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RESUMO

A disseminacdo da transferéncia de embrides (TE) em equinos nos ultimos anos fez aumentar
a procura por receptoras, tanto de éguas ciclicas, quanto aciclicas em anestro ou transi¢do. Os
primeiros protocolos utilizados em éguas aciclicas, para mimetizar as condi¢des uterinas de
¢guas ciclicas em diestro, baseavam-se apenas no uso de progesterona (P4); porém estudos
posteriores apontaram que a aplicagdo prévia de estrogeno poderia promover melhoras nas taxas
de crescimento e sobrevivéncia embrionarios. No entanto, ainda € incerta a influéncia de uma
maior exposi¢do ao estradiol, previamente a P4, na recuperagdo ¢ desenvolvimento
embrionarios em receptoras. Sendo assim, o principal objetivo deste estudo foi determinar o
efeito de trés protocolos hormonais em éguas aciclicas sobre as taxas de sobrevivéncia e
desenvolvimento embrionarios apds a TE. Para tal, o grupo estro longo (EL) recebeu 8 mg totais
de benzoato de estradiol (BE), em doses crescentes, permanecendo 7 dias exposto ao estrogeno
antes da aplicagao da P4 de longa acdao (P4 LA); o grupo estro curto (EC) recebeu dose unica
de 2,5 mg de BE dois dias antes da administragao de P4 LA; e o grupo sem estro (SE) recebeu
apenas 1500 mg de P4 LA. Foi realizada coleta de embrides das doadoras oito dias apds a
ovulacdo, os quais foram avaliados e transferidos para as receptoras dos grupos EL, EC e SE
no dia 4 apo6s aplicagdo da P4 LA. Dois dias ap6s a TE, lavados uterinos foram realizados nas
receptoras e avaliaram-se as taxas de recuperacdo, qualidade e taxa de crescimento
embriondrios. Foi observado que o grupo EL apresentou melhores taxas de recuperagdo e
crescimento embriondrio em comparacdo ao SE. Desta forma, sugere-se que o ambiente uterino
¢ favoravelmente influenciado por uma longa exposi¢@o ao estrogeno previamente a P4, embora

ainda ndo tenha sido demonstrada diferenga entre a exposicao prévia longa ou curta.

Palavras-chave: Embrido Equino. Estrégeno. Receptoras Aciclicas.



ABSTRACT

The spread of embryo transfer in horses (ET) over the years resulted in an increasing of the
demand for recipients, both for cyclic and acyclic mares in anestrus or transition. The first
protocol used in acyclic mares had the purpose of mimic the uterine conditions of a cyclic
mare in diestrus and was based only on the use of progesterone (P4), although later studies
indicate that the previous application of estrogen can promote improvements in growth rates
and embryonic survival. However, the influence of this greater exposure to estrogen,
previously to P4, on embryo recovery and development in recipients is still uncertain.
Therefore, the main objective of this study is to determine the effect of three hormonal
protocols in acyclic mares on survival and embryonic development rates after ET. For this,
the long estrus (LE) group has received 8 mg total of estradiol benzoate (EB) in increasing
doses, remaining 7 days exposed to estrogen before the application of long-acting P4 (LA
P4); the short estrous (SE) group received a single dose of 2.5 mg of EB two days before
the administration of P4 LA; and the group without estrus (NE) started only 1500 mg of P4
LA. Donor embryos were collected eight days after ovulation, which were evaluated and
transferred to recipients in the LE, SE and NE groups on day 4 after P4 LA application.
Two days after ET, uterine lavages were performed in the recipients and were evaluated as
embryo recovery rates, quality, and growth rate. It was observed that the LE group presented
better rates of recovery and embryonic growth compared to the SE group. Consequently, it
seems that the uterine environment is favorably influenced by along exposure to estrogen
previously to P4, although no difference has been demonstrated between long or short

previous exposure.

Keywords: Acyclic Recipients. Equine Embryo. Estrogen.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Eguas sdo poliéstricas estacionais, apresentando crescimento folicular e ovulagdo nos
periodos do ano com maior luminosidade diaria (AURICH, 2011). Durante a fase reprodutiva,
o ciclo estral divide-se em diestro, onde ha dominio do hormonio P4 e o estro, que se caracteriza
por apresentar valores basais de progesterona e altas concentragdes de estrogeno (GINTHER,
1992). O ciclo estral dura em média 21 dias, com variagdo entre 16 e 28 dias (SANTOS et al.,
2015). Enquanto o diestro apresenta duragdo relativamente mais constante em relagdo ao estro
(duragdo média estimada de 14,9 dias, variando entre 12 e 16 dias), o estro, que ¢ o periodo
entre a luteodlise e a ovulagdo, pode apresentar grande variagao em €guas, se estendendo de trés
a 13 dias (GINTHER, 1992).

A duragdo do estro, acompanhada pelo edema endometrial, aparenta ter relevancia na
fertilidade em éguas. Diversos estudos tém demonstrado correlagdo positiva entre a duragdo do
estro apos indugdo com prostaglandina F2 alfa (PGF2a) (CUERVO-ARANGO; GINTHER,
2010; CUERVO-ARANGO et al., 2015; MATEU-SANCHEZ et al., 2016) ou lutedlise
espontainea (MATEU-SANCHEZ et al., 2016) e as taxas de prenhez. Além disso, as taxas de
recuperacdo embriondria em doadoras e as taxas de gestagdo em éguas Puro Sangue Inglés
foram maiores quando o estro anterior apresentou maior duragdo. O aumento na duragao do
estro parece ser benéfico para o processo de fertilizagdo, possivelmente por favorecer a
qualidade do odcito e o ambiente do oviduto (CUERVO-ARANGO et al., 2015).

Contudo, ainda ndo esta claro se o aumento na duragao do estro também influencia a
receptividade uterina e suporte endometrial para o crescimento embrionario em receptoras. A
alternancia dos esteroides ovarianos (estradiol para progesterona) durante a transi¢do do estro
para o diestro interfere de maneira significativa na expressdo génica do endométrio, de tal
maneira a favorecer a sobrevivéncia embrionaria (GEBHARDT et al., 2012). Além disso, em
um estudo recente foi demonstrada correlagdo positiva entre a dura¢do do estro na receptora,
anteriormente a transferéncia de embrido, e as taxas de prenhez subsequentes (CUERVO-
ARANGO et al., 2018a). Tais achados apontam para um efeito positivo em relagdo a maior
exposicdo ao estrogeno e a qualidade do ambiente endometrial necessdrio para o

estabelecimento de uma gestacao.




Ao investigar diferentes genes relacionados com possivel receptividade uterina ao
embrido, um estudo preliminar demonstrou maior expressao da uterocalina no endométrio de
¢guas em anestro tratadas por um longo periodo com BE (sete dias consecutivos), previamente
a P4 LA, quando comparada as éguas tratadas por um periodo curto com BE (dois dias) ou sem
BE antes do tratamento com P4 LA (SILVA et al., 2019). O crescimento e desenvolvimento do
concepto antes da implantagdo ¢ promovido pela secre¢do histotrofica do endométrio, sendo a
uterocalina o componente mais abundante desta secrecao, a qual por ser um membro da familia
das lipocalinas, possui a capacidade de atravessar a membrana embrionaria transportando
lipideos para o interior do embrido (SUIRE et al., 2001). Entretanto, o exato impacto de
diferentes periodos de exposicdo ao estrogeno sobre o preparo do endométrio e sobre a
sobrevivéncia e desenvolvimento embrionarios ainda ¢ desconhecido.

De acordo com o exposto, hipotetizou-se que embrides equinos se desenvolvem mais
rapido e/ou sdo mais vidveis apos a transferéncia em receptoras que foram expostas a um
periodo maior de estrogeno antes do tratamento com progesterona, quando comparadas com
receptoras que receberam um tratamento mais curto ou auséncia do estrogeno anteriormente a
progesterona.

Sendo assim, objetivou-se com este trabalho determinar o efeito de trés protocolos de
preparacdo endometrial (longa exposi¢ao ao estrogeno, curta exposi¢ao ao estrogeno e auséncia
de exposicdo ao estrogeno antes do tratamento com P4 LA) em éguas receptoras em anestro

sobre a sobrevivéncia, taxa de crescimento ¢ morfologia embrionarias.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de diferentes periodos de tratamento com estrégeno, ou a auséncia
deste, anteriormente a administragdo de progesterona, sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento

embrionarios.

2.2 Objetivos especificos

. Determinar as taxas de recuperagdao embrionaria positiva e negativa nas
receptoras, dois dias apos a transferéncia

. Mensurar os embrides antes da transferéncia e apos a recuperacao positiva, nas

receptoras, de forma a determinar e comparar a taxa de crescimento entre grupos




. Comparar tonus e edema uterinos entre diferentes grupos

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sazonalidade reprodutiva em éguas

Os animais desenvolveram diversas estratégias reprodutivas para assegurar que seus
descendentes nascam em uma época do ano mais favoravel (NAGY et al. 2000). Equinos
pertencem a uma espécie caracterizada como poliéstrica sazonal com atividade ovulatoria
relacionada a dias longos; porém além do fotoperiodo outros fatores exdgenos interferem com
a atividade reprodutiva da égua como idade, nutri¢do, condigdo corporal e temperatura
ambiental. Ao longo do inverno a maioria das éguas ndo apresenta crescimento folicular devido
a maior liberagdo de melatonina pela glandula pineal que contribui para a redugao da fungdo
hipotalamica e, consequentemente, inibe a producao e liberacao de GnRH, enquanto a producao
média de FSH no hipotadlamo se mantém constante ao longo do ano ja o pulso de LH ¢ quase
imperceptivel durante o anestro. Durante a estagdo de monta, que ocorre entre a primavera € o

verdo, as éguas apresentam, predominantemente, uma Unica ovulagdo por ciclo estral

(AURICH, 2011).

J4 a fase denominada transicional compreende as fases entre o anestro de inverno até a
primeira ovulagdo e a partir do periodo ovulatorio até o anestro de outono (AURICH, 2011).
Esse periodo apresenta grande variabilidade em relagao a duragao podendo se estender por 30
até¢ 90 dias em que o nivel de crescimento folicular se mostra varidvel quando se comparam
diferentes éguas. Na transicdo de primavera, onde o eixo hipotdlamo-hipofisirio comeca a
apresentar sinais de aumento de atividade, em média, observa-se o desenvolvimento de 3
foliculos com diametro maximo aproximado de 38 mm, sem que ocorra a ovulagdo, até¢ que
finalmente a égua inicie sua fase ovulatéria. Na transi¢ao de outono, que corresponde ao periodo
de queda da atividade do eixo hipotalamo-hipofisario, foliculos com diametro maior que 28
mm continuam a se desenvolver mesmo apos a ultima ovulacio (DONADEU; WATSON,

2007).

O periodo correspondente ao intervalo entre dois estros ¢ chamado de ciclo estral e em
equinos dura em média 21 dias, com aproximadamente 15 dias sob predominancia da

progesterona (diestro) e outros 7 sob influéncia do estrégeno (estro) (BINELLI et al., 2006).
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Em outras espécies o periodo de estro ¢ usado como ponto de partida para a atividade
reprodutiva, mas esse critério ndo pode ser aplicado em éguas devido ao longo tempo em que
sdo expostas ao estrogeno sendo necessario o uso de outros métodos como palpacao retal e
ultrassonografia para controle do ciclo (PALMER, 1978), sendo caracteristico desta fase a
presenga de foliculos pré-ovulatorios com didmetro aproximado de 35 mm (VALLEJO et al.,
2017). As éguas apresentam um longo periodo estral, o que na natureza auxilia na manutengao
do grupo coeso com os potros € um ou mais garanhdes vivendo em coletividade. Quando em
diestro, as éguas evitam ou ignoram o garanhdo e quando o contato com o garanhao persiste
podem se tornar agressivas. A medida que a concentragdo de estrogeno aumenta a fémea passa
a permanecer no local com a aproximagdo do garanhdo, levantando a cauda, urinando com

maior frequéncia e por fim, aceitando a monta (CROWELL-DAVIS, 2007).

3.2  Endocrinologia do ciclo estral

O ciclo estral ¢ definido como o periodo entre duas ovulagdes e ¢ dividido em duas
fases, luteal e folicular. A fase luteal comeca apds a ovulagdo, em que ocorre um aumento
sistémico na concentragdo de progesterona, maior que 1ng/ml, atingindo valores maximos em
torno de 7 ng/ml, aproximadamente, 6 dias apds a ovulagdo, até que o corpo liteo passe por um
processo de lise (lutedlise), perdendo sua estrutura e fazendo com que a concentragdo deste
hormoénio diminua para niveis inferiores a 1 ng/ml. Esta fase ¢ conhecida como diestro e tem
um periodo de duragao médio relativamente constante, em torno de 14,9 dias, que se contrapde
a fase conhecida como folicular ou estral, que compreende o periodo entre a lutedlise e a
ovulacdo subsequente, com duracdo média de 7,2 dias, podendo variar entre 4 ¢ 14 dias
(MATEU-SANCHEZ et al., 2016). Na fase folicular ha a producio de estrogeno, que atinge
seu pico na fase final de dominancia folicular (33-35 mm de didmetro), com concentragdes
médias de 3180 ng/ml e que comeca a diminuir dois a trés dias antes da ovulacio declinando a
valores proximos de 229 ng/ml, quando o foliculo se encontra na fase subordinada (> 20 mm

de didmetro) (GERARD et al., 1999).

Durante o estro, o estrogeno determina uma consisténcia mais relaxada ao utero,
enquanto no diestro a progesterona € responsavel pelo aumento do tonus uterino, promovendo
contracdo uterina moderada (HAYES; GINTHER, 1986). O ttero ¢ capaz de sequestrar grandes
quantidades de hormonios esteroides provenientes dos ovarios através de receptores proteicos

altamente especificos. Tanto o estrégeno quanto a progesterona tém a capacidade de regular a
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atividade uterina durante os diferentes estagios estrais e durante a gestacdo através de receptores

endometriais controlados pela acdo destes hormonios na circulagdo (WATSON et al., 1992).

O trato reprodutivo da €gua passa por mudangas significativas no estro. Altas
concentragdes de estrégeno, proveniente dos foliculos, contribuem para aumentar o edema

endometrial, promover o relaxamento do Utero, assim como a abertura da cérvix (AURICH,

2011).

3.3 Transferéncia de embrides

A técnica de transferéncia de embrides (TE) ndo cirurgica foi desenvolvida no final da
década de 70, nos Estados Unidos, a fim de obter produtos de éguas mais velhas que
apresentavam problemas reprodutivos para concepg¢ao ou gestacdo. Mais tarde, com a liberagao
concedida pelas associagdes de criadores para o registro de mais de um produto por doadora na
mesma estacdo de monta, a técnica foi direcionada para a producdo de potros de éguas em
competicao com alto valor genético (SQUIRES, 2020). A coleta de embrides também pode ser
realizada em éguas jovens, entre um e dois anos de idade, diminuindo assim o intervalo de

geragdes, explorando o potencial genético de uma linhagem (SIEME et al., 2018).

Existem diversos fatores a serem observados em um programa de TE para se evitar
perdas embrionarias e diminuicao das taxas de prenhez. Alguns pontos importantes envolvem
a receptora, o embrido e o processo de transferéncia. As taxas de prenhez apds a TE apresentam
muitas variagdes, que podem estar relacionadas ao técnico, método de transferéncia, tamanho
e idade do embrido, morfologia embriondria, desenvolvimento embrionario, estacdo do ano,
sincronia entre doadora e receptora e historico reprodutivo da égua (ALLEN, 2005;

CARNEVALE et al., 2000; JACOB et al., 2012; MCKINNON; SQUIRES, 1988).

A experiéncia do técnico responsavel pela deposi¢do do embrido na receptora interfere
diretamente na taxa de prenhez. Profissionais mais experientes obtiveram sucesso de 78,8 a
79,7% de prenhez utilizando aplicadores para a técnica tradicional ndo cirirgica em
comparac¢do a 50,9% de profissionais com menor experiéncia. J4 com a adogdo da técnica de
transferéncia nao cirargica, utilizando o forceps de Wilsher e espéculo vaginal (WILSHER;
ALLEN, 2004), foram obtidas taxas de prenhez em torno de 91%, mesmo quando esta foi
realizada em época com menor oferta de receptoras, sendo executada por técnicos com pouca

ou nenhuma experi€ncia prévia com o método e, até mesmo, com menor experiéncia em
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transferéncia de embrides (CUERVO-ARANGO et al., 2018b). Neste método de transferéncia
a receptora ¢ sedada no tronco de contencdo, onde a remocao de fezes do reto e antissepsia do
perineo ¢ realizada. Entdo procede-se a abertura manual dos labios vulvares e a insercao do
espéculo de Polansky, previamente lubrificado no aspecto ventral, no vestibulo vaginal,
permitindo assim a visualizagdo da cérvix com auxilio de uma lanterna. Apds a identificagao
da cérvix e com uso do forceps de Wilsher a por¢cdo ventral da cérvix € fixada e tracionada
caudalmente, o que permite que a cérvix assuma uma posi¢ao plana, além de elevar o corpo do
utero. Nesse momento, com o auxilio de um aplicador, a cérvix € transpassada € o embrido

depositado no corpo do utero (WILSHER; ALLEN, 2004).

Alguns autores apontam nunca terem obtido resultado maior que 60% através do método
ndo cirurgico tradicional com uso de aplicadores, porém com emprego da técnica de
transferéncia com foérceps e espéculo alcancaram 85% de sucesso nas taxas de prenhez
(WILSHER; ALLEN, 2004). Outra publicacdo aponta maior taxa de prenhez em receptoras
cuja transferéncia do embrido foi realizada pela cérvix com auxilio de espéculo de Polansky e
forceps de Wilsher ao invés da técnica convencional ndo cirurgica com aplicadores (CUERVO-

ARANGO et al., 2018b).

Em um programa de TE a avaliagdo morfoldgica dos embrides se torna importante
principalmente por dois motivos: ocupacdo desnecessaria de uma receptora devido a
transferéncia de um od6cito ndo fecundado ou mesmo de um embrido degenerado, além das
menores taxas de prenhez relativas aos embrides com baixa qualidade (MCKINNON;
SQUIRES, 1988). Os parametros utilizados para avaliagdo embriondria em equinos sdo:
formato, coloragdo, nimero de células compactadas, tamanho do espaco perivitelino, nimero
de células extrusadas ou degeneradas e a comparagdo entre o tamanho do embrido e seu estagio

de desenvolvimento (MCCUE et al., 2009).

A taxa de desenvolvimento embrionario pode ser usada como um bom indicador de
perda embriondria precoce. As vesiculas embrionarias observadas por meio de exames
ultrassonograficos 5 dias apds a transferéncia (aproximadamente com 12 dias de gestagdo)
resultaram em menores taxas de perda em relagdo a vesiculas visualizadas a partir do 7° dias
(aproximadamente com 14 dias de gestagcdo), sugerindo que as vesiculas tardias eram

subdesenvolvidas (CARNEVALE et al., 2000).

Outros fatores que podem interferir nos resultados de um programa de TE sdo a

refrigeragdo e transporte do embrido; porém, desde que realizados da maneira correta, tem
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pouca ou nenhuma influéncia na taxa de prenhez. Observou-se maior perda embrionaria no dia
50 quando o tamanho do embrido recuperado apresentava entre 100 e 299 micrometros. O
tamanho médio para embrides D7 e D8 ¢ de 406 e 1132 um respectivamente, embrides
coletados nesses mesmos dias com tamanho inferior indicam um retardo no crescimento que
pode ser causado por um defeito intrinseco do embrido, permanéncia em um ambiente
inadequado antes da coleta (oviduto e/ou tutero) ou decorrentes de uma inseminagdo realizada
apos a ovulacdo. A morfologia também interfere nos resultados ja que este tipo de avaliagdo ¢é
um método objetivo para classificar a viabilidade embrionaria e probabilidade desses embrides
se desenvolverem nas receptoras. Os embrides grau 2 apresentam maiores perdas que grau 1
aos 50 dias de gestagdo, enquanto graus 3 e 4 apresentam taxas mais baixas em comparagao

aqueles graus 1 e 2 ja no 12° dia (CARNEVALE et al., 2000).

O dia do lavado para recuperagdo embriondria também apresenta grande influéncia.
entre os dias 7 e 10 pds ovulagdo o nimero de embrides recuperados ¢ maior. Embora apesar
da taxa de recuperagdo para embrides D9 e D10 serem similares aos D7 e D8, destaca-se maior
fragilidade dos mais velhos por possuirem maior volume e didmetro que os torna mais frageis

a manipulagdo (JACOB et al., 2012).

Observa-se, também, diminui¢do na taxa de prenhez a medida que a estagdo de monta se
aproxima do final e creditou-se tal achado ao uso de receptoras com qualidade inferior visto

que as melhores ja haviam sido utilizadas no comeco da estacio (CARNEVALE et al., 2000).

3.4 Selecao de receptoras

A receptora ¢ um dos fatores que mais afetam a TE e a falha na sincronizagdo entre
receptoras e doadoras € uma das principais causas de insucesso no programa de transferéncia
de embrides; por isso ¢ fundamental saber com precisdo a data de ovulagdo caso a receptora
escolhida esteja ciclando (LOSINNO; ALVARENGA, 2006; SIEME et al., 2018; SQUIRES et
al., 1999). A janela de ovulagdo das receptoras para receber embrides mantendo taxas de
prenhez em torno de 70% se estende desde um dia antes da ovulagdo da doadora até cinco dias

apos (CUERVO-ARANGO et al., 2019; JACOB et al., 2012).

Receptoras com idade superior a 10 anos, mesmo sem nunca terem sido cobertas,
apresentam maiores taxas de perda embrionaria, devido a degeneracdo endometrial. Nao se

observou diferenga estatistica nas taxas de prenhez aos 12 ou 50 dias de gestacao para
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receptoras com idade entre 2 e 9 anos (CARNEVALE et al., 2000; RICKETTS; ALONSO,
1991).

O tamanho do ambiente uterino influi no peso ao nascimento. Quando o potro ¢ gerado
em um utero com pequenas dimensdes ele apresentara peso e tamanho inferior aquele gerado
em um Utero maior; porém ao longo de 3 anos quase todas as diferengas mensuradas se
compensam, com exce¢do do comprimento entre o joelho e o boleto. Essa caracteristica se deve
a uma menor area de contato do alantocérion combinado com uma diminuicao da densidade
superficial dos microcotilédones (ALLEN et al., 2004). Todavia quando se avalia o tamanho de
potros nascidos de receptoras com altura inferior em até 18,3 cm em relagdo as doadoras ao
longo de 3 anos, ndo existe diferenca significativa em nenhum dos potros avaliados

(VAZQUEZ et al., 2018).

Receptoras que apresentam um maior intervalo entre duas ovulagdes consecutivas sendo
expostas a um periodo maior de estrogeno e, consequentemente, maior edema uterino
apresentam maiores taxas de prenhez. Aparentemente a troca na dominancia dos hormonios
esteroides nos ovarios (estrogeno para P4) durante a transi¢cdo do estro para o diestro afeta a
expressdo génica de tal maneira a ponto de favorecer a sobrevivéncia do embrido (CUERVO-

ARANGO et al., 2018a).

A redugdo do tonus uterino nas receptoras esta associada com maiores taxas de perdas
embriondrias. Essa alteracdo de tonus pode sugerir que o ambiente uterino ndo estd compativel
com o estagio de crescimento e desenvolvimento embrionario. Este achado j& foi
correlacionado com éguas que apresentavam baixa concentragdo de progesterona circulante
(6,5+4,3 ng/ml). Esta particularidade sugere que a presenga de tonus a palpagdo ¢ um bom

indicativo na sele¢do de receptoras (CARNEVALE et al., 2000).

3.5 Preparo de receptoras aciclicas

Diversas publicagdes trataram sobre a viabilidade do uso de receptoras aciclicas em
programas de TE, demonstrando que esta ja ¢ uma pratica bem estabelecida na reprodugado
equina (GRECO et al., 2012; HINRICHS et al., 1985). As taxas de prenhez sao similares
aqueles alcangadas com receptoras ciclicas, porém com a vantagem de estarem aptas para

transferéncia de embrides ja no inicio da estagdo de monta, enquanto as ciclicas dependem de
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fatores como fotoperiodo, nutri¢gdo e manejo até que se tornem opgdes para receberem embrides

(GRECO et al., 2012).

Buscando contornar obstaculos na sincronizacao estral de receptoras ciclicas, diversos
pesquisadores desenvolveram diferentes protocolos hormonais com o intuito de aumentar a
oferta de receptoras disponiveis aptas a receberem embrides e passaram a estudar o uso de éguas

aciclicas (HINRICHS et al., 1985).

Existem trabalhos apresentando taxas de prenhez similares ou até maiores em éguas
aciclicas quando comparado as ciclicas, confirmando a possibilidade no uso desta categoria em
um programa de TE (GRECO et al., 2012). Contudo, diversos autores apresentam diferentes
protocolos no preparo destas éguas, sem que haja estudos apontando a influéncia destes

tratamentos no desenvolvimento dos embrides.

O estrogeno administrado em éguas aciclicas ou ovariectomizadas nao promoveu
aumento do tonus uterino, enquanto a administragdo de progesterona resultou em aumento do
tonus a nivel intermediério, semelhante ao identificado em éguas no diestro. O uso prolongado
de progesterona nao provocou aumento na contracdo uterina indicando que a circulagdo de
progesterona por si s6 ndo eleva o tonus a patamares semelhantes aos observados em éguas em
inicio de gestacao. A administracdo de progesterona em associacdo com estrogeno elevou o
tonus uterino de maneira muito semelhante a aquele encontrado em éguas no inicio da gestagao
demonstrando que a associagdo desses hormonios resulta no desenvolvimento de um ambiente

uterino mais favoravel a prenhez (HAYES; GINTHER, 1986).

O uso de 5 aplicagdes consecutivas de progesterona (300mg) em receptoras
ovariectomizadas a partir do D2 da doadora ja foi empregado com sucesso para TE, das quais
3 das 4 receptoras utilizadas no trabalho emprenharam. Os autores ressaltam que foram
recuperados 7 embrides e que a receptora com resultado negativo para prenhez recebeu 3 destes
embrides e que se esta fosse excluida dos resultados seria alcancado uma taxa de prenhez de

75% (HINRICHS et al., 1985).

A associagdo de estrogeno (cipionato, benzoato e 17B-estradiol) com progestageno
(altrenogest ou P4LA) passou a fazer parte de diversos protocolos, nos quais a presenca de
edema uterino provocado pela aplicagdo prévia de estrogeno provocava um edema uterino
similar aquele observado no estro de éguas ciclicas. Foram descritos tratamentos nos quais 3

doses decrescentes de estrogeno (10, 6 € 4 mg) eram aplicadas em dias consecutivos e, passadas
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24 horas ap0s a ultima aplicacdo, caso houvesse presenca de edema seria realizada a aplicacao
de 1500 mg de P4 com 57,68% de prenhez (GRECO et al., 2012). Uso de estrogeno (5, 3 e 2mg
de BE) simultaneo ao DO, D1 e D2 da doadora, seguido pela aplicacao de 400 mg P4 LA por 3
dias consecutivos (D0, D1 e D2) alcancando 60% de prenhez (KAERCHER et al., 2013). Ha
trabalhos onde houve uma tunica aplicacdo com 2,5 mg de BE entre um e trés dias apds a
ovulacdo da doadora e passadas 24 horas com a formagdo do edema uterino as éguas eram
mantidas em altrenogest durante os primeiros 70 a 120 dias de gestagdo com bons resultados
de prenhez (SILVA, 2014). Outro tratamento com duas administragdes consecutivas com 5 mg
de BE, seguidas por 300 mg de P4, apresentou taxa de prenhez de 76% (GRECO et al., 2016).
esses autores relataram que quando as éguas ndo desenvolviam edema apo6s a aplicacdo de BE

eram retiradas do experimento.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DO ESTROGENO PREVIAMENTE A PROGESTERONA SOBRE A
SOBREVIVENCIA E DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO EM EGUAS
RECEPTORAS ACICLICAS

RESUMO

Diversos protocolos tém sido utilizados para o preparo de éguas receptoras aciclicas em
programas de transferéncia de embrides (TE), nos quais sdo aplicados estrégeno e/ou
progesterona (P4), a fim de simular as alteragdes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral
em éguas ciclicas. Os protocolos diferem em varios aspectos, principalmente na duragdo do
tratamento com estrogeno, porém, ¢ incerto se tal aumento no periodo de exposi¢do ao
hormonio também exerce influéncia na taxa de gestacdo da receptora aciclica. O principal
objetivo deste estudo foi determinar o efeito de trés protocolos hormonais em receptoras
aciclicas sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento embrionarios ap6s a TE. O grupo estro longo
(EL) recebeu total de 8 mg de benzoato de estradiol (BE), do sétimo ao terceiro dia antes da
administracao de 1500 mg de P4 de longa agao ( P4 LA); o grupo estro curto (EC) dose tnica
de 2,5 mg de BE dois dias antes da P4 LA; e o grupo sem estro (SE) apenas aplicacao da P4
LA. Embrides com oito dias de idade foram transferidos para as receptoras no dia 4 apos
administracdo da P4 LA. Dois dias ap6s a TE, lavados uterinos foram realizados nas receptoras
e a taxa de recuperagdo, qualidade e taxa de crescimento embrionarios foram avaliados.
Observou-se maior taxa de recuperagdo embriondria no grupo EL em relacdo ao SE (85% x
46% respectivamente com p < 0,05), enquanto ao avaliar as taxas médias de crescimento
embriondrio notou-se uma correlacdo alta de que a maior exposicdo ao estrégeno pode

favorecer tanto a sobrevivéncia quanto o desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: Eguas Aciclicas. Progesterona. Viabilidade Embrionéria.
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ABSTRACT

Several protocols have been used to prepare acyclic recipient mares in embryo transfer
programs (ET), in which estrogen and/or progesterone (P4) are administrated in order to
simulate hormonal changes, that occur during the estrous cycle in cyclics mares. These
protocols are different in several aspects, mainly in the duration of treatment with estrogen,
however, it is uncertain whether such an increase in the period of exposure to the hormone
estrogen also influences the pregnancy rate in acyclic recipient. Therefore, the main objective
of the authors of this study was to determine the effect of three hormonal protocols on acyclic
mares on embryonic survival and development after ET. The long estrous (LE) group received
a total of 8 mg of estradiol benzoate (EB) from the seventh to the third day before the
administration of 1500 mg of long-acting progesterone (P4 LA); the short estrous (SE) group
received a single dose of 2.5 mg of BE two days before P4 LA; and the group without estrus
(NE) only has received P4 LA. Embryos at 8 days of age were transferred to the recipients on
day 4 after administration of P4 LA. Two days after ET, uterine lavages were performed in the
recipients, where the embryo recovery rate, quality and growth rate are evaluated. A higher rate
of embryonic recovery was observed in the EL group compared to the SE (85% x 46%
respectively with p < 0,05) while assessing the average rates of embryonic growth, there was a
high correlation that greater exposure to estrogen can favor both survival and embryonic

development.

Keywords: Progesterone. Acyclic Mares. Embryonic Viability.

22




1. INTRODUCAO

A técnica de transferéncia de embrides (TE) em equinos ¢ uma pratica comum em
programas de reproducdo assistida, sendo o Brasil um dos paises onde o procedimento ¢ mais
utilizado (SILVA et al., 2016). Entretanto a técnica apresenta como importante fator limitante
a qualidade das receptoras disponiveis, fato que se torna mais importante durante o periodo de
transi¢ao da primavera, uma vez que algumas associacdes impoe o uso de um calendario de
referéncia para o nascimento dos potros. Essa determinagdo se baseia no nascimento de potros
ja no inicio da estag@o de parig¢do, o que favorece o desempenho atlético dos animais, gerando
grande pressdo para a producdo de animais ja no inicio da estacdo de monta (SILVA et al.,
2016). Todavia as éguas sao animais poliéstricos sazonais, com atividade folicular relacionada
a dias mais longos. Desta forma, ndo possuem desenvolvimento folicular seguido de ovulagao
ao longo de todo ano, tornando o aprimoramento das técnicas de TE para éguas aciclicas
estacionais uma importante ferramenta para incrementar as taxas de prenhez (AURICH, 2011;

CROWELL-DAVIS, 2007).

Hé muitos anos, os protocolos para éguas aciclicas incluem estrogeno, anteriormente a
progesterona (P4), para preparar o endométrio para o recebimento de um embrido (GRECO et
al., 2012, 2016; KAERCHER et al., 2013; SILVA et al., 2014), uma vez demonstrado que o
estrogeno aumenta a expressao de receptores para P4 em éguas ciclicas (AUPPERLE et al.,
2000). Além disso, recentemente foram observadas maiores taxas de prenhez em receptoras
ciclicas que apresentaram maior duragdo do edema uterino no estro anterior a TE (CUERVO-
ARANGQO et al., 2018a). No entanto, existem trabalhos conflitantes em relagdo ao uso e duragao
da aplicagdo do estrogeno utilizado (por exemplo cipionato, benzoato ou 17p-estradiol) antes
da aplicacao de P4 (Altrenogest ou P4 LA) para o preparo de receptoras aciclicas, assim como
ndo existe um consenso em relacdo a melhor dose a ser ministrada (GRECO et al., 2012;
KAERCHER et al., 2013; ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2014, 2017; SQUIRES
et al., 1999).

Um estudo prévio demonstrou que a maior expressao do gene P19 (uterocalina) em
resposta ao maior tempo de exposicdo do endométrio ao estrogeno, anteriormente a a¢ao da
progesterona, pode favorecer o ambiente uterino, tornando-o mais receptivo ao embrido. No
entanto, ainda nao estd claro se maiores concentracoes de estrogeno resultariam em um
ambiente endometrial mais favordvel pela sintese de uterocalina (SILVA et al., 2019). A

uterocalina ¢ secretada em grandes quantidades no endométrio na presenca de P4 (fase luteal
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ou inicio da gestagdo), sendo muito importante principalmente no inicio do desenvolvimento
embrionario, uma vez que apds a eclosdo da zona pelucida (por volta do dia 6) até o dia 22 o
embrido apresenta uma capsula glicoproteica por onde devera receber a nutricdo, que sera
responsavel pela sua sobrevivéncia e desenvolvimento. E nesse momento que a uterocalina se
faz fundamental, uma vez que irda mediar a passagem de substancias (lipideos e aminoacidos)

através da capsula garantindo assim a nutri¢do do embrido nessa fase (CROSSETT etal., 1998).

De acordo com o exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
de diferentes periodos de tratamento com estrogeno, ou a auséncia deste, anteriormente a
administracao de P4, sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento embrionarios, a fim de testar a
hipotese de que Uteros expostos a maior concentracdo de estrogeno desenvolveriam um
ambiente mais favoravel aos embrides. Além disso, o tonus e edema uterinos também foram

avaliados nos diferentes tratamentos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas quarenta e trés éguas mestigas sendo, 22 doadoras e 21 receptoras, com
idade entre cinco e 15 anos e peso entre 350 e 450kg. As éguas foram mantidas em pastagem
de Tifton (Cynodon dactylon) com acesso a agua e sal mineralizado ad libitum. O experimento
foi conduzido em dois anos consecutivos, nos meses de julho a outubro dos 2019 e 2020, em
uma central de reproducdo equina situada em Uberlandia — Minas Gerais — Brasil. As doadoras
e receptoras utilizadas se encontravam na mesma central durante todo o experimento. Todos os
procedimentos relacionados aos animais foram realizados de acordo com a aprovacdo da
Comissao de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia,
protocolo numero 028/19.

As éguas doadoras foram selecionadas com base na atividade ovariana, ou seja, foram
utilizadas aquelas que apresentaram ondas de crescimento folicular regular seguida de
ovulacdo. Somente receptoras em anestro estacional foram selecionadas, com base na auséncia
de atividade ovariana, ou seja, apresentando foliculos com didmetro < 20 mm e auséncia de

corpo luteo em trés avaliagdes ultrassonograficas, com intervalos de sete dias.
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2.2 Manejo doadoras

Eguas doadoras apresentando edema endometrial evidente e foliculo com didmetro,
aproximado, de 35 mm foram induzidas com 1250 UI de gonadotrofina coriénica humana (hCG
- Vetecor®), aproximadamente, as 8:00 h no dia —2 (dois dias antes da ovulagdo prevista). No
dia —1 as doadoras foram inseminadas com sémen fresco diluido, na concentragdo de 500
milhdes de espermatozoides. No dia 0 (DO0) as éguas foram avaliadas por US para confirmagao
da ovulagdo, aproximadamente, as 8:00 h. No dia 8 (D8) pos-ovulagdo (aproximadamente entre
10 e 12:00 h) foi realizado o lavado uterino para recuperagdo embriondria, com sonda de

silicone para coleta transcervical, utilizando de 1 a 4 L de solu¢do de Ringer Lactato.

2.3 Identificacio e classificacio dos embrides

Uma vez identificados, os embrides foram medidos sob lupa graduada (Jenco®),
utilizando o aumento de 3 vezes. O valor do diametro embrionario foi obtido utilizando escala
graduada, ao se dividir o valor aferido na escala por 30 (10 da objetiva multiplicado por 3 do
aumento) e multiplicando o valor por mil, obtendo assim o valor final em micrometros (WM)
(Fig.1). Entdo foi realizada a classificagdo de acordo com a morfologia, dos quais apenas
embrides classificados como grau I (esféricos, com células de tamanho, cor e textura uniformes)
ou grau II (boa qualidade apresentando apenas pequenas imperfeigdes, como alguns
blastomeros extrusados, formato irregular e pequena separagdo entre o trofoblasto e a capsula)
(MCKINNON; SQUIRES, 1988) foram utilizados neste trabalho. Apenas embrides no estagio
de blastocisto expandido e com diametro > 300uM foram incluidos (Fig. 2) e embrides que ndo
se encaixavam nestes critérios foram descartados (Fig. 3). Os embrides foram lavados e

mantidos em meios de manutengao (Equihold® - Minitub®) até o momento da transferéncia.

FIGURA 1. Embrido sob lupa graduada para aferi¢cdo de diametro

Fonte: O autor.
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FIGURA 2. Embrides dentro dos padrdes estabelecidos utilizados no experimento. a) Embrido
grau [ D8 com 733um, b) Embrido grau I D10 com discreto descolamento entre a capsula e o
trofoblasto medindo 2700 um, ¢) Embrido grau I com discreta alteracdo de formato medindo

2533 x 3033 um.
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Fonte: O autor.

FIGURA 3. Embrides fora dos padroes excluidos do trabalho. a) Odcito ndo fertilizado
coletado no D8, b) Embrido D10 grau III, ¢c) Embrido D10 grau IV

-
. D .

Fonte: O autor.

2.4 Tratamentos hormonais, transferéncia e recuperacio de embrides nas

receptoras

As receptoras de embrides foram divididas em trés grupos, de acordo com o protocolo
hormonal recebido: I) Estro longo (EL), em que as éguas foram tratadas com total de 8 mg de
BE em doses crescentes por cinco dias consecutivos e 72h apds receberam 1500 mg de P4 LA
(Fig.1A); II) Estro curto (EC), em que os animais receberam uma tnica dose de 2,5 mg de BE
e 48 horas ap6s foram administrados 1500 mg de P4 LA (Fig. 1B); e III) Sem estro (SE), que
recebeu unica aplicagdo de 1500 mg de P4 LA, sem aplicacdo prévia de BE (Fig. 1C). O
tratamento hormonal com BE se iniciou um dia antes da indu¢ao da ovulacdo nas doadoras no

grupo EL, dois dias apds a ovulagdo da doadora no grupo EC e quatro dias ap6s a ovulagao da
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doadora no grupo SE, de forma que todos os grupos de receptoras recebessem um embrido D8
(oito dias ap6s a ovulagdo da doadora) no quarto dia apds a aplicagdo da P4 LA (D4) (Fig. 4).
Para a realizagdo da transferéncia do embrido, as receptoras foram colocadas no tronco
de contencdo e sedadas com 3 mg de detomidina (Dormiun® 1% Agner Unido satide animal).
Durante o inicio da sedacgdo, foi realizada antissepsia perineal com detergente neutro e agua
corrente. Os labios vulvares, bem como a porcdo ventral do espéculo de Polansky foram
lubrificados e o espéculo introduzido através da vagina, dilatando o vestibulo vaginal e expondo
a cérvix. Apos a visualizacdo da cérvix, a mesma foi fixada na por¢do ventral e tracionada
caudalmente com auxilio da pin¢a de Wilsher, permitindo a passagem da pipeta e a deposi¢ao
do embrido no corpo uterino. Toda manipulagdo embrionaria e transferéncias foram realizadas

pelo mesmo profissional.

FIGURA 4. Representacao esquematica das aplicagdes hormonais realizadas em ¢guas

aciclicas nos trés grupos de receptoras: A) Estro longo; B) Estro Curto e C) Sem estro.

Estro longo i \ \ \ \ \ \ \ ‘ ‘
D;{ DjP6 D;PS D—?4 D3 D2 D1 DO I}E‘ D6
0,5mg BE 1,0mg BE 1,5mg BE 2 mgBE 3 mgBE 1500 mg P4 LA TE Recuperar
| | embr'}éo
‘ﬁ } T I |
Estro curto D—2 D-1 Do D4 D6
TE Recu/[\erar
2,5mg BE 1500 mg P4 LA P!
embrido
‘ ‘ |
I l |
Sem estro DO D4 D6
1500 mg P4 LA TE Recuperar

embriio

I

Exame ultrassonogrifico e coleta de sangue diaria

Fonte: O autor.

Dois dias apds a TE, lavados uterinos foram realizados nas éguas receptoras na tentativa
de recuperar novamente os embrides transferidos. Foram avaliadas a presen¢a ou auséncia do
embrido no lavado e, quando a recuperagdo foi positiva, os embrides foram avaliados quanto a

qualidade morfologica e diametro (descritos no item 2.3).
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2.5 Palpacdes retais e avaliacoes ultrassonograficas

Foram realizadas palpagdes retais e avaliagdes ultrassonograficas imediatamente antes
do primeiro tratamento hormonal nas receptoras, continuando-se a cada 24 h até o sexto dia
apods a administracdo de P4 LA. O tonus uterino foi avaliado pela palpagao retal e classificado
em escore de 0 a 3 (0 = auséncia de tonus uterino; 1 = tonus uterino minimo; 2 = ténus uterino
intermediario; 3 = tonus uterino maximo (HAYES & GINTHER, 1986). As avaliacdes
ultrassonograficas foram realizadas para avaliar edema uterino, que também foi classificado de
0 a 3 (0 = auséncia de edema uterino; 1 = edema uterino minimo; 2 = edema uterino

intermediario; 3 = edema uterino maximo (MCCUE et al., 2011).

2.6 Analise estatistica

Os dados analisados foram provenientes das 41 inseminagdes, com a recuperagao de 26
embrides das doadoras e 16 embrides das receptoras. As taxas de recuperagdo foram analisadas
por testes de comparagdo parcada e correlagdo. Ao que se refere a taxa de crescimento,
inicialmente foi testada a distribuicdo das amostras e tendo sido observada a distribuigao
normal, foi realizado a andlise de variancia com poés-teste de média - Tukey para verificar
diferencgas entre os grupos. Para os dados de tonus e edema uterino foi empregado o teste de
Kruskal-Wallis com pos teste de Wilcoxon (Action Stat 4.0). Foi considerada diferenca

estatistica quando p < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Recuperacio embrionaria

O total de embrides coletados das doadoras e transferidos para as receptoras 4 dias apos
a aplicacdo da P4 LA (D4), assim como as taxas de recuperagdo positivas e negativas no D6

das mesmas receptoras encontram-se na Tabela 1. Foi observada maior recuperacao (p<0,05)

no grupo EL quando comparado ao grupo SE, apresentado na Figura 5.
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Tabela 1
Taxas de recuperacao embriondria nas receptoras do grupo estro longo (EL), estro curto
(EC) e sem estro (SE) no dia 6 (D6) ap6s a administracdo de P4 LA, considerando

embrides transferidos no D4.

Grupo Total embrides transferidos Recuperagdo positiva Recuperagdo negativa
SE 13 6 (46%)* 7 (54%)?
EC 6 4 (66%)™ 2(44%)®
EL 7 6 (85%) ° 1(15%) °®

Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre grupos pelo teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: O autor.

FIGURA 5. Recuperacdao embrionaria — Teste de correlagao (p < 0,05).
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Fonte: O autor.

3.2 Taxa de crescimento embrionario
Nao foram observadas diferengas entre os grupos (P>0.05) no que se refere a taxa de

crescimento (Tab. 2), porém nota-se alta correlagio em favorecimento ao desenvolvimento

embrionario quando maiores doses de estrogeno foram aplicadas nos animais (Fig. 6).
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Tabela 2:
Diametro médio embrionario (uM) em D8 e D10 e taxa média de crescimento em 48 h

nos grupos estro longo (EL, n=6), estro curto (EC, n=4)) e sem estro (SE, n=6).

Grupo D8 (uM) D10 (uM) Taxa de crescimento em 48 horas
SE 753 2509 3,4
EC 684 2770 4,1*
EL 601 2587 4.4*

Letras diferentes na coluna da taxa de crescimento indicam que houve diferencga estatistica entre
grupos pelo teste Tukey (p > 0,05).
Fonte: O autor.

FIGURA 6. Taxa de crescimento embrionario médio — Teste de correlagao (p > 0,05).
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Fonte: O autor

3.3 Tonus uterino

Os resultados da mediana do tonus uterino encontram-se na Tabela 3. Foram observadas
diferencas entre os grupos EL e SE no D5 e entre os grupos EC e SE no DO (p<0,05; tab.3).
Também foi encontrada tendéncia de diferenca entre o grupo EL com SE no DO e D6 (p<0,1;
tab.3). Nao foram observadas diferengas em relagdo ao tonus quando os grupos EL e EC foram
comparados; entretanto existe distingdo entre os grupos nos quais se fez uso de BE em relacdo

aquele que recebeu apenas P4 LA.

30




Tabela 3

Valores das medianas do tonus uterino encontrados nas receptoras nos grupos estro
longo (EL), estro curto (EC) e sem estro (SE), desde o dia da aplicagdo da P4 LA
(DO0) até o dia da recuperagao do embrido (D6).

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
SE 0bd 1 1,5 1,5 1,5 1,5° 1,5¢
EC 0,52 1 1,5 2 2 2ab 1,75¢
EL J2be 1 1,5 1,5 2 22 2¢

As letras a e b nas colunas indicam diferenca estatistica entre grupos (p<0,05)

As letras c e d nas colunas indicam tendéncia estatistica entre grupos (p<0,1)

A letra e nas colunas indica que nao houve diferenca estatistica entre grupos (p<0,05)
Fonte: O autor.

3.4 Edema uterino

Os resultados do edema uterino encontram-se na Tabela 4. Em nenhum momento foi

observado edema uterino no grupo SE. Houve diferenca estatistica quando os grupos EL e SE

foram comparados, bem como os grupos EC com SE nos dias D0, D2 e D3 (p< 0,05; tab.4).

Observou-se alta correlagao entre os grupos EL com SE, além dos grupos EC e NE no D1 e D4.

Foi observado também tendéncia estatistica (p<0,1) entre os grupos EL e EC no D2.

Tabela 4

Valores das medianas do edema uterino encontrados nas receptoras nos grupos estro
longo (EL), estro curto (EC) e sem estro (SE), desde o dia da aplicagdo da P4 LA
(DO0) até o dia da recuperagao do embrido (D6).

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
SE Ob Od Obc Ob Od 0¢ 0¢
EC 22 1¢ 0,752 0,75% 0,5¢ 0,25°¢ 0,25°¢
EL 1,75 1€ 0,52b¢ 0,5 0,5¢ 0,5°¢ 0,5°¢

As letras a e b nas colunas indicam diferenca estatistica entre grupos (p<0,05)
As letras c e d nas colunas indicam tendéncia estatistica entre grupos (p<0,1)
A letra e nas colunas indica que nao houve diferenca estatistica entre grupos (p<0,05)

Fonte: O autor.
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4. DISCUSSAO

Uma vez que as receptoras sao parte fundamental na busca por melhores resultados em
um programa de TE, e que no inicio da estagcdo de monta o nimero de éguas ciclicas ¢ um fator
limitante, a importancia da utilizagdo das éguas aciclicas torna-se ainda mais relevante (SILVA
et al., 2014).

Considerando que j& foi demonstrada maior taxa de prenhez em receptoras ciclicas que
apresentam estro longo, em relagdao aquelas que apresentam um estro curto (CARNEVALE et
al., 2000), o presente trabalho teve como objetivo avaliar se havia diferenga na recuperacao e
desenvolvimento embrionarios quando receptoras aciclicas foram expostas ao estrogeno por
longo ou curto periodo anteriormente a administracdo de P4 com receptoras que receberam
apenas a progesterona. Embora ndo tenha sido possivel encontrar diferenga entre os grupos EL
e EC e os grupos EC e SE, foi possivel observar melhor taxa de recuperacao e qualidade
embriondrios nos grupos que receberam estrogeno, principalmente no grupo EL.

No grupo EL, dos 7 embrides transferidos para as receptoras, 6 foram recuperados,
enquanto no SE foram necessarias 13 transferéncias para obter o mesmo numero de embrides
para avalia¢do, dado que aponta maior dificuldade em recuperar embrides provenientes do
grupo SE. O grupo EC ndo apresentou diferenca quando confrontado aos outros grupos,
possivelmente pelo menor niimero de embrides avaliados (4 embrides). Ainda, quando foi
aplicado o teste de correlagdo nos valores de recuperagao embrionaria dos diferentes grupos,
um alto coeficiente de correlagdo foi observado, o que reforca ainda mais a diferenga entre os
grupos estro longo e sem estro e a tendéncia de que com um niimero maior de embrides seria
possivel observar diferenga estatistica inclusive entre os grupos que receberam estrogeno, o
que afirma a hipotese do trabalho.

No tocante ao crescimento médio dos embrides, nao foi possivel observar diferenca
significativa entre os grupos, porém quando analisamos a correlagdo entre eles existe uma forte
correlagdo apontando para uma vantagem do grupo EL em relagdo ao SE, dado o alto
coeficiente de correlagdo. Os embrides do grupo EL apresentaram taxas de crescimento
numericamente maior, mesmo que inicialmente tivessem um tamanho médio menor que os
embrides utilizados em outros grupos. Baseado nisto, a exposi¢ao ao estrogeno parece favorecer
o crescimento dos embrides. Foi demonstrado por Silva et al. (2019) maior expressao génica e
proteica da uterocalina no dia 4 ap6s a administracdo de P4 LA em receptoras aciclicas expostas
a um longo tratamento com estrogeno (7 dias) previamente a P4. A uterocalina ¢ uma proteina

de transporte que carreia lipideos e pequenas moléculas lipoproteicas para dentro do embrido,
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transpondo a capsula glicoproteica embriondria, sob estimulo da P4 CROSSETT et al., 1998).
Sendo assim, uma das possiveis explicagdes para a maior recuperacdo de embrides em €guas
preparadas com estradiol, principalmente por um maior periodo, seria a maior secre¢ao da
uterocalina pelo endométrio. No entanto, ainda ¢ incerto como um maior tempo de estimulo do
estradiol sobre o endométrio é capaz de aumentar a secre¢do de uterocalina apos a
administracdo da P4. Além disso, ¢ muito provavel que existam outros fatores que também
interfiram na qualidade do ambiente uterino e, consequentemente, no desenvolvimento do

embrido.

Em relag¢do ao tonus uterino, foi observado discreto incremento no grupo que recebeu
apenas P4. Nos grupos onde o BE foi previamente administrado, observamos que ja no DO o
utero apresentava algum tonus antes da aplicagdo de P4, ainda que o aumento mais significativo
ocorresse apds a exposi¢ao do utero a acao da P4 (HAYES; GINTHER, 1986). O aumento do
tonus se deve a presenca de progesterona, uma vez que apenas na presen¢a deste hormonio a
tonicidade uterina se desenvolvera de maneira evidente, porém foi observado que a maior
tonicidade encontrada no utero se desenvolve quando o mesmo ¢ exposto de maneira simultanea
ao estrogeno e a progesterona (HAYES; GINTHER, 1986). Esse fato foi observado nesse
trabalho, embora a diferenca estatistica s6 tenha sido observada no DO e D5, o que pode ser
explicado pelo baixo numero de animais permitindo que variacdes individuais nas éguas
interferissem nos resultados. Este hormonio também ¢ essencial tanto no periodo inicial da
gestacdo quanto para sua manutencdo (HAYES; GINTHER, 1986). Alguns trabalhos ja
correlacionaram aumento nas taxas de perda embrionaria com a baixa tonicidade do utero das
receptoras no momento da transferéncia (CARNEVALE et al., 2000). A P4 responsavel pelo
tonus uterino também promove a secre¢ao de uterocalina que favorece a nutricdo embrionaria
através do transporte de lipideos pela capsula embriondria (CROSSETT et al., 1998).

Ja esta bem estabelecido que o estrogeno € responsavel por induzir o edema uterino,
particularmente devido a sua capacidade de promover vasodilatagdo endometrial (VALLEJO
et al,, 2017). Neste trabalho o grupo que foi mais exposto a agdo deste hormonio ndo
demonstrou diferenca quanto ao grupo que recebeu apenas uma dose de BE, porém ambos os
grupos apresentaram superioridade em relacao ao grupo que recebeu apenas P4. A presenca de
edema uterino significa que o estrogeno se ligou ao seu receptor e, por consequéncia, promoveu
proliferacdo celular bem como produgdo e liberacdo de proteinas as quais contribuem para o

incremento da imunidade ¢ melhora do ambiente uterino (SILVA et al., 2017).
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Para a comprovagdo da hipotese deste trabalho ainda é necessario um nimero maior de
animais, uma vez que observamos tendéncias de favorecimento a sobrevivéncia e crescimento
embrionario em receptoras que receberam aplicagdao de estrogeno. Pela experiéncia pratica, a
administracdo de protocolos hormonais com estrogeno, principalmente que mimetizam um
estro longo, trazem beneficios j4 que aumentam as chances de recuperacdo embrionaria e de
obter embrides de melhor qualidade. Além disso, a exposicdo prévia ao estrogeno promove
vasodilatacdo e melhora no niimero de células de defesa local (AURICH, 2011), diminuindo
assim o aparecimento de possiveis inflamagdes/infecgdes uterinas apds a TE. Por fim, a nao
observagao de um resultado estatistico significativo na taxa de crescimento médio, tonus e
edema uterino deve-se ao baixo numero de amostras utilizadas neste trabalho, tendo como
consequéncia a impossibilidade de demonstrar um melhor desempenho dos embrides
recuperados de receptoras do grupo estro longo. Entretanto foi encontrada diferenca
significativa na taxa de recuperacdo entre o grupo estro longo e sem estro sendo que para
comprovar nossa hipdtese, de que a maior exposicao ao estrogeno apresenta vantagem inclusive
sobre o grupo que recebeu menor dose estrogénica, seja em éguas ciclicas quanto aciclicas, um
maior nimero de embrides recuperados se faz necessario, j4 que no final de uma estacio de

monta a escolha do protocolo estrogénico pode promover uma diferenga significativa.

5. CONCLUSAO

Podemos concluir que a exposi¢ao mais prolongada ao estrogeno € importante para a
sobrevivéncia embrionaria, ja que a taxa de recuperacao embriondria do grupo LE foi superior
ao grupo SE, fato que ndo se repetiu quando os grupos EC e SE foram comparados. Em relagado
ao desenvolvimento embrionario, com o nimero de embrides utilizados neste estudo, ndo é
possivel apontar crescimento significativo nos grupos que receberam estrogeno previamente a

progesterona.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho propusemos simular uma crescente exposi¢do estrogénica de fonte
exdgena avaliando assim a resposta embriondria a este ambiente em comparagdo a um utero
com pouca ou nenhuma influéncia deste hormonio. Os dados apontam beneficios do estrogeno
anteriormente a P4, uma vez que embora ndo haja diferenca estatistica, existe diferenca
numérica principalmente quando comparamos os grupos que receberam BE e o que recebeu
apenas P4 LA. A aplicagdo do teste de correlacdo apontou forte associa¢do entre o estrogeno e
as melhores taxas de crescimento e recuperagao.

Devido aos varios desafios encontrados ao longo da realizagao deste experimento como,
por exemplo, a baixa resposta a multiplas ovulagdes da espécie, a necessidade do uso de éguas
ciclicas e aciclicas no mesmo periodo de apenas trés meses somado ao fato de que uma vez
aplicado a PALA, as receptoras aciclicas ficariam indisponiveis para utilizagdo por um periodo
superior a trinta dias (até a eliminagdo do hormonio seguida pela perda da tonicidade uterina).
Estas dificuldades inerentes a propria técnica de transferéncia de embrido, acabaram
comprometendo a obtengdo de um maior nimero de embrides em cada grupo.

Em relacdo ao nimero de embrides recuperados, todos os cuidados foram tomados para

garantir a menor interferéncia humana possivel nos resultados. Todas as transferéncias foram
realizadas pelo mesmo profissional, com experiéncia prévia, utilizando a técnica de Wilsher
(CUERVO-ARANGQO et al., 2018b), segundo a qual a influéncia do operador ¢ minimizada ao

maximo. Aqueles embrides que ndo se enquadravam nas classifica¢cdes como grau I e 11

(MCKINNON; SQUIRES, 1988), foram descartados para que ndo comprometessem os
resultados. A manipulagdo embrionaria também foi efetuada pelo mesmo operador e, meios de
cultivo celular e os horarios das coletas e transferéncias foram, aproximadamente, os mesmos.

Um maior numero de coletas embriondrias deve ser realizado a fim de verificar se essa
tendéncia realmente retrata uma diferenca significativa, além de tentar determinar quais sdo as
melhores concentragdes e doses de estrogeno a serem utilizadas, ja que os autores reconhecem

a dificuldade na aplicagdo de multiplas doses de medicamentos, tanto em relagdao ao custo

quanto a mao de obra despendida em tal processo.
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