura de absorbancia em 562 nm.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas no fluido uterino, foi
utilizado o mesmo método, substituindo-se a solucdo de BSA por amostras de fluido
uterino. De acordo com a leitura da absorbancia foi utilizada a equagéo de regresséo

linear da curva padrdo (Figura 1) para determinar a concentragdo protéica.

2.4. Andlise Estatistica

A comparacdo das médias das varidveis quantitativas (ecogenicidade uterina e
do corpo luteo, diametro do corpo luteo, tbnus uterino e cervical e concentracdo protéica
do fluido uterino) foram submetidos ao teste de homocedasticidade (Teste de Levene) e,
posteriormente, ao Teste “t” de Student, utilizando o Sistema para Anélises Estatisticas
e Genéticas (SAEG) (60) e o Sistema de Andlise de Dados STATISTICA (65).
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Figura 1. Equacéo de regressdo em funcéo das concentragdes de soroalbumina bovina e
a absorbancia a 562 nm (curva padrdo) para estimar a concentracdo protéica

das amostras de fluido uterino.

3. RESULTADOS

Neste estudo foram utilizados 24 lavados uterinos, sendo 14 positivos (58,3 %
de recuperacdo embrionaria). A concentracdo de proteinas do fluido uterino de éguas
prenhas e ndo prenhas foi de 36,0+22,04 ug/mL e 42,27+19,71 ug/mL, respectivamente,
ndo sendo observada diferenca (P>0,05) entre estes. Ndo foi registrada diferenca
(P>0,05) entre éguas prenhas e ndo prenhas com relacdo a ecogenicidade uterina e do

corpo luteo, didmetro do corpo luteo, tnus uterino e tdnus cervical (Tabela 6).

Como néo foram detectadas diferencas entre os parametros da palpacao retal e
ultra-sonografia e a concentracdo de proteinas do fluido uterino ndo foram determinadas

correlacdes entre estas variaveis.

Os resultados obtidos em todas as transferéncias de embrides do programa
comercial onde foram colheitadas as amostras para este estudo estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 6. Avaliacdo da ecogenicidade uterina e do corpo luteo, didmetro do corpo llteo
(mm), ténus uterino e cervical de éguas prenhas e ndo prenhas da raca

Mangalarga Marchador no dia da colheita do embri&o.

Ecogenicida Ecogenicidade Diémetro do Tbénus Tonus
Eguas n de Uterina do Corpo Corpo Luteo uterino cervical

(1-5) Luteo (1-5) (mm) (1-5) (1-5)
Prenhas 14 2,6+057° 33+0,72° 29,7 + 4,38° 3,6£0,56% 4,2+0,32°
N&o prenhas 10 3,3+0,65* 3,4+0,48° 31,3+457° 3,4+0,48% 4,4+0,48°

= valores seguidos de letras iguais na mesma coluna nio diferiram entre si pelo teste “t” (P>0,05).
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Tabela 7. Valores totais e percentuais dos lavados uterinos, embrides inovulados e taxas
de prenhez aos 15 e 60 dias pos-fecundagdo em éguas da raca Mangalarga
Marchador, em um programa comercial de transferéncia de embrides durante a
estacao reprodutiva 2004/2005.

Colheitas de Embrides ) Prenhez (60
N _ Prenhez (15 dias) )
Embrido Transferidos dias)
Positivos 47 (70,1%) 45 (95,7%) 31 (68,9%) 29 (64,4%)

Negativos 20 (29,9%) - - -

Total 67 45 31 29

4. DISCUSSAO

As caracteristicas da palpacdo retal e ultra-sonografia do Utero nos dias 8 e 9 do
diestro, ndo diferiram (P>0,05) entre éguas prenhas e ndo prenhas. Diversos autores
registraram diferencas entre o tonus uterino de éguas prenhas e ndo prenhas a partir do
dia 17 do ciclo estral, sendo este o principal parametro de palpagdo retal para
diagnostico de gestacdo nesta fase. O tonus uterino maximo € atingido do dia 16 ao 25
apos a fecundacdo (28). Se ndo houver o reconhecimento materno da gestacdo, proximo
ao dia 14 ocorrera a lutedlise. Ténus uterino semelhante ao de gestacdo ndo é atingido
com apenas a reposi¢do hormonal com progesterona. No entanto, em éguas ciclicas, a
aplicacdo de progesterona exogena por determinado tempo, seguida de periodo de
aplicacdo de progesterona associada a pequenas doses de estrogeno induzem ténus
uterino semelhante ao observado em éguas gestantes (7, 37). Foi registrado aumento do
tébnus uterino e do grau de dobras endometriais proximo ao dia 6 do diestro em éguas
prenhas e ndo prenhas, embora néo tenha sido demonstrada relagéo entre o aumento do
tébnus e a entrada do embrido ao Utero, este foi relacionado a uma onda estrogénica do
diestro (35). No dia 8 ou 9 do ciclo estral provavelmente os embrifes ainda nédo

tivessem interagido suficientemente com o Utero para provocar alteracdes significativas.
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A ecotextura uterina € dependente da razdo estrégeno-progesterona (28).
Durante a fase luteinica do ciclo estral da égua ou durante o periodo inicial da gestacao
0 Utero se mostra denso e com alta ecogenicidade. Por ser reflexo da quantidade de
dobras endometriais e da densidade dos constituintes do endométrio, ndo se torna
pretencioso sugerir que a ecogenicidade uterina esta relacionada com o grau de irrigagdo
sanguinea uterina € com o grau de fibrose do endométrio. A relagdo da irrigacéo
sanguinea com a ecogenicidade é inversa, ou seja, quanto maior a irrigacdo, menor a
ecogenicidade, e a relacdo com a fibrose é direta, quanto maior a fibrose endometrial,
maior a ecogenicidade uterina. Estudos comprovam que a concentragéo de progesterona
pode ser aumentada com o uso de vasodilatadores, de forma a melhorar a irrigagéo
sanguinea do utero e dos ovarios (10, 11) e, provavelmente, a fertilidade. Em éguas
mais velhas sdo observados com maior freqliéncia a presenca de cistos endometriais,
conseqiiéncia de fibrose endometrial (68), que provavelmente influenciam
negativamente a producdo das glandulas endometriais. Assim, quanto maior o nimero
de agressdes sofridas pelo endométrio (gestacdes, endometrites, distocias, ponta da
pipeta de inseminacdo artificial) ao longo da vida reprodutiva da égua, maior a
ecogenicidade uterina e menor a sua fertilidade. Baixa irrigagdo sanguinea e elevada
fibrose endometrial poderiam reduzir a producdo de fluido uterino e, consequentemente,

influenciar o desenvolvimento embrionario.

A principal funcdo do corpo luteo é a producdo de progesterona. A partir da
necessidade pratica de determinacdo da capacidade do corpo liteo em produzir
concentracdes adequadas de progesterona, sugeriu-se que sua ecogenicidade e seu
didmetro poderiam ser indicativos de seu funcionamento (3). No presente estudo nédo
foram mensuradas a concentracbes séricas de progesterona, mas foi observada a
presenca do embrido, indicativo de condigdes adequadas para desenvolvimento da
gestacdo. N&o foram registradas diferencas (P>0,05) entre a ecogenicidade e o diametro
do corpo luteo e o “status” reprodutivo da égua (prenha ou nao prenha). Ampla variagdao
é registrada quanto a concentragdo de progesterona em éguas prenhas, apesar de ser
necessaria concentragdo minima para garantir a gestagdo (49, 59). Nos dias 8 e 9 do
ciclo estral, o corpo luteo apresenta tamanho méaximo e ecogenicidade mediana, mas
com a lutedlise (14° dia), o corpo lateo sofre profundas modificacbes, tornando-se

menor e mais ecogénico (50). No presente estudo, provavelmente nos dias 8 e 9 do ciclo
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estral as caracteristicas do corpo Iuteo estudadas nao refletem modificacBes capazes de

influenciar negativamente o desenvolvimento embrionério.

Durante o estro, a cérvix encontra-se aberta sob o efeito do estrégeno folicular,
permitindo a entrada do sémen e a expulsdo de secrecbes apOs a cobertura. Com a
atuacdo da progesterona, a cérvix se fecha e produz secre¢cdo mucosa, isolando o Utero
da vagina. Além disso, o ténus cervical impede a expulséo fisica do embrido. Em casos
de decréscimo nas concentracfes séricas de progesterona, apesar de viavel, o embrido
pode ser expulso pela cérvix aberta. Este fato tem sido observado em casos de perda
embrionéria precoce (25). No presente estudo, a presenca do embrido néo influenciou o
tonus cervical (P>0,05). Sob concentracfes séricas de progesterona adequadas a cérvix
encontra-se suficientemente fechada de forma a ndo prejudicar o desenvolvimento

embrionario.

A concentracao de proteinas do fluido uterino de éguas prenhas e ndo prenhas
no dia da colheita do embrido nédo diferiu (P>0,05), o que corrobora com os achados
descritos na literatura (79). Diferentes técnicas de colheita do fluido uterino
inviabilizam comparacdo direta quanto ao total de proteinas encontrado. Endometrites
podem influenciar a quantidade de proteinas no fluido uterino, visto que autores
comparando lavados de éguas consideradas infectadas e ndo infectadas observaram que
as primeiras apresentaram maior concentracdo total de proteinas no fluido uterino (75).
Da mesma forma, concentracGes de proteinas do fluido uterino de éguas consideradas
resistentes a endometrite tendem a serem menores que as registradas nas consideradas
sensiveis (4). No presente estudo os lavados visualmente tidos como infectados (liquido
turvo recuperado no lavado) foram descartados, mas pequenas diferencas, devido a
endometrite subclinica, podem ndo ter sido observadas. Outros autores utilizaram a
cultura bacteriana e a citologia uterina para determinar a presenca de endometrite (42,
67). Outros autores propuseram que a menor concentracdo de proteinas do fluido
uterino para éguas prenhas seja causada pela sua maior metabolizacdo pelo concepto
(79).

As taxas de recuperacdo embriondria e de prenhez apds a inovulagdo na égua
receptora (Tabela 7) em todas as transferéncias de embrides executadas no programa
comercial confirmam as descritas na literatura (62, 63). Visto que a taxa de recuperagéo
embrionaria foi utilizada como método de determinacgdo da prenhez, faz-se importante

que a técnica de colheita dos embriGes tenha sido utilizada de forma adequada, evitando
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que éguas prenhas fossem determinadas como ndo prenhas. Nos lavados uterinos
monitorados no presente estudo a taxa de recuperagdo embrionaria foi de 58,3%, menor
que a registrada na compilacdo de todas as transferéncias realizadas no programa
comercial de transferéncias de embrides (70,1%), mas ainda se encontram de acordo

com as taxas descritas na literatura.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que a interagdo materno-fetal nos dias 8 e 9 pds-ovulacdo néao foi
suficiente para gerar modificacBes nos parametros uterinos, cervicais e do corpo luteo
entre éguas prenhas e ndo prenhas. A analise da concentracdo de proteinas sollveis do
fluido uterino é influenciada por diversos fatores que ndo somente a presenca do
embrido, sendo esta bastante varidvel e ndo eficaz para determinacdo indireta de

condicdes viaveis para a manutencdo da gestacao.
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CAPITULO Il

COLHEITA DE EMBRIOES EQUINOS 48 H APOS APLICACAO DE
LUTEOLITICO: CONCENTRACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DO FLUIDO
UTERINO E DE PROGESTERONA SERICA, PERIODO
INTEROVULATORIO, QUALIDADE E RECUPERACAO EMBRIONARIAS E
TAXA DE PRENHEZ EM EGUAS RECEPTORAS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a relagdo entre as concentragdes séricas de
progesterona e de proteinas solGveis do fluido uterino, relacionando-as as taxas de
recuperacdo e qualidade embrionaria, bem como as taxas de prenhez em receptoras de
embrides colheitados 48 h ap6s a aplicacdo de luteolitico. Também foram estudados o
periodo interovulatério e o intervalo aplicacdo do luteolitico a ovulagdo subsequente.
Vinte ciclos estrais de dez éguas diferentes foram utilizados. No primeiro ciclo as éguas
foram submetidas ao protocolo normal de transferéncia de embrides (grupo controle),
com aplicacdo de luteolitico no dia da colheita do embrido. No segundo ciclo estral, o
luteolitico foi aplicado 48 h antes da colheita do embrido (grupo tratado). Nao foram
verificadas diferencas na taxa de recuperacdo embrionéaria, prenhez na égua receptora,
qualidade embrionaria, concentracdo de proteinas no fluido uterino e intervalo
luteolitico-ovulagdo (P>0,05). No grupo controle observou-se 80% de lavados positivos,
sendo obtidas sete prenhezes nas éguas receptoras (87,5%). No grupo tratado foram
colheitados sete embrides (70% de taxa de recuperagao), com seis prenhezes nas éguas
receptoras (85,7%). Nao houve perdas embrionarias até os 60 dias de gestacdo. Apenas
um embrido classificado como de grau 1l foi colheitado e foi proveniente de animal do
grupo tratado, sendo os demais classificados como grau I. A concentracdo sérica de
progesterona somente foi determinada para os animais tratados, sendo de 13,86+5,42
ng/mL no dia da aplicacdo do luteolitico (48 h antes da colheita do embrido),
decrescendo para 0,46%0,25 ng/mL no dia da colheita do embri&o, existindo diferenca
(P<0,05) entre os grupos experimentais. A concentracdo de proteinas soltveis do fluido
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uterino nos animais tratados foi de 37,77+9,87 pg/mL e nos animais controles
33,5+£15,48 pg/mL. O periodo interovulatério diferiu (P<0,05) entre 0s grupos
experimentais, sendo, em media, de 18,5 dias no grupo controle e 15,9 dias no grupo
tratado. A presenca de embrides vidveis 48 h apds a aplicacdo de luteolitico demonstra a
capacidade uterina em manter condi¢des favoraveis ao desenvolvimento embrionario. A
diminuicdo do periodo interovulatério foi devido a antecipacdo da aplicacdo do
luteolitico, propiciando uma estimativa de dois estros a mais por estacdo reprodutiva por

égua doadora de embrides.

ABSTRACT

The aim of this study was to study the relation between serum progesterone
concentration and soluble protein in uterine fluid concentration, analyzing the embryo
recovery rate and quality and the pregnancy rate in recipient mares of embryos collected
48 h after luteolitic application. The interovulatory period and the luteolitic-ovulation
interval were also observed. Twenty estrous cycles of ten mares were monitored.
Standard protocol of equine embryo transfer was applied to the first estrous cycle
(luteolitic application at the day of embryo transfer, control group). In the second
estrous cycle, luteolitic application was performed 48 h before embryo transfer (treated
group). No difference (p>0.05) was observed in recovery rate, pregnancy in the
recipient mare, embryo quality, protein concentration in uterine fluid and luteolitic-
ovulation interval. In the control mares 80% of positive uterine flushes were observed,
with seven pregnancies in recipient mares (87.5 %). In the treated animals the recovery
rate was 70 %, with six pregnant recipient mares (85.7 %). No early embryo loss was
observed till 60 days of gestation. Only one embryo was classified as grade 1l (treated
animal), the others were all of grade I. The serum progesterone concentration was only
determined for the treated group, being 13.86+5.42 ng/mL in the day of luteolitic
application (48 h before embryo collection), decreasing to 0.46+0.25 ng/mL on the day
of embryo collection (p<0.05). The uterine protein fluid concentration in the treated
animals was 37.77+9.87 pug/mL and in the control ones 33.5+15.48 ug/mL (p>0.05).
The interovulatory period was 18.5 days in the control mares and 25.9 in the treated
ones, showing difference between themselves (p<0.05). A viable embryo 48 h after
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luteolitic application shows the uterine capacity to keep favorable conditions for embryo
development. The smaller interovulatory period was due to the anticipation of luteolitic

application, allowing two more estrous cycles per donor mare per reproduction season.
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1. INTRODUCAO

O advento da ultra-sonografia e da técnica de colheita de embrides em equinos
permitiu o estudo do desenvolvimento embrionério. Desde o inicio de sua clivagem o
embrido passa por diversas modificagbes que caracterizam seu estaddio de
desenvolvimento. Conhecer estas modificacbes € fundamental para determinar
alteracdes patologicas.

Atualmente, diversos programas de transferéncia de embrides equinos estdo
implantados, buscando melhores resultados. Um dos entraves encontrados é a qualidade
embrionaria. Etapas do processo de reconhecimento materno da gestagdo ocorrem ainda
na tuba uterina (50, 72), existindo selecdo da estrutura a ser transportada para o Utero.
Mesmo assim embrides de qualidade inferior sdo recuperados nos lavados uterinos.

Outra dificuldade para a producdo de potros é a caracteristica monovular
poliestral sazonal das éguas, aliada a um periodo gestacional longo (15). Diferentes
técnicas de superovulacdo e modulagdo do fotoperiodo ja foram desenvolvidas e séo
empregadas junto a transferéncia de embrides, mas ainda apresentam resultados
insatisfatorios (44). Uma forma simples de aumentar a producdo de embrides é fazer
com que as eguas tenham um periodo interovulatorio menor, de forma a terem maior
namero de estros por estacdo reprodutiva. O ciclo estral pode ser encurtado com a
aplicacdo de luteoliticos a partir do 5° dia p6s-ovulacdo e quanto antes for a aplicacéo
do luteolitico menor o periodo interovulatério. De acordo com os protocolos de
transferéncia de embrides, faz-se a aplicacdo do luteolitico no dia da colheita dos

embrides (dia 7 ao 9 do ciclo estral).

37



A progesterona é o principal hormonio relacionado & manutencdo da gestacao,
influenciando diretamente o Gtero e suas secrec¢@es. O fluido uterino é responsavel pela
nutricdo do embrido livre no Iimen uterino (13, 39) e as proteinas presentes neste estao
intimamente ligadas ao desenvolvimento embrionario normal. Alteraces na capacidade
do Utero em produzir o fluido uterino podem estar relacionadas com infertilidade na
égua.

O objetivo deste estudo foi verificar a relacdo entre a concentracdo sérica de
progesterona e de proteinas soltveis do fluido uterino, a taxa de recuperacéo e qualidade
embrionaria, bem como as taxas de prenhez de embrifes inovulados em éguas

receptoras 48 h apds a aplicacao de luteolitico.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado de setembro/2004 a fevereiro/2005, em duas fazendas
de criacdo comercial de cavalos da raca Mangalarga Marchador e Campolina,
localizadas nos municipios Ponte Nova-MG (20°30°LS/42°50°’LW) e Matip6-MG
(20°15°LS/42°20°LW), respectivamente.

2.1. Animais

Para determinacdo da concentracdo de proteinas soltveis do fluido uterino
foram utilizadas sete éguas da raca Mangalarga Marchador e trés da raga Campolina
(em média 450kg de peso vivo, 2,5 a 10 anos de idade), totalizando 20 ciclos estrais.
Cada égua teve um ciclo estral no grupo controle e outro no grupo tratado. Durante o
primeiro ciclo estral acompanhado, as éguas foram mantidas no protocolo normal de
transferéncia de embrides (grupo controle), com aplicacdo de agente luteolitico
(Lutalyse Upjohn®, 7,5 mg por via intramuscular, dose Unica) imediatamente apés a
colheita do embrido (dia 8 ou 9 do ciclo estral, sendo dia 0 o dia da ovulagdo). No
segundo ciclo estral, a aplicacdo de luteolitico se deu 48 h antes da colheita de embrido
(grupo tratado). Em todos os ciclos estrais as éguas foram inseminadas como descrito no

Capitulo 1.
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2.2. Colheita de fluido uterino e determinacéo da concentracao protéica

As amostras de fluido uterino foram obtidas durante o processo de colheita dos
embrides, realizadas nos dias 8 ou 9 apds a ovulacdo. No Labotatério de Biologia e
Controle de Hematozoarios-BIOAGRO/UFV foi utilizado o Teste do Acido
Bicinconinico para determinacdo da concentracdo protéica (61). As técnicas de colheita

e determinacdo da concentracdo protéica foram descritas no Capitulo 1.

2.3. Concentracdo de Progesterona

Foram determinadas as concentrac@es séricas de progesterona nas éguas tratadas
com luteolitico 48 h antes da colheita de embrido. As amostras de sangue foram
colheitadas no dia da aplicacdo do luteolitico e no dia da colheita do embrido, sendo o
intervalo da aplicacdo do luteolitico a colheita do embrido de 48 h. Apds centrifugacdo a
600 G por 10 min, duas aliquotas foram congeladas a -20°C. A determinacdo da
concentracdo sérica de progesterona foi realizada no Laboratério de Reproducédo
Animal-DZO/UFMG utilizando kit comercial para radioimunoensaio (Coat-a-Count®,

DPC, Los Angeles/USA), sendo adotado protocolo indicado pelo fabricante.

2.4. Periodo interovulatorio

O periodo interovulatério (intervalo entre duas ovulagfes consecutivas) foi
expresso em dias, sendo a ovulacdo considerada como dia zero do ciclo estral,
registrando-se também o intervalo da aplicacdo do luteolitico a ovulacdo subsequente

(intervalo luteolitico-ovulacéo).

2.5. Diagnostico de gestacao

Apos 15 e 60 dias de vida do embrido foi executado exame ultra-sonogréafico da

receptora para diagnostico de prenhez, com uso de ultra-som (Sonovet 600®), com
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transdutor transretal de 5 MHZ, sendo registradas as perdas embrionérias entre os dois

exames consecutivos.

2.6. Qualidade embrionéria

Para avaliacdo da qualidade embrionaria os embriGes foram analisados quanto a
sua forma, presenca de blastdmeros extrusados, desuniformes ou picnéticos, colapso de
blastocele dentre outras caracteristicas (62). Embrides excelentes foram classificados

como de Grau | e os degenerados como de Grau V (Tabela 1).

Tabela 1. Escala de qualidade embrionaria.

Escala Qualidade Embrionaria

Excelente (O embrido ideal, esférico, com células de tamanho, cor e textura
uniformes)

Bom (imperfeicdes menores como poucos blastdmeros extrusados, forma irregular ou
separacéo trofoblastica)

Regular (problemas definitivos mas ndo severos, blastomeros extrusados, células
degeneradas ou colapso de blastocele)

Ruim (problemas severos, colapso de blastocele, vérios blastdmeros extrusados, células
degeneradas, mas com uma massa embrionaria viavel)

Vv Degenerado (o6citos néo fertilizados ou embrides totalmente degenerados)
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Fonte 62.

2.7. Eguas receptoras

As éguas receptoras tiveram crescimento folicular e ovulacdo acompanhados
por a palpacao transretal e ultra-sonografia diariamente. Antes da inovulagéo, éguas do
4° ao 7° dia p6s-ovulacdo foram selecionadas por palpacéo transretal, sendo observados
0 ténus uterino e cervical. O historico reprodutivo das éguas também foi levado em
consideracdo, dando-se preferéncia a éguas do segundo ciclo estral pos-parto em diante.
Todas as éguas encontravam-se em regime de pasto e em bom escore da condicéo

corporal, considerado satisfatorio para um bom desempenho reprodutivo.

2.8. Andlise Estatistica

Para analise das variaveis qualitativas (taxa de recuperacdo embrionaria,
qualidade embrionaria e prenhez na égua receptora) foi utilizado o Teste Exato de
Fisher, visto que estas variaveis nao atenderam ao pressuposto de normalidade (Teste
de Lilliefors). Para comparacdo de médias de varidveis quantitativas (concentracdo de
proteinas no fluido uterino, intervalo luteolitico-ovulacdo e periodo interovulatorio),
apos analise de homocedasticidade (Teste de Levene), foi utilizado o Teste "t” de
Student para amostras independentes. Para a analise das concentraces de progesterona
antes e depois de 48 h da aplicacdo do luteolitico foi utilizado Teste ”t” de Student para
amostras dependentes. Para as analises foram utilizados o Sistema para Analises
Estatisticas e Genéticas (SAEG) (60) e o Sistema de Analise de Dados STATISTICA
(65).

3. RESULTADOS

N&o foi registrada diferenca (P>0,05) na taxa de recuperacdo embrionaria,
prenhez na égua receptora ou qualidade embrionaria. Nos animais controle observou-se
80% de lavados positivos, sendo obtidas sete prenhezes nas éguas receptoras (87,5%).
Nos animais tratados foram colheitados sete embrides (70% de taxa de recuperacdo

positiva), com seis prenhezes nas éguas receptoras (85,7%) (Tabela 2). Ndo foram



observadas perdas embrionérias até 60 dias de gestacdo. Todos os embribes colheitados
foram classificados como de grau I, exceto um colheitado de égua tratada que foi

classificado como de grau II.

Tabela 2. Numero de embrides recuperados, prenhez de embrides inovulados em éguas
receptoras aos 15 dias, concentracdo de proteinas soltveis do fluido uterino
(ug/mL), intervalo luteolitico-ovulacdo (dias) e periodo interovulatorio (dias)
em éguas da raca Mangalarga Marchador e Campolina tratados ou ndo com

luteolitico 48 h antes da colheita do embrido.

Embrides Prenhez  Concentracio  Intervalo luteo-  Periodo

Recuperados (15 djas)  de Proteina litico-ovulagéo interovulatorio
Controle  8° 7 33,5+15,5° 10+0,9° 18,5+1,1°
Tratado 7° 6° 37,819,9° 9,510,8° 15,9+0,9"
Total 15 13 - - -

& b= valores seguidos de letras iguais na mesma coluna diferiram entre si pelo teste “t” de Student
(P<0,05).

A concentracdo média de progesterona sérica determinada apenas para oS
animais tratados foi de 13,945,4 ng/mL no dia da aplicacdo do luteolitico (48 h antes da
colheita do embrido), decrescendo para 0,5+0,3 ng/mL no dia da colheita do embrido,
havendo diferenca (P<0,05).

A concentracdo de proteinas soltveis do fluido uterino nos animais do grupo
tratado foi de 37,8+9,9 ug/mL e nos do grupo controle 33,5£15,5 pg/mL, ndo havendo

diferenca (P>0,05) entre 0s grupos experimentais.

O intervalo luteolitico-ovulagdo ndo diferiu (P>0,05) entre 0s grupos
experimentais. Ja o periodo interovulatério diferiu (P<0,05) entre 0s grupos, sendo em

média de 18,5 dias no grupo controle e de 15,9 dias no grupo tratado.



4. DISCUSSAO

As taxas de recuperacdo embriondria nas éguas doadoras e de prenhez nas
éguas receptoras obtidas durante este estudo corroboram com os resultados descritos na
literatura (62, 63), ndo havendo diferenca (P>0,05) entre 0s grupos experimentais. Estas
taxas sdo indicativas de manutencdo da qualidade do ambiente uterino e viabilidade

embrionaria 48 h apds a aplicacdo de luteolitico.

A concentracdo sérica de progesterona registrada nos dias 6 e 7 do diestro esta
de acordo com a descrita na literatura (64). Diferentes autores demonstraram queda nas
concentracfes de progesterona apds a aplicacdo de luteolitico, mas existe grande
variacdo entre os resultados. Apos a aplicacdo do mesmo foram descritas concentragdes
incompativeis com a gestacdo apos 24 (71, 1) e 72 h (36). No presente estudo foi
registrada concentragdo sérica de progesterona abaixo de 1ng/mL 48 h apos a aplicacao
de luteolitico, ocorrendo lise do corpo luteo. Concentragdes tdo baixas séo tidas como
incompativeis com a manutencdo da gestacdo, mas o Utero ainda mantém condicGes

favoraveis a sobrevivéncia do embrido por mais tempo.

A producdo inadequada de progesterona pelo corpo liteo é causa de
infertilidade em éguas, estando relacionada com perda embrionaria precoce (25, 49).
No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas (P>0,05) entre o nimero e a
qualidade dos embrides recuperados entre éguas tratadas ou nao com luteolitico 48 h
antes da colheita do embrido. Os embrides colheitados nos animais tratados foram
privados de concentracfes adequadas de progesterona por ndo mais que 48 h, sendo
mantida sua viabilidade. Esta descrita na literatura a manutengdo da gestacdo com
aplicacdo de progesterona exdgena até quatro dias apos a aplicacdo de luteolitico, sendo
observado desenvolvimento embrionario por até 14 dias apés a aplicacdo de luteolitico
(40).

A perda embrionaria precoce foi acompanhada por diversos autores, sendo
descritas taxas de até 14,4 % até os 50 dias de gestacdo e de até 30% em receptoras aos
100 dias de gestacdo (25). Ao se utilizar a técnica de transferéncia de embrides
consegue-se avaliar a qualidade do embrido (62), tendo os embrides de excelente
qualidade a maior probabilidade de sobrevivéncia na égua receptora. Nos programas

comerciais de transferéncia de embribes ndo sdo utilizados testes laboratoriais para



determinacédo da qualidade dos embrides, sendo utilizada somente a observagéo visual,
que ndo reflete imediatamente os danos sofridos pelo embrido. Apesar do pequeno
numero de embrides transferidos (n=15) durante este estudo, ndo foram observadas
perdas embrionarias até os 60 dias. A expulsdo mecanica do embrido ainda viavel pela
ceérvix aberta ja foi relatada, fato pouco provavel de ter ocorrido neste estudo, visto que
as éguas demonstravam caracteristicas de diestro no dia da colheita do embrido. A
viabilidade embrionéria é confirmada pela qualidade dos embriGes recuperados (87%
dos embrides foram classificados como grau 1), pelo sucesso na manutencdo da
gestacdo apos a transferéncia e pela auséncia de absor¢Ges embrionérias até os 60 dias
de gestacdo. Os embrides foram resistentes a baixas concentracfes de progesterona por

pequeno intervalo de tempo.

Né&o foi observada diferenca (P>0,05) entre a concentracdo de proteinas
soltveis do fluido uterino entre os animais tratados e controles. Tem sido relatado que a
concentracdo de proteinas do fluido uterino de éguas ciclicas se mantém estavel nos
dias 14, 16 e 18 do diestro, decrescendo no dia 20 (80). Considerando que a lute6lise
normal ocorre no dia 14 do ciclo estral, provavelmente a concentracdo sérica de
progesterona decresce mais rapidamente que a concentracdo de proteinas do fluido
uterino. Apesar da reducdo nas concentracdes de proteina do fluido uterino ser
registrada apos declinio das concentracBes séricas de progesterona (78, 79, 80),
provavelmente este decréscimo ndo € suficientemente rapido a ponto de tornar o Utero,
48 h apos a aplicacdo do luteolitico, um ambiente inapropriado para o desenvolvimento

embrionério.

Uma das biotécnicas utilizadas na manipulacdo de embrides eqliinos é o
resfriamento. Embrides acondicionados em meio crioprotetor e resfriados diminuem
seu metabolismo e ritmo de crescimento permanecendo viaveis por até 24 h (20, 51,
52). Assim utiliza-se o frio para reduzir o metabolismo do embrido. Da mesma forma, a
aplicacdo de luteolitico e conseqliente queda nas concentracdes de progesterona poderia
diminuir o metabolismo embrionario e prolongar sua viabilidade. No presente estudo
ndo foi mensurado o tamanho do embrido, mas esta se faz necessaria em estudos
futuros para quantificar se ha diminuicdo no crescimento do embrido colheitado 48 h

apos a aplicagéo do luteolitico.

As endometrites sdo grande causa de diminui¢cdo na fertilidade em éguas.

Autores registraram maiores concentragdes de proteinas do fluido uterino em éguas

\Y



com endometrite que em éguas normais (5). Da mesma forma, éguas consideradas
sensiveis a infecgdo uterina tendem a terem maiores concentragcBes de proteinas no
fluido uterino que éguas resistentes. Desta forma, apesar dos lavados que se
apresentaram turvos terem sido descartados, endometrites leves podem ter passado

despercebidas e influenciado a concentracdo de proteinas no fluido uterino.

Eguas em diestro apresentam elevacbes nas concentracdes de FSH, seguidas
por ondas de crescimento folicular (29). De acordo com a dinamica folicular da égua e
a presenca de grandes foliculos no dia da aplicacdo do luteolitico, pode-se ter maior ou
menor tempo até a ovulacdo subseqiiente. No presente estudo, o adiantamento da data
de aplicacdo do luteolitico em 48 h em relacdo ao protocolo convencional ndo alterou
(P>0,05) o intervalo luteolitico-ovulacdo (aproximadamente 10 dias em ambos 0s
grupos experimentais), no entanto foi observada diferenca (P<0,05) quanto ao periodo
interovulatério. Esta diferenca deve-se simplesmente a data de aplicacdo do luteolitico,
visto que a intervalo luteolitico-ovulacdo foi semelhante e a diferenca no periodo

interovulatdrio variou em aproximadamente dois dias.

Considerando a estacdo reprodutiva de equinos da regido de Ponte Nova e
Matip6 variando de setembro a abril (244 dias) e que o periodo interovulatério do
grupo controle foi de 18,5 dias, seriam observados, aproximadamente, 13 ciclos estrais
por égua. Aplicando-se o luteolitico 48 h antes da colheita do embrido,
aproximadamente 15 ciclos estrais seriam obtidos (periodo interovulatério de 15,9 dias
para o grupo tratado). Esta diferenca de dois ciclos estrais por estacdo reprodutiva
permitiria duas novas colheitas de embrido na égua doadora.
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5. CONCLUSAO

A aplicacdo de luteolitico 48 h antes da colheita e transferéncia de embrides
mostrou-se um protocolo viavel, gerando taxa de recuperacdo embrionaria, qualidade
embrionéria e prenhez na égua receptora semelhantes aos animais tratados no dia da
colheita do embrido. O periodo interovulatério foi menor e, consequentemente, maior
numero de estros de cada doadora por estacdo reprodutiva pode ser esperado. Os
embrides eqliinos mantém sua viabilidade 48 h apos a aplicacdo de luteolitico, sendo
resistentes a diminuicdo na concentragdo de progesterona por este periodo. A
concentracdo de proteinas soltveis do fluido uterino ndo foi eficaz em predizer a taxa

de recuperacdo embrionaria.
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CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que a interacdo materno-fetal nos dias 8 e 9 pds-ovulacdo nédo é
suficiente para gerar modificacdes significativas entre a ecogenicidade uterina e do
corpo luteo, didametro do corpo liteo e tdnus uterino e cervical de éguas prenhas e ndo
prenhas. A analise da concentracdo de proteinas solluveis do fluido uterino €
influenciada por diversos fatores que ndo somente a presenca do embrido, sendo esta
bastante variavel e ndo eficaz para determinacdo indireta de condices viadveis para a

manutencdo da gestacéo.

A aplicagdo de luteolitico 48 h antes da colheita e transferéncia de embrides
mostrou-se uma técnica viavel, gerando taxa de recuperacdo embrionaria, qualidade
embrionaria e prenhez da égua receptora semelhantes aos animais tratados no dia da
colheita do embrido. Assim consegue-se periodo interovulatorio menor e,
conseqiientemente, maior numero de estros de cada doadora durante a estagdo
reprodutiva. Os embrifes eqiiinos mantém sua viabilidade 48 h ap6s a aplicacdo de
luteolitico, sendo resistentes a queda na concentragdo de progesterona durante este
periodo. N&o foi possivel determinar se a concentra¢do de proteinas no fluido uterino
foi responsavel pela manutencdo de ambiente uterino favoravel ao desenvolvimento

embrionario.
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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
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