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ASPECTOS PRATICOS NA AVALIACAO DO CORPO LUTEO

Juan Cuervo-Arango

Department of Equine Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Utrecht University,
The Netherlands.

1 INTRODUCAO

Em muitos casos a identificagdo correta do corpo luteo (CL) na égua, a
estimativa aproximada de sua idade (em relacdo ao dia da ovulacdo) e o grau de
funcionalidade (CL ativo ou nao funcional) € uma ferramenta muito util para o clinico
veterinario no momento do diagndstico da fase de estro do ciclo da égua. Assim
como para decidir se é necessario administrar PGF2a ou suplementar com
progesterona quando a égua esta prenhe. Para isso, focaremos na morfologia e
ecogenicidade do CL, seu tamanho, o grau de vascularizacdo (com o modo Doppler)
e, claro, as caracteristicas uterinas (grau de edema endometrial, tbnus e forma do

endométrio).

2 MORFOLOGIA E FUNCIONALIDADE DO CORPO LUTEO NORMAL

O CL da égua pode adotar diferentes morfologias, depois da ovulagéo,
mantendo uma funcionalidade totalmente normal (producdo de progesterona),
independentemente da sua morfologia (Cl sélido vs. cavitario). Esta, em alguns
casos, pode causar uma confusdo sobre o tipo de estruturas que observamos: um
CL (proveniente de uma ovulagdo normal) ou um foliculo hemorragico. Este fato se
deve, pois, aproximadamente metade dos corpos luteos das éguas sofrem uma
hemorragia interna no interior da glandula luteal, entre 20 a 72 horas apés a
ovulacdo, formando uma cavidade central (corpo hemorragico ou CH). Algumas
dessas cavidades podem se tornar muito grandes, reduzindo o tecido luteal a uma
simples borda delgada na periferia do CL, que pode ser muito semelhante a
morfologia de um foliculo hemorragico em fase coagulada (fig. 1a e 1b), podendo ser
confuso se a égua nado € revisada com frequéncia. A principal diferenca entre a
cavidade central do CL e a do antro de um foliculo hemorragico (HAF), é que o
sangue da cavidade do CL normal se coagula muito rapido (12 — 20 h) apresentando
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trabéculas de fibrina, enquanto que no HAF o antro folicular mantém um estado de
sangue liquido (sem coagular) durante pelo menos 48 h, devido a presenca de
substancias similares a heparina no liquido folicular. Além disso, o tamanho do HAFs

geralmente é maior do que o foliculo pré-ovulatério original.

A cavidade central do CH é visualizada durante varios dias, inclusive durante
todo o diestro (14 dias), embora cada vez menor (encolhendo com os dias). O outro
tipo de CL, o corpo luteo solido, é mais facil de identificar, ja que ndo tem cavidade

central (fig. 2).

Fig. 1a (esquerda): CL normal de 72 h de idade com uma extensa cavidade central
(hemorragia pds-ovulagéo) e Fig. 1b (direita): foliculo hemorragico patolégico (nunca
ovulado) 72 h ap6s o inicio da hemorragia folicular (antro folicular pontilhado).
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Fig. 2. Corpo luteo soélido (sem cavidade central) 10 dias de idade.

Uma vez que o corpo luteo é lisado, seja pela acdo enddogena da PGF2a
endometrial ou pela administracdo exdégena de dinoprost, cloprostenol, luprostiol ou
qualquer outra PGF sintética, diminui de tamanho e muda sua ecogenicidade (as
bordas tornam-se menos ecogénicas e 0 centro mais ecogénico), no entanto, pode
permanecer visiveis durante 3 - 5 dias apos o tratamento com PGF. Esta estrutura é
chamada de corpo albicans (CA), comumente denominado como CL velho. O
tamanho desses CAs geralmente é igual ou inferior a 15 mm de diametro e néo
produz sinais Doppler (Fig. 3a) ao contrario de um CL ativo (Fig. 3b). Quando houver
foliculos estrogenicamente ativos (mesmo que pequenos) e um CA, havera

presenca de edema endometrial, uma vez que a progesterona é basal (< 1 ng / mL).
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Fig. 3 (esquerda): corpo lateo ndo funcional (CA) sem sinal Doppler, 3 dias ap6s o
tratamento com PGF e Fig. 3b (direita) CL normal funcional com sinais Doppler
sobre toda a superficie do CL.

Tenha em mente que, em alguns casos, especialmente quando aplicamos
PGF a uma égua no inicio do diestro (3-5 dias apds a ovulacdo), o CL pode regredir
e até ndo ser visivel pela imagem ultrassonografica, mas produzir suficiente
progesterona para manter a égua em diestro. Esse fenbmeno €& chamado de
lutedlise parcial e caracteriza-se por uma queda na concentracdo de progesterona
seguida de ressurgéncia a niveis de 2-3 ng / mL. O CL regride, e um foliculo comeca
a crescer até tamanhos pré-ovulatorios e pode mesmo ovular. No entanto, o Utero
mantém ténus alto, morfologia tubular, sem edema endometrial e com a cérvice
fechada. Se inseminarmos essas éguas, a fertilidade sera muito baixa. Um segundo
tratamento com PGF é suficiente para lisar completamente CL em casos de
lutedlises parciais e atingir edema endometrial satisfatério e que a égua entre no
estro.

Em éguas em que a prenhez € mantida com progesterona ou altrenogest
exégenos, o tamanho do CL e do sinal Doppler pode ser usado para avaliar o seu
grau de funcionalidade e assim ser capaz de interromper o tratamento com
progesterona. Esse procedimento € comum quando usamos éguas receptoras em
transicdo. Uma vez diagnosticada a prenhez, as éguas sédo capazes de produzir
ovulacbes e corpos luteos primarios e secundarios. Um CL ativo que produz

progesterona terd um didmetro maior que 20 mm e um sinal Doppler ativo.
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3 ESTIMATIVA DA IDADE CL

Ha momentos em que é util saber com certa precisdo o dia da ovulacao
(idade CL). Primeiro, quando lidamos com um grande rebanho de receptores, muitas
vezes ndo é possivel revisa-las todos os dias, por razbes o6bvias de tempo e
logistica. Embora os embrides frescos permitam uma assincronia flexivel (-1 a +4
dias), quando o numero de embrides e receptores € semelhante ou quando usamos
embrides produzidos in vitro (eles precisam de uma sincronia maior), € uma
vantagem entdo conhecer o dia exato da ovulacdo. Em segundo lugar, quando
trabalhamos com monta natural (Puro Sangue Inglés) tendo em vista que o sémen
dura na égua cerca de 3 - 4 dias, ndo é necessario verificar as éguas todos os dias,
mas é Util conhecer o dia da ovulacdo para estabelecer o momento ideal do
diagnéstico de prenhez, especialmente quando h& dupla ovulacdo. Por ultimo,
guando avaliamos uma égua pela primeira e a encontramos em diestro com um CL,
€ importante estimar o momento da ovulacéo e assim a idade do CL, especialmente
para evitar administrar a PGF com CL menores do que 5 dias, jA que nao
responderao e pior, ocorrera uma lutedlise parcial. Ou se acreditamos tratar de uma
ovulacdo recente, pois ainda temos tempo de inseminar a égua, ja que 0 odcito se
mantém viavel durante 12 — 15 horas ap0s a ovulacao.

Existem trés métodos para estimar a idade de um CL: 1) avaliacdo da
morfologia e por palpacdo da area pos-ovulatoria e CL inicial; 2) avaliacdo da
ecogenicidade na area poés-ovulatéria e CL inicial, e finalmente; 3) a avaliacdo da
morfologia e ténus uterino. Com a combinacdo destes trés métodos geralmente é
possivel estimar a idade do CL com um erro de 12 — 24 h entre o dia 0 e 3 apds a
ovulacao (erro igual ao que temos quando revisamos as éguas a cada 24 h). Ndo é
possivel estimar a idade do CL em éguas que ovularam entre 5 e 12 dias, pois o CL

tem um aspecto muito similar.

3.1 Avaliacdo da morfologia e palpacao da area pés-ovulacéao e CL inicial:

Uma vez que o foliculo colapsa (ovulagdo normal), a maior parte do liquido
folicular € evacuado (>90%) em poucos minutos. A area pos-ovulatoria permanecera
sem fluido (sangue) por pelo menos 12 h. A area pos-ovulatoria permanece sem

bordas ou limites diferenciados durante 20 h aproximadamente. Ou seja, é dificil
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diferenciar aonde termina a area da ovulacdo e aonde comeca o resto do estroma
ovariano, em outras palavras ndo ha um CL com bordas bem definidas,
simplesmente denominamos de &rea pds-ovulatdria. Na palpacgéo, é possivel sentir
uma depressdo na éarea da ovulacdo ligeiramente dolorosa ao toque. Neste
momento vocé ainda pode inseminar a égua. Entre 20 e 24 horas comecamos a
observar as bordas do que sera o futuro CL. Também a partir das 20 h podemos
comegar a observar pela primeira vez uma cavidade com sangue (no caso de se
formar um CH). Entre as 24 e 36 horas € quando se forma o CL, o qual tem as
bordas bem definidas. Em caso de observarmos uma cavidade coagulada, o CL
geralmente tera menos de 48 h. Conforme o CL se torna mais velho, a palpacao do

mesmo fica mais evidente.

3.2 Avaliacédo da ecogenicidade da area pdés-ovulatoria e CL inicial:

A area pos-ovulatéria permanece homogénea e hipoecoica (similar ao resto
do estroma ovariano) durante 12 — 16 h. A partir das 16 — 20 h a ecogenicidade da
area pos-ovulatéria e CL inicial comeca a se intensificar (mais ecogénica) até
alcancar o pico maximo as 48 — 60 h. A partir deste momento a ecogenicidade
comeca a diminuir até alcancar a densidade tipica de um CL maduro (Fig. 2) por

volta do dia 3 — 4 apés a ovulacao.

3.3 Avaliacdo da morfologia e do ténus uterino:

Durante as primeiras 24-36 horas apds a ovulacdo, o Gtero mantém uma
ecogenicidade de estro, com um ligeiro edema endometrial e morfologia achatada e
tbnus flacido. Por sua vez, a cérvice continuara aberta. Entre 36 e 48 h, o edema
desaparece completamente, embora a ecogenicidade heterogénea seja mantida e o
Gtero comece a adquirir uma morfologia mais tubular, mas o tbnus do utero
permanece baixo. A partir de 72 h é quando a morfologia uterina é tubular e o tbnus

uterino aumenta, semelhante ao de uma égua no meio do diestro.
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4 RESUMO DA ESTIMATIVA DO DIA DA OVULACAO E IDADE DO CL

4.1 Dia 0 (idade de 0 a 24 h):

Area po6s-ovulatéria hipoecdica, sem bordas definidas (Fig. 4a). Auséncia de um CL
bem definido. Morfologia uterina de cio (Fig. 4b). Se a éarea pods-ovulatoria &
ecogénica e/ou tem uma cavidade de sangue liquido, mas ainda ndo existe um CL
bem definido, encontra-se ao final do dia 0 (20 — 24 h p6s ovulagéo).

Fig. 4 (esquerda) area poés-ovulatdria < 12 h de idade (Dia 0). 4b (direita): Utero
achatado com leve edema imagem, feita na mesma hora da ovulagéo.

4.2 Dia 1 (idade de 24 a 48 h):

Ha4 um CL com bordas parcialmente bem delimitadas (Fig. 5a), uma
ecogenicidade maior (claramente diferente do estroma ovariano), mas ainda néao
maxima. O (tero, no entanto, esta flacido e achatado, algum edema endometrial é
visivel e a cérvice permanece aberta. Se uma cavidade no CL for visualizada esta

sera de sangue nao coagulado (Fig 5b).
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Fig. 5a (Esquerda): um CL de 28 h (Dia 1). Observe as bordas parcialmente
delimitadas e o aumento da ecogenicidade (claramente mais ecogénico do que o
estroma ovariano). 5b (direita): CL de 30 h de idade com uma cavidade central com
sangue liquido (sem coagulacao).

4.3 Dia 2 (48 a 72 horas):

Um CL muito ecogénico, com bordas muito bem delimitadas (Fig. 6a). Se
houver uma cavidade, pode ser liquido ou coagulado. O Utero possui um ténus
intermediario, com morfologia tubular e ecogenicidade intermediaria entre o estro e o

diestro (Fig. 6b). A cérvice comeca a fechar, com ténus baixo-intermediario.

Fig. 6a (esquerda): CL de 60 h de idade (Dia 2). Observe as bordas, diferenciando
claramente a superficie do CL do resto do estroma ovariano. lgualmente, a
ecogenicidade é maxima (muito branca). 6b (direita): itero com morfologia tubular e
ecogenicidade intermediaria.
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4.4 Dia 3 (72 a 96 horas):

CL muito bem delimitado, com menor ecogenicidade, ligeiramente superior ao
estroma ovariano (Fig. 7a e 7b). Se houver uma cavidade no CL, ela estard
completamente coagulada (Fig. 7b). A morfologia e o ténus do utero séo de diestro
(bom ténus, sem edema e morfologia tubular). A cérvice estara fechada, com ténus

médio-alto.

Fig. 7a (esquerda): CL solido de 84 h de idade (Dia 3). Observe a diminuicdo da
ecogenicidade do CL. 7b (direita): CL 90 h (Dia 3) com uma cavidade central
coagulada, com bordas bem definidas e ecogenicidade ligeiramente superior a do
estroma ovariano.
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FOLICULOGENESE NA EGUA
Gustavo Ferrer Carneiro

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade académica de
Garanhuns, Laboratério de Reproducdo Animal — LABRAPE,
Garanhuns, PE, Brasil

1. CONTEXTUALIZACAO DE OOGENESE E FOLICULOGENESE
1.1 Formacéo de Odocitos

A formacdo dos odcitos passa por Vvarios processos, dentre eles estdo:
formacao das células germinativas primordiais (CGPs); migracdo das CGPs para as
futuras gbnadas; colonizacdo das gbnadas pelas CGPs; proliferacdo das CGPs; e
diferenciacdo mitética das CGPs em oogbnia (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
Segundo Curcio et al., (2006) em equinos a multiplicacdo das oogonias inicia-se no
50° dia de gestacéao e se conclui aproximadamente no 150°-160° dia de gestacéo.

De acordo com Araujo et al.,, (2014), as CGPs provém do mesoderma
extraembrionario, no entanto, seu desenvolvimento inicial depende de sinais
oriundos do ectoderma extraembrionario e do endoderma visceral. Entretanto, os
processos de migracao e proliferagcdo das CGPs ocorrem a partir do endoderma do
saco vitelinico. Van den hurk; Zhao, (2005), relatam que os membros da familia do
fator de crescimento transformante $ (TGFb), ossos morfogenéticos a proteina-4
(BMP-4), BMP-8b e BMP-2 foram identificados como reguladores da CGP geracao
do epiblasto, em que BMP-2 é proveniente do endoderma e BMP-4 e -8b sédo
oriundos do ectoderma extra-embrionario.

A formacdo dos odcitos primarios ocorre por acdo meidtica, através da
diferenciacdo das oogonias, e sabe-se que essas células permanecem na fase de
diploteno da Proéfase | até que se inicie a puberdade (ADONA et al., 2013). Sanchez;
Smitz, (2012) relatam que neste periodo sdo essenciais para 0 crescimento e
maturagdo do odcitos, bem como para o desenvolvimento de um embrido viavel
apos a fertilizacdo, a sintese e acumulagcdo de RNAs e proteinas. Os odcitos
primarios sao rodeados pelas células da granulosa, e ainda segundo estes autores,
é fundamental a comunicacao entre estas células, tanto para o desenvolvimento dos

o0citos como para a diferenciacao de células da granulosa.
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A retomada das divisbes meiodticas ocorrem no periodo da puberdade,
durante a ovulacéo, através do estimulo do horménio luteinizante (LH) ocorrendo a
maturagcdo nuclear do odcito, que progride até o estagio de metafase da segunda
divisdo meiodtica (o6cito secundario) momentos antes da ovulagdo (CURCIO et al.,
2006).

Na espécie equina durante o crescimento odcitario, a zona pelacida (ZP), que
possui funcdo protetora em torno do odcito, sofre uma importante mudanca
estrutural e se torna rigida, sendo formada por trés glicoproteinas essenciais nos
processos de oogénese e foliculogénese ZP1, ZP2 e ZP3 (SOYAL; AMLEH; DEAN,
2000).

1.2 Formacéo de Foliculos

Ao processo de formacao, crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos
da-se o nome de foliculogénese. Este processo inicia-se ainda na vida pré-natal, na
maioria das espécies, com a formacéao do foliculo primordial e culmina com o estagio
de foliculo pré-ovulatério (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).

O foliculo é considerado a unidade morfofuncional do ovario, proporcionando
um ambiente ideal para o crescimento e maturacdo do odcito, além de produzir
horménios e peptideos (CELESTINO et al., 2009). O foliculo é composto por um
odcito circundado por células somaticas (granulosa e tecais) e, durante a
foliculogénese, sua morfologia é alterada uma vez que o odcito cresce e as células
da granulosa circundantes se diferenciam (FIGUEIREDO et al., 2008).

A formacéo dos foliculos inicia-se no processo de transicdo da mitose para
meiose, onde as oogbnias transformam-se em odcitos e foliculos primordiais, com
uma camada de 4 a 8 células sométicas, denominadas pré-granulosas e uma lamina
basal formando a primeira categoria de foliculo (ADONA et al., 2013).

Até pouco antes da puberdade as células foliculares primordiais permanecem
em repouso; em seguida os ovarios sofrem influéncia do horménio gonadotrofico
(SOYAL; AMLEH; DEAN, 2000).

Segundo Costa et al., (2012) a formacéo de foliculos € controlada por uma
variedade de gonadotrofinas e de fatores de crescimento locais, que agem em

conjunto para regular a formacéo e o desenvolvimento dos foliculos ovarianos.
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O processo de desenvolvimento folicular ovariano associado a maturacao dos
o0citos esta sob controle dos principios endocrinos convencionais tais como as
gonadotrofinas pituitdrias e os horménios esteroides produzidos pelo ovério;
entretanto alguns autores sugerem que as gonadotrofinas sdo apenas parte de um
complexo sistema de agentes autOcrinos e paracrinos, incluindo os fatores de
crescimento (TONETTA & DIZEREGA, 1989).

O sistema formado pelos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF)
e as proteinas de ligacao de IGF (IGFBP) exercem importantes fun¢cdes no controle
do desenvolvimento folicular e atresia em animais domésticos (MONGET et al,
2002). O IGF aumenta a proliferacdo de células da granulosa, a esteroidogénese e o
crescimento do odcito (SILVA et al., 2008; LUZ et al.,, 2015). O sistema IGF é
composto por diferentes elementos, ou seja, IGF-1 e IGF-2, dois tipos de receptores
(IGFR-1 e IGFR-2) e seis IGFBP (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 e -6). Ambos receptores de
IGF estédo presentes em células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e
antrais (LEITAO et al. 2009; MAGALHAES et al., 2012).

ApGs a ovulagdo, o sistema IGF pode estar envolvido na manutencdo e na
regressao do corpo luteo (HASTIE; HARESIGN, 2006).

De acordo com Gurgel et al., (2008) a dinamica folicular, que € o processo de
crescimento e regressao dos foliculos nos ovéarios das éguas, € diretamente
influenciada por fatores extrinsecos como nutricdo, temperatura, estresse e
fotoperiodo.

Os foliculos ovarianos séo classificados, geralmente, em pré-antrais e
antrais (ADONA et al., 2013). A formacdo do foliculo pré-antral divide-se em trés
etapas: ativacdo de foliculos primordiais, transicdo do foliculo primario para
secundario e desenvolvimento de foliculos secundérios para o estagio pré-antral. Na
transicdo do estagio primordial para o primario obeserva-se foliculos com algumas
células da granulosa achatadas e cuboidais, 0 estagio secundario inicia-se com o
desenvolvimento de uma segunda camada de células da granulosa, prossegue com
adicdo de até sete camadas e conclui-se com o desenvolvimento gradual de uma
cavidade antral com um diametro folicular de cerca de 250 um (FORTUNE, 2003).

A fase antral, se caracteriza pela formagcdo do antro, bem como pela
diferenciacdo das células da granulosa em cumulus e compartimentos de células
murais que permite ao oocito a retomada do processo meiético (SANCHEZ; SMITZ,
2012).
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O processo de diferenciacdo das células da pré-granulosa e granulosa,
durante o desenvolvimento folicular, ainda € desconhecido, entretanto sabe-se que
moléculas como o kit ligante e seu receptor c-kit, fator de diferenciacdo de
crescimento 9 (GDF-9) e a BMP-15 fazem parte deste mecanismo (FORTUNE,
2003; MONIRUZZAMAN; MIYANO, 2010; ROSALES-TORRES; SANCHEZ;
AGUILAR, 2012).

1.3 Maturacéo Oocitéria

Segundo Blanco et al., (2011), em mamiferos a maturacao oocitaria define-se
como a sequéncia de eventos que ocorrem desde o estagio de vesicula germinativa
até o término da segunda divisdo meibética, com formagédo do segundo corpusculo
polar. Uma série de transformacdes no nucleo e citoplasma do odécito em seu
desenvolvimento até o estadio de metafase da segunda fase da meiose caracteriza
a sua maturacdo (SANCHEZ; SMITZ, 2012; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

No processo de maturacdo nuclear na fase de transicdo entre préfase | e
metafase Il ocorrem varias fosforilacbes e desfosforilagdes, envolvendo proteinas
gue participam do reinicio e da regulacdo da meiose na maturacdo do odcito. Entre
as proteinas que mais se destacam no periodo da maturacdo, estdo as do fator
promotor da maturacdo (MPF) e as proteinas cinase, ativadas por mitbgenos
(MAPK) (ADONA et al., 2013). Segundo Curcio et al., (2006), é fundamental a
ativacdo da MAPK nas células do cumulus para induzir a retomada da meiose por
acao de gonadotrofinas, porém a ativacdo da MAPK ndo € necessaria nos casos de
retomada espontanea da meiose.

A maturacao citoplasmética esta ligada a competéncia de desenvolvimento,
referindo-se a capacidade do odcito ser fertilizado bem como produzir um embrido
viavel, capaz de se desenvolver e culminando com o nascimento de um individuo
(ARAUJO et al., 2014).

Durante os sucessivos ciclos estrais em mamiferos, se torna necessario o
pico de liberagcdo de LH, para retomada da meiose nos odcitos. Entretanto, a
maturagdo oocitaria em equinos difere dos demais animais domésticos, tendo em
vista que ocorre um aumento gradativo do LH durante os dias de estro e ndo um
pico de liberacdo (CURCIO et al., 2006).
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Apesar de haver outros atores envolvidos nos diferentes processos de
desenvolvimento folicular in vivo, tais como condicdo corpérea, idade e
sazonalidade, foi possivel se comprovar a influéncia direta dos hormoénios de
crescimento IGF-I e IGFBP-3 através da identificacdo de receptores nas células do
cumulus e da granulosa em odcitos equinos. Além disso, verificou-se um mecanismo
intrinseco com deteccao de niveis de transcricdo de IGF-1 por PCR tempo real e a
diminuicdo das concentragfes de IGF-I em diferentes tamanhos de foliculos e
aumento da IGFBP-3 nos foliculos pré-ovulatérios quando comparados com as
concentracdes de IGF-I. Esse estudo sugeriu a presenca de fatores de transcricao,
estabilidade e tradu¢cdo do RNAmM comprovando o papel primordial desses fatores de

crescimento na maturacao dos odcitos equinos (CARNEIRO et al, 2002).

2. BIOTECNICAS DA REPRODUCAO NA EQUIDEOCULTURA

A implantacdo de biotécnicas da reproducdo tem como principal objetivo
melhorar o0s indices reprodutivos, favorecendo a producdo de animais
geneticamente superiores, maximizando assim a utilizacdo reprodutiva de fémeas e
machos que apresentem caracteristicas hereditarias desejaveis e permitir que
animais portadores de alteracfes adquiridas ndo compativeis com a reproducao
natural, ndo interrompam a atividade (RODRIGUES, 2006).

Apesar da maturacao e fertilizacdo in vitro (FIV) serem biotécnicas utilizadas
rotineiramente na espécie humana e em diversas outras espécies domésticas, 0s
avancos sdo limitados na espécie equina. Baseado em diversos estudos, odécitos
equinos imaturos sdo capazes de completar meiose, porém fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario dos mesmos tem sido limitado (ZHANG et al., 1989;
WILLIS et al., 1991; SHABPAREH et al., 1993; SQUIRES, 1996; GOUDET et al.,
2000). Em um experimento de maturacao in vitro, observamos um efeito positivo da
adicdo de IGF-1 no meio de maturacéo nos efeitos da maturacdo citoplasmatica de
oocitos equinos medidos atraves de partenogénese (CARNEIRO et al, 2001)

Realizando estudos sobre a dinamica folicular em éguas Gurgel et al., (2008)
relatou que para manipular o ciclo estral e consequentemente aplicar biotecnologias
da reproducdo, é fundamental esclarecer os mecanismos de desenvolvimento

folicular, assim como selecéo do foliculo dominante.



24

Gastal; Gastal, (2011), realizaram estudos sobre a utlizacdo de
ultrassonografia em modo B e Doppler colorido durante o periodo pré-ovulatorio com
intuito de estudar mudancas morfolégicas bem como de fluxo e perfusdo sanguineos
do foliculo pré-ovulatério em equinos. No entanto, Rodrigues, (2006), utilizou a
técnica de aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom em éguas com
objetivo de avaliar a taxa de recuperacéo de odcitos de foliculos pré-ovulatorios.

Devido ao insucesso adquirido com a FIV na espécie equina, técnicas de
reproducao assistida como transferéncia de odcitos (TO) transferéncia intrafalopiana
de gametas (GIFT) e microinjecéo intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI tém
sido utilizadas como alternativas.

A vitrificacdo de odcitos, segundo Polenz, (2016) pode ser de grande
importdncia na manutencdo genética apds a morte assim como nha pesquisa
cientifica preservando odcitos em diferentes estagios de maturacdo. Carnevale;
Frank-Guest; Stokes, (2010) e Ribeiro et al., (2008) relatam que produtos advindos
de fémeas de elevado padrdo genético, por meio da conservacdo dos ovarios,
tornaram-se possiveis, determinando a continuidade do material genético em

técnicas de Maturacao in vitro (MIV) e Transferéncia de Odcitos (TO).

3. CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, compreender os processos morfofisioldgicos da oogénese e
foliculogénse é de suma importancia para o aprimoramento de biotecnologias da
reproducdo. A Producao in vivo de embrides equinos a partir da técnica de TE
passou a ser rotina na Reproducédo Equina. Com relacao a producéo in vitro, apesar
do grande avanco adquirido nos ultimos anos, varios aspectos ainda necessitam de
esclarecimento. Algumas questdes estdo associadas a avaliacdo da competéncia
biolégica dos gametas e ao proprio sistema de cultivo. Estudos abordando os
diversos mecanismos envolvidos estdo sendo conduzidos em diversos laboratérios
no mundo inteiro. As técnicas de reproducdo assistida como ICSI, TO e GIFT
servem como alternativas e passam a ser utilizadas com o objetivo de transpor parte
desses obstaculos auxiliando em uma maior compreensdo dos diversos aspectos

envolvidos na MIV de o6citos equinos.
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FOLICULO ANOVULATORIO HEMORRAGICO NA EGUA

Juan Cuervo-Arango

Department of Equine Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Utrecht University,
The Netherlands.

A sindrome do foliculo hemorragico anovulatério (HAF, do inglés para
hemorrhagic anovulatory follicles) também denominado foliculo anovulatério
luteinizado (LUF, do o inglés para luteinized unruptured follicle) € a patologia
anovulatoria mais frequente na égua ciclica durante a temporada reprodutiva. De
etiologia desconhecida, provavelmente de origem multifatorial. Caracteriza-se por
apresentar um padrédo de crescimento folicular normal assim como o padréo de
edema endometrial que produzem é similar ao dos foliculos ovulatérios. Mas ao
contrario destes, os HAFs sofrem uma hemorragia em seu antro e luteinizam sem
chegar a romper-se, portanto o odcito ndo pode ser liberado. Em vez de ovular, o
HAF segue crescendo devido a constante hemorragia intrafolicular, chegando a
atingir diametros de até 100 mm em 48 a 60 horas apoOs o inicio da hemorragia
(visualizado como pontos ecogénicos no interior do foliculo). Finalmente o contetudo
do foliculo hemorragico coagula, assemelhando-se em alguns casos a um corpo
liteo cavitario (corpo hemorragico), o que pode confundir o clinico se a égua nao é
revisada frequentemente.

Nos casos em que a égua s6 apresentou um foliculo pré-ovulatério nesse
ciclo, que formou um HAF, a fertilizacdo néo é possivel, portanto, a égua ndo deve
ser inseminada. Se ja foi inseminada, pode-se informar ao proprietario que devera
ser repetida no proximo ciclo. A incidéncia estd em torno de 5% de todos os ciclos
estrais em uma populacdo normal de éguas. No entanto, uma pequena porcentagem
de éguas (chamadas coloquialmente “repetidoras”) podem desenvolver HAFs em 40
— 50% de todos os seus ciclos, o que representa um grave problema de infertilidade.
N&o existe um tratamento especifico desta patologia, uma vez que ao se
diagnosticar é tarde demais para fazer qualquer coisa, tendo em vista que o odcito ja
se encontra degenerado. A maioria das éguas entrara em cio aos 14 — 15 dias apos
a formacgéo do HAF, devido a sensibilidade destes a liberacdo endégena de PGF2a
(como um CL normal), tendo uma ovulacdo no proximo cio. Nado se recomenda

induzir o estro com PGF2a ou seus analogos sintéticos, uma vez que se viu que a
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probabilidade de uma nova formacdo de HAF aumenta apdés 0 uso destes
horménios. Em éguas pré-dispostas a desenvolver HAF (repetidoras) de alto valor,
um programa de aspiracdo de odcitos poderia ser realizado para a subsequente
producdo de embrides in vitro, uma vez que aqueles séo férteis se forem aspirados
antes do inicio da hemorragia. Também se recomenda a interrup¢do de qualquer
tratamento com anti-inflamatorios néo esteroides (AINES), uma vez que estes podem
interferir no processo ovulatorio fisioldgico e podem induzir a formagdo de HAF (em
doses elevadas ou tratamentos prolongados com fenilbutazona ou flunixin -

meglumine).

O clinico deveria treinar para diferenciar um foliculo hemorragico anovulatério que é
patolégico, de outros foliculos anovulatérios (fisiolégicos) que podem alcancgar
tamanhos pré-ovulatérios sem chegar a ovular, como nos casos dos foliculos
transicionais e alguns foliculos de diestro. Ao contrario dos HAFs estes ndo se
luteinizam e a quantidade de pontos ecogénicos no antro € muito menor. Estes
foliculos ocorrem geralmente na transicdo primaveril entre o inverno e a primeira
ovulacdo do ano. Eles também podem ocorrer como resultado de ondas foliculares
de diestro. Neste Ultimo caso, a égua apresenta um corpo lateo e ndo ter4 edema

endometrial.

Um tratamento (ainda em fase experimental) foi desenvolvido para este tipo
de éguas repetidoras de HAFs que consiste na administracdo intrafolicular, com um
auxilio de uma sonda transvaginal guiada por ultrassom, de PGE2 (500 pg) e PGF2a
(125 pg) em um volume de 0,5 ml. A administragédo deve ser feita 30 — 32 h apos a
administracdo de hCG ou deslorelina, quando a égua tiver um foliculo pré-ovulatério
> 32 mm de diametro e edema endometrial. A ovulagdo ocorre nas 12 horas
seguintes, evitando-se a formacado do HAF e permitindo uma correta liberacdo do
oocito.

O veterinério clinico também tem que conhecer e saber diferenciar um HAF
de um corpo liteo com uma hemorragia central (corpo hemorragico) que é formado
depois de uma ovulacdo normal, tendo em vista que em algumas ocasides eles
podem apresentar um aspecto muito semelhante. Em éguas que revisamos
frequentemente (a cada 12 h) ndo ha problema, uma vez que para diagnosticar uma
ovulacdo normal deve haver evidéncia do colapso completo do foliculo pré-ovulatério

com evacuacao total ou pelo menos de 90% do liquido folicular. Na imensa maioria
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das éguas este processo é rapido e esta completo em menos de 4 minutos, contado
desde o comeco da evacuacéo folicular, geralmente indicado pela deformacdo do
foliculo apontando ao seu préoprio 4pice e em alguns casos pela presenca de
particulas ecoicas em seu antro folicular.

Em éguas que verificamos com menos frequéncia (>24 h), em 30 — 40% das
éguas formardo um corpo hemorragico que € preenchido rapidamente com sangue e
em alguns casos pode parecer um HAF. Um corpo hemorragico, ao contrario do
HAF, apresenta bordas irregulares e tamanho igual ou menor ao do foliculo pré-
ovulatorio.

Outra apresentacdo semelhante de ovarios com foliculos hemorragicos é a
que ocorre em éguas gestantes entre 40 e 120 dias de gestacdo. Neste caso
podemos observar luteinizacdo e hemorragia em foliculos de tamanhos muito
menores do que o de HAFs em éguas ciclicas (entre 20 e 30 mm normalmente) e
até ovulacdes (com colapso completo do foliculo) devido ao constante efeito, da
gonadotrofina coridnica equina (eCG) produzida pelos céalices endometriais, sobre os
foliculos antrais O clinico deve estar ciente do possivel efeito do eCG nos ovarios,
pois em éguas que abortaram entre 40 e 120 dias de gestacdo, € comum ver esse
efeito sobre a ciclicidade, produzindo infertilidade transitoria devido a irregularidade
dos ciclos e a efeito negativo do eCG sobre a qualidade do od6cito. Menos frequente,
mas também possivel, 0 eCG pode ser encontrada nas éguas poés-parto (apéds a
gestacdo a termo) devido a retencéo patoldgica dos calices endometriais. Em éguas
gue abortaram antes de 120 dias, o0 melhor manejo é esperar o efeito do eCG passar
(geralmente até os 120-150 dias). Por outro lado, éguas positivas para eCG podem
ser utilizadas como receptoras de embrides, desde que tenham por pelo menos dois
ou trés dias edema endometrial claro. Em casos de retencéo de calices endometriais

apos gestacdes a termo, usualmente é necessario a excisao histeroscopica.
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1. INTRODUCAO

O comportamento reprodutivo e ciclo estral das espécies de zebras baseiam-
se na observacdo de animais livres na natureza e mantidos em zooldgicos,
associado a dados coletados de pecas anatdbmicas de animais sacrificados, porém o
conhecimento sobre o ciclo estral, atividade ovariana, e a dinamica folicular, ainda
permaneciam desconhecidas. Além disso, pesquisas ligadas a jardins zooldgicos
tém determinado alguns detalhes sobre ciclo biolégico das fémeas assim como inicio
da puberdade e da vida reprodutiva através de estudos de comportamento (NUNEZ
et al., 2011).

A presenca, populacdo e diametros foliculares, presenca de corpo lateo,
assim como as dosagens hormonais documentadas foram frutos de observacfes a
partir de pecas coletadas de animais abatidos da espécie zebra da Montanha
(Equus zebra hartmannae) evidenciando a presenca de foliculos de diametros
variados, entre 20 — 40 mm no proestro e presenca de corpo liteo e corpos albicans
em fémeas gestantes (LILIAN et al., 1988). Em experimentos de puncgao folicular
(OPU) para coleta de odcitos para producao in vitro de embrides (IVF) em animais
abatidos e criados em cativeiro onde foliculos a partir de 25 mm foram puncionados,
produzindo odcitos de excelente qualidade em zebras da Planicie (Equus burchelli) e
de Zebra da Montanha (Equus zebra hartmannae) (MEINTJES et al., 1997).

A Transferéncia de Embribes (TE) entre as espécies de zebras tendo éguas
como receptoras, ja se mostrou eficiente na producdo de individuos normais e saos,
e trata-se de uma alternativa para preservagdo de genes puros (BENNET el
al.,1985; SUMMERS et al.,1987), pois ha 04 subespécies de zebras, que diferem
entre si cromossomicamente (CORDINGLEY et al., 2009a) tal variedade genética

pde em risco espéecies ameacgadas de extingdo como a zebra da Montanha (Equus



32

zebra hartmannae) e a zebra de Grevy’s (Equus grevyi) por conta da hibridizacéo
pelo acasalamento com a zebra da Planicie (Equus Burchell) que produzem
individuos vidveis, mas estéreis, além de gerar uma diluicdo nos genes das espécies
ameacadas, reduzindo drasticamente a quantidade de diferentes genes na mesma
espécie e levando a um risco de extincdo (CORDINGLEY et al., 2009). No entanto,
todos 0s programas que resultaram em nascimento de produtos vivos, foram
realizados sem o devido conhecimento da atividade ovariana, controle folicular e de
ovulagdo, sendo considerado apenas a data de inicio e término do cio, como data
para coleta de embrides (ALLEN et al.,1997).

2. BANCO DE RECURSOS GENOMICOS

A pouca disponibilidade de material biolégico € um fator limitante para o
estudo da fisiologia da reproducéo nas espécies selvagens. Dados sdo escassos e
as oportunidades de pesquisa tornam-se limitadas. Além disso, as normas de
importacdo de sémen ou embribes para espécie selvagens ainda ndo estédo
devidamente definidas (SCHIEWE et al, 1991).

O Banco de Recurso Gendmico (BRG) se refere a todos os procedimentos de
coleta, processamento, armazenamento de material genético e uso de gametas,
embrides e outros materiais biolégicos (HOLT, 2000). O BRG associado as técnicas
de reproducdo assistida pode ser uma alternativa viavel para manutencdo de
espécies em extincdo. Hoje € muito mais utilizada para racas raras de espécies
domesticadas (bovino, caprino, ovino, porcino), até pela menor dificuldade da coleta
do material biolégico (HOLT & PICKARD, 1999).

Em nossas pesquisas, a dificuldade encontrada ocorreu primeiramente pelo
baixo nimero dos animais envolvidos com a presenca de um uUnico reprodutor nao
condicionado a coletas de sémen e a dificuldade de importagdo de material genético
de machos da espécie zebra da Planicie (Equus burchelli). Essa dificuldade se
caracterizou n&o so pela dificuldade ou auséncia de comercializagédo de sémen, mas
também do desconhecimento das autoridades sanitdrias no que se referia a
importacdo desse material genético. Uma alternativa foi condicionar primeiramente
um potro de zebra da Planicie (Fig. 1) que havia na propriedade para seu uso futuro
como reprodutor. Para utilizagdo como reprodutor ndo s6 nas fémeas do zoologico

particular, mas também para experimentos com éguas realizando os hibridos.
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Fig. 1: Potro em domesticacdo da espécie Zebra da Planicie (Equus burchelli).
Fonte: autor.

3. CRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS

Allen & Short (1997) documentaram a habilidade que equideos tem de se
reproduzirem livremente com individuos fenotipicamente semelhantes, entretanto
com cariétipos distintos produzindo animais viaveis, mas inférteis ou hibridos.

Curiosamente nos cruzamentos interespecificos, 0 nimero de cromossomos

das espécies envolvidas aparentemente apresenta um papel primordial, visto que
em todos os cruzamentos onde o reprodutor apresenta um namero inferior de
cromossomos diploides, as taxas de concepcdo sao extremamente reduzidas. Ou
seja, no caso de Cavalo doméstico (E caballus 2n = 64) reproduzindo com uma
fémea de Zebra da Planicie (E. burchelli 2n = 44) os resultados documentados séo
muito baixos, enquanto que o inverso (Reprodutor E. burchelli x E. caballus) ocorre

naturalmente (Fig. 2).
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Fig.2: F1 hibrido interespecifico produzido a partir de um macho Zebra da Montanha
(Equus burchelli, 2n = 44) em égua doméstica (Equus caballus, 2n = 64). Fonte:
autor.

4. CRUZAMENTO EXTRAESPECIFICO

O estudo da transferéncia de embrides extraespecifica com o intuito da
obtencdo de uma gestacdo xenogéncia foi fruto de intensas pesquisas,
guestionando-se a interacdo entre o gendtipo fetal e o ambiente uterino maternal
associado ao desenvolvimento e implantagdo placentaria (ALLEN, 1982).

Summers et al. (1987) reportaram transferéncia de embrides de zebra da
planicie (E. burchelli) para égua doméstica (E. caballus) no zoolégico de Londres. A
fémea foi induzida com PGF2a e observada no piquete para monta natural e
presumiu-se a data de ovulag&o. As coletas dos embrides foram realizadas com as
fémeas sedadas e a transferéncia através de técnica cirurgica. Catorze embrides de
zebra foram obtidos de 25 tentativas (56%) de duas doadoras. Desses 14 embrifes,
5 foram transferidos cirurgicamente para receptoras de éguas resultando em 3
prenhezes (60%). Uma perdeu a gestacdo entre os dias 59 e 66 e a outra o potro foi
retirado sem vida por cesariana aos 350 dias de gestacdo. O terceiro potro nasceu
robusto e com saude aos 367 dias de gestacdo. Os outros 8 embrides foram
transferidos para receptoras asinina gerando 2 prenhezes (25%). Uma receptora
perdeu a gestacao entre os dias 53 e 64, e 0 outro nasceu prematuramente aos 292
dias de gestagdo sobrevivendo s6 por 3 horas. De um total de 13 embrides
transferidos (5 para receptoras éguas e 8 para jumentas) apenas um produto

desenvolveu viavel. As receptoras (1 égua e 1 jumenta) que tiveram parto prematuro
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apresentaram sinais de toxemia em torno de 5 dias e 3 semanas antes da perda
gestacional.

A nivel endocrinolégico, concentragdes minimas de eCG (0,5 a 1,5 Ul/ml)
foram detectadas entre os dias 40-56 de gestacao nas 3 éguas levando os embrides
de zebra e apenas uma égua levou a gestacdo a termo. Em contraste as 2
receptoras jumentas tiveram picos elevados de eCG durante a gestacéo (7,0 a 22,0
Ul/ml) e ambas perderam a gestacgéo.

Como conclusédo desses experimentos, ha evidéncias de uma rejeicéo celular
visto que foi detectada alta presenca de linfécitos em contato com o alantocérion
degenerado ou mesmo no epitélio endometrial. Até que ponto essas mudancas
imunoldgicas sdo a causa da morte fetal ou do aborto ainda carece de maiores
estudos visto que foi possivel uma gestacdo ser levada a termo sem apresentar as

mesmas caracteristicas acima.

5. DINAMICA FOLICULAR:

Barros et al. (2014) demonstraram alguns aspectos da dinamica folicular em
zebras de planicie objetivando o controle ultrassonografico da atividade ovariana,
dindmica e crescimento folicular, controle do edema uterino e ovulagéo, durante ciclo
estral natural, assim como em ciclo estral induzido. O experimento foi realizado em
um zooldgico privado, localizado no municipio de Santa Luzia do Tide, MA, Brasil
(latitude 03°57'48" sul e longitude 45°39'30" oeste). Para tal, 4 fémeas de Zebras da
Planicie (Equus burchelli) com idade variando de 5 a 8 anos e pesando em média
370 kg, foram examinadas diariamente por palpacdo retal e ultrassonografia (Pie
Medical modelo Scanner 480) com transdutor linear de 5 Mhz, e os animais contidos

em tronco de palpacao durante o periodo de 1 ano. (Fig. 3).
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Fig. 3: Zebra da planicie (Equus burchelli) devidamente contida em tronco de
palpacdo. Fonte: autor.

O experimento foi dividido em duas etapas: 12 etapa — animais foram
examinados diariamente para determinagdo do intervalo entre as ovulagdes ou
intervalo intraovulatorio (I10) sem inducdo de cio ou ovulacdo, onde a atividade
ovariana era avaliada e a data de ovulacao considerada o DO para inicio do IlO até a
ovulagdo subsequente. E a 22 etapa — animais foram examinados diariamente,
sendo que o inicio do controle folicular foi aleatério e quando era observado corpo
liteo, o agente luteolitco era aplicado, até o foliculo atingir um diametro de > 30 mm
e edema uterino maximo, para aplicacdo do agente indutor de ovulacéao.

No experimento 1, 5 intervalos intraovulatérios e 4 periodos pré-ovulatorios
foram avaliados. No Experimento 2, 10 periodos pré-ovulatérios foram avaliados
apos a aplicacdo de 0.5 ml Dinoprost Tromethamine (Lutalyse®; PG) IM em dia
aleatério apds a presencga de CL. Quando o maior foliculo atingiu o tamanho =230 mm

na presenca de edema uterino, 1500 Ul de hCG (Vetecor®) era administrada.
O ciclo estral natural foi caracterizado por:

a) Longo IO (37.0£1.7 dias);

b) Reduzido numero de foliculos antrais (=3 mm) por dia durante o 11O (media
de, 2.6+0.4 to 3.4+0.2 foliculos);

c) Auséncia de ondas foliculares aparentes;

d) Diametro folicular de 36.2+0.3 mm um dia antes da ovulacao

e) 44% (4/9) de ovulacbes duplas.
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No Segundo experimento com a inducao do ciclo, observou-se:

a) Intervalo desde a aplicacdo da prostaglandina até a ovulacdo foi em média de
5.2+0.3 dias;

b) Intervalo desde a aplicacdo do indutor de ovulacdo (hCG) até a ovulacdo foi em
média de 2.0+0.1 dias;

c) Diametro do foliculo em média de 31.6+1.7 mm um dia antes da ovulacao.

Observamos que o controle ultrassonografico do ciclo estral das zebras é
possivel de ser realizado, desde que o0s animais estejam devidamente
condicionados adaptados e aceitem a rotina de exames e palpacdo retal e
ultrassonografia (Fig. 4).

Fig. 4: Zebra da planicie devidamente adaptada e condicionada a lida no brete de
palpacao.
Nesse estudo podemos demonstrar que a dinamica folicular das Zebras da

Planicie tem algumas diferencas quando comparadas com éguas e jumentas;

Todos os animais tratados responderam adequadamente a lutedlise e a
indugdo de ovulagdo, contribuindo assim para o conhecimento da fisiologia

reprodutiva dessa espécie.
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A curiosidade cientifica, a necessidade técnica do controle dos processos
reprodutivos em animais, aliados a demanda econdmica, impulsionou um ganho
significativo de conhecimento na é&rea da reproducdo no ultimo século,
desencadeando o desenvolvimento gradual de quatro geracdes de biotecnologias da
reproducdo em humanos e animais. O uso destas biotécnicas da reprodugcédo tem
sido de grande importancia na producédo animal. Em termos gerais, as trés primeiras
geracbes de biotécnicas, que incluem (1) a inseminacdo artificial (IA) e a
criopreservacdo de gametas e embrides, (2) a producgéo in vivo de embribes e
transferéncia de embrides e (3) a producdo in vitro (PIV) de embrides pela
fecundacdo in vitro (FIV) amadureceram para se tornarem aplicacdes comerciais de
sucesso em bovinos, por exemplo, facilitando o aumento da producédo animal por
meio da aplicagdo mais proeminente da sele¢do genética, reduzindo intervalos entre
geracdes, auxiliando no controle de doencas e na reducéo de custos de producéo. A
guarta geracédo de biotécnicas da reproducéo engloba processos de menor eficiéncia
e mais experimentais, das quais lideram a clonagem animal por transferéncia
nuclear (TN) tanto com células embrionarias quanto somaticas, a engenharia
genética e a biologia das células-tronco, que tém trazido avancos e prespectivas
cientificas de grande relevancia. Tais tecnologias estdo intimamente entrelacadas
entre si, e com a associacdo a ferramentas moleculares atualmente disponiveis,
pode-se incrementar ainda mais 0S avancos zootécnicos, preservacionaistas e
técnico-cientificos, de acordo com a espécie animal de interesse. Obviamente, o
sucesso na aplicagcdo das biotecnologias avancadas da reproducao dependem de
varios componentes técnicos, que além das variaveis biolégicas pertinentes a cada
espécie, também incluem a habilidade clinica e a experiéncia laboratorial de cada
equipe. Em adicdo, a aplicacédo de tais tecnologias como atividades lucrativas e de
sucesso também permanecera questionavel se nao estiver associada a outros

componentes basicos da producdo animal, tais como a sanidade animal, a nutrigédo,
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praticas adequadas de manejo e producédo animal, e o uso adequado da genética e
selecéo animal.

Quando comparado a outros animais domeésticos, o uso de biotécnicas
avancadas da reproducdo em equinos é mais recente, tendo passado por um
crescimento rapido nos ultimos 20 anos. Tais tecnologias tém sido extensivamente
utilizadas em bovinos, muito em funcdo das particularidades permissivas da espécie,
com enfoque na fertilidade e selegdo animal, havendo também uma maior bagagem
de conhecimento em aspectos da biologia dos gametas, da foliculogénese e do
desenvolvimento embrionario, e de fatores econémicos que sustentam a cadeia
produtiva. Em equinos, as biotécnicas avancadas possuem particularidades que as
aproximam dos objetivos da aplicacdo em humanos, por envolver aspectos
relacionados a infertilidade ou sub-fertilidade. Como os equinos sao freqlientemente
selecionados para reproducdo com base em atributos de desempenho em oposicéo
a fertilidade, o sucesso das biotécnicas pode ser impactado negativamente. Neste
contexto, certas tecnologias se tornam eficazes em abordar exatamente questdes de
fertilidade, permitindo uma maior producdo de genética desejada, ndo limitada as
capacidades de reproducédo natural de éguas e garanhdes, permitindo também a
reproducdo de animais inférteis, sub-férteis, mortos ou mesmo geograficamente
distantes. Um aspecto com carater de extrema relevancia se refere as diferencas
fisiologicas e anatbmicas dos equinos, que podem tornar os procedimentos técnicos
mais complexos, e os resultados finais mais limitados, quando comparados a outras
espécies, como a bovina.

Os objetivos associados ao uso de biotécnicas avancadas da reproducdo em
equinos estdo em sua maioria associados a fins recreativos, havendo resisténcia de
algumas associacbes de racas em aceitar a aplicacdo das biotecnologias como
parte de seus programas. Por outro lado, a aceitabilidade por algumas das
associagfes tem permitido o desenvolvimento cientifico, técnico e de aplicagdo de
inovagao na espécie. Interessantemente, e por tais razdes, muitas tecnologias
alcancaram uma adesédo e uso mais rapido em equinos do que em outras espécies,
com excecao de alguns procedimentos que ainda encontram barreiras por serem
transpostas, como a superovulagdo, a PIV pela FIV e a crioconservagao de
embrides. Apesar da coleta de embribes por lavagem uterina seguida da
transferéncia de embrides ser uma técnica bem sucedida e amplamente utilizada em

equinos, com mais de 25 mil transferéncias registradas ao redor do mundo
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anualmente, ainda ndo foram desenvolvidos procedimentos repetiveis de
superestimulacdo ovariana que permitam uma ovulacdo de mais de trés foliculos,
com a respectiva recuperacédo fidedigna de estruturas viaveis ap0s a coleta. Ja as
biotécnicas avancadas da reproducdo animal sdo aquelas contidas nas duas Ultimas
geracdes, que para embribes, envolvem a PIV pela FIV, a injecdo intra-
citoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e a clonagem por TN. Mesmo em espécies
as quais estas biotécnicas avancadas da reproducdo estdo mais desenvolvidas,
ainda h& desafios bioldgicos e técnicos que limitam sua eficiéncia e aplicagbes para
o desempenho maximo nas atividades produtivas, por vezes afetando a
produtividade e a lucratividade. Enquanto ndo sdo melhor compreendidos e
resolvidos, os desafios bioldgicos e reprodutivos impedem a aplicacdo plena da
gama disponivel de biotecnologias em certas espécies, como a equina, gerando
oportunidades para inovacdes e alternativas técnicas, por vezes temporarias, para a
multiplicacdo de individuos de excecdo. Desta forma, o desenvolvimento de
procedimentos mais refinados visam a adequacdo das atividades conforme as
particularidades e/ou barreiras celulares, fisiolégicas ou anatbmicas que
caracterizam cada espécie animal. Por exemplo, a PIV de embrides equinos pela
FIV ainda ndo encontra sucesso, presumivelmente por questdes associadas a
procedimentos inadequados de capacitacdo in vitro do espermatozoide equino e/ou
aspectos relacionados a zona pelucida de oécitos maturos, como a zona hardening.
Esta barreira na espécie equina estimulou na década de 1990 o desenvolvimento de
processos que a sobrepassem, enquanto ndo se alcangca o0 conhecimento e
resultados devidos pela FIV, como a transferéncia intrafolicular de odcitos (IFOT), a
transferéncia intra-tubarica de odcitos (OT), gametas (GIFT) ou zigotos (ZIFT), a
injecao intracitoplasmética de espermatozoide (ICSI), ou mesmo a clonagem por TN.
Para tanto, h4 a necessidade da obtencdo de odcitos competentes que déem
suporte ao desenvolvimento embrionario e que cheguem a termo para a geracéo de
uma cria saudavel, o que nbem sempre € possivel, dependendo da espécie em
guestao. Neste enfoque, a estrutura folicular dos equinos difere dos ruminantes, com
a presenca de complexos cumulus-oécito (CCO) mais intimamente aderidos a
parede folicular por meio das células do cumulus e da granulosa. Podem-se
recuperar odécitos imaturos, de foliculos antrais terciarios de mais de 1 mm de
diametro, ou maturados in vivo, de foliculos pré-ovulatorios, 24 h apds uso de indutor

de ovulagédo, de foliculo de pelo menos 35 mm em didmetro e edema uterino. Cada
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tipo de CCO tem suas vantagens, sendo mais eficiente a recuperacdo de odcitos
maturos de foliculos pré-ovulatorios pela OPU, os quais também séo limitados em
namero e mais sensiveis a temperatura e outras influéncias ambientais, com o
transporte e a manipulacdo podendo comprometer a viabilidade. Por outro lado, a
recuperacdo de CCO imaturos de foliculos antrais terciarios pela OPU ou
postmortem possui menor eficiéncia, porém as estruturas sdo menos frageis e
podem ser mantidos em estagnacdo meiotica a temperatura ambiente por até 24 h
antes de estimular-se o inicio da maturagdo in vitro (MIV), pela uso de meio com
horménios e incubacdo em temperatura adequada. Dos odcitos imaturos, De fato, o
conhecimento de aspectos relacionados a maturacdo e competéncia oocitaria, em
adicdo a exigéncias no desenvolvimento inicial de embrides equinos, propiciaram a
evolucdo e uso de condi¢cBes especificas que permitem hoje taxas de maturacdao,
clivagem e desenvolvimento embrionario apos cultivo in vitro que cada vez mais se
aproximam dos resultados observados na espécie bovina. Em adicdo, o uso da
micromanipulacdo para assistir no processo de criopreservacao, por exemplo, pela
aspiracao blastocélica, além de propiciar a aplicacdo desta tecnologia em embrifes
outrora mais sensiveis ao processo (> 300 ym), também permite a associagdo a
métodos de diagndstico molecular (diagnostico genético pré-implantacdo, PGD) para
caracteristicas genotipicas de interesse, como por exemplo, a sexagem embrionaria
ou a identificacdo de caracteristicas genéticas desejaveis ou mesmo deletérias.

Uma das técnicas de crescimento mais rapido neste século € a ICSI em
combina¢do com a aspiracdo folicular transvaginal in vivo, ou ovum pick up (OPU),
ou com a obtencdo de odcitos postmortem, o que suplantou a transferéncia de
odcitos (OT) e técnicas correlatas. A OPU € um procedimento que pode ser repetido
a cada duas semanas sem interferir com a atividade normal da doadora, mesmo que
o animal esteja envolvido em atividade esportiva. A coleta pode ser feita em
qualquer periodo do ano, incluindo o periodo fora da estagédo reprodutiva. A OPU-
ICSI também pode ser aplicada com sucesso quando o sémen esta disponivel em
guantidade limitada ou apresenta baixa fertilidade, também sendo indicada para
fémeas com problemas reprodutivos ou em idade avangada, com histérico de
abortos recorrentes ou em competigdo, em qualquer época do ano, inclindo fora da
estacao reprodutiva, entre outras possibilidades.

A clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) tem sido

utilizada com sucesso por diferentes grupos na Argentina, Brasil, Canada, Coldmbia,
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Coréia, Itdlia e Estados Unidos, utilizando procedimentos variaveis, com uma
eficiéncia geral semelhante ou ligeiramente superior ao observado em bovinos ou
caprinos, por exemplo. Atualmente, a clonagem em equinos encontra suporte
principalmente na América do Sul, liderada pela Argentina e Brasil, e mais
recentemente na Colémbia, onde os ovarios de abatedouro sdo disponiveis, com 0s
custos de manutencdo de rebanhos de receptoras sendo mais baixos, em
comparacao com paises da América do Norte ou da Europa, onde ndo h& por vezes
a disponibilidade de abatedouros (EUA), com os odécitos sendo predominantemente
obtidos por OPU de foliculos antrais terciarios. Nao obstante, aspectos relacionados
a falhas de reprogramacédo epigenética, que por sua vez dependem da competéncia
oocitaria e do tipo de célula doadora de nucleo, e uma maior refratariedade a
ativacdo embrionaria apdés a clonagem ainda tornam o processo dificil de ser
estabelecido com repetibilidade e eficiéncia, em equinos e em outras espécies.

A aplicacdo de biotécnicas avancadas da reproducdo em equinos pode ser
dispendiosa e onerosa, com taxas de sucesso limitadas, ndo havendo garantias de
geracdo de descendentes vivos. Existem consideracdes éticas com estes
procedimentos, havendo também certos questionamentos sob o ponto de vista
genético e de bem estar animal. Porém, a aplicacdo de tecnologias como a OPU, a
ICSI ou mesmo a clonagem por TNCS em equinos ndo tem sido associadas a
anormalidades clinicas e de desenvolvimento de forma significativa, a exemplo dos
relatos e incidéncias observadas em outras espécies animais. Finalmente, a maioria
destas técnicas avancadas ainda requer suporte e supervisao veterinaria para a

obtencéo de resultados bem sucedidos.



45

SELECAO DA DOADORA NA EFICIENCIA REPRODUTIVA
Eduardo Malschitzky

Professor Adjunto, Curso de Veterinaria ULBRA

O Brasil é um dos paises do mundo que mais utilizam a transferéncia de
embrides (TE). Além de permitir a obtencdo de um numero maior de descendentes
de reprodutoras de alto valor zootécnico, a TE permite a obtencdo de progénie sem
interferir na campanha esportiva e possibilita a transferéncia de embrides de éguas
em idade avancada e com alteragcOes uterinas para receptoras mais jovens e
reprodutivamente saudaveis. Doadoras de embrides sdo geralmente selecionadas
por sua morfologia, pedigree e desempenho funcional, sem levar em consideragao
sua aptidao reprodutiva. A necessidade de apresentar desempenho funcional, ou ter
uma progénie provada do ponto de vista funcional e de mercado, implica em que
frequentemente sera necessario trabalhar com doadoras de idade avancada.
Quando ainda jovens, por outro lado, muitas vezes € necessario conciliar o manejo
reprodutivo das doadoras de embrido a escala de treinamento.

Considerando as caracteristicas de selecao, a espécie equina esta muito mais
préxima da espécie humana, do que dos demais animais de producdo no que se
refere a utilizacdo das biotécnicas reprodutivas. Como selecdo das doadoras em si
geralmente ndo é definida por veterinarios, € no manejo reprodutivo desta doadora
que podemos trabalhar com mais énfase. E importante conhecermos as limitacdes e
particularidades, a fim de evitar alto grau de frustracdo e prejuizo financeiro, tanto
para proprietarios quanto para os veterinarios.

A importdncia do ambiente uterino para o desenvolvimento fetal foi
demonstrada ha muitos anos, através do cruzamento de animais de raca de tracao
com poneis (FLOOD, 1993; FLOOD, 1996). Esse experimento demonstrou que
diferencas no desenvolvimento fetal, devido ao tamanho uterino eram ainda
observadas apés os trés anos de vida. Experimentos mais recentes, utilizando a
transferéncia inter-racial de embrides, demonstraram que o efeito do ambiente
uterino, além de duradouro, ndo se restringe a caracteristicas morfolégicas (ALLEN
et al.,, 2004; ALLEN et al.,, 2002; TISCHNER, 1987). Uma série de alteracdes
metabdlicas, tais como: maior pressao arterial, niveis aumentados de insulina, bem
como maior sensibilidade a este horménio e aumento da reacdo ao estresse foram

observados nos potros resultantes de embrides de pdneis gestados em éguas Puro
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Sangue de Corrida (PSC) (ALLEN, 2002). Por outro lado, embriées PSC gestados
em éguas poOneis apresentaram menor peso ao nascer e, ainda aos 36 meses,
menor circunferéncia de canela e menor comprimento de canela, radio e ulna4. O
retardo de crescimento intrauterino esta relacionado a maior incidéncia de sindrome
metabdlica, diabetes, Sindrome de Cushing, osteocondrose, asma e hemorragia
induzida pelo exercicio (ROSSDALE; OUSEY, 2003; SATTERFIELD; COVERDALE,
2010).

A “programacgado fetal” estda bem estudada em humanos, animais de
laboratério e uma série de animais domésticos, sendo atribuida a mecanismos
epigenéticos que podem determinar, além do aparecimento de distlrbios
metabdlicos, caracteristicas de comportamento, capacidade de aprendizado e
habilidade materna, seja ela através da capacidade uterina, ou comportamental
(BRUNTON, 2013; DESAI; HALES, 1997).

Considerando o longo periodo gestacional e o tipo e placenta da espécie
equina, esses resultados tendem a ser atribuidos a insuficiéncia placentaria (ALLEN;
WILSHER, 2009) e seriam, portanto, relacionados a receptora do embrido e ndo a
doadora. No entanto, estudos em animais de laboratério e humanos demonstram
que efeitos epigenéticos sobre a progénie, podem ter origem mesmo em situacdes
prévias a concepcao, tanto da mae quanto do pai (BRUNTON, 2013). Além disso, o
embrido equino somente esti acessivel a coleta através de técnicas de rotina, a
partir dos seis dias ap6s a ovulacdo, permanecendo por um periodo relativamente
longo no oviduto da doadora (BETTERIDGE, 2011).

Uma caracteristica particular da espécie equina é o transporte seletivo do
embrido, que deve estar com o0 desenvolvimento adequado, para secretar a
Prostaglandina E2 (PgE2) e promover a abertura da juncdo utero-tubérica,
permitindo, assim, sua chegada ao Utero. Porém, durante o periodo em que
permanece no oviduto, o embrido equino € mantido por secrecdes do Orgédo e
secreta outras moléculas, como o early pregnancy fator (EPF) (STOUT, 2016),
influenciando, portanto o ambiente em que se encontra. O ambiente tubarico é
fundamental para o desenvolvimento embrionario, conforme foi demonstrado em
estudos comparando embrides produzidos in vitro com embrides in vivo, ou
transferidos para o oviduto de receptoras (CARNEVALE, 2008).

Embora a fertilidade apresente uma queda com o avanco da idade da égua,
em especial a partir dos 15 anos, as taxas de fecundacao na égua, independente da
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idade, séo altas, superando os 90% (BALL et al., 1986). Porém, quando embribes
foram coletados do oviduto aos quatro dias, uma alta taxa de perdas gestacionais foi
demonstrada em éguas mais velhas (>15 anos) e com historico de problemas
uterinos, comparado as de éguas jovens e nuliparas. A transferéncia dos embrides
de éguas velhas, para receptoras jovens, ndo foi capaz de reduzir as perdas, uma
vez mais demonstrando que as condicbes prévias a vida uterina tém grande
influéncia no desenvolvimento da gestacdo (BALL, 1993).

A progesterona (P4) € o horménio predominante no periodo em que o
embrido se encontra na tuba uterina e assim segue ao longo da gestacéo, ainda que
as fontes de progestagenos variem, com o avanco da prenhez (GINTHER, 1992). As
curvas de progesterona de éguas gestantes e éguas em diestro sdo muito
semelhantes até o 14° dia ap6s a ovulacdo, momento em que a lutedlise leva a uma
gueda da P4 nas éguas ndo gestantes (ALLEN, 2001). Somado as altas taxas de
prenhez que podem ser obtidas em programas de TE, mesmo com éguas em
anestro suplementadas, nesta fase, apenas por P4, essa caracteristica sugere
pouco efeito de outros hormonios no estabelecimento e manutencdo da prenhez.
Através da administracdo de Prostaglandina F2a (PgF2a) visando impedir a
formacdo do corpo luteo e, portanto, mantendo baixos os niveis de P4, foi observado
um atraso no desenvolvimento, uma reducdo de tamanho e uma menor propor¢cao
de embribes de qualidade Otima, comparado aos animais do grupo controle
(LEISINGER et al., 2018). Processos inflamatoérios induzidos por lodo Povidine
levaram também a uma concentragdo menor de P4, bem como a uma menor
expressdo de receptores para P4 no endométrio (KALPOKAS et al., 2010). E
possivel supor, com base nesses resultados, que éguas com endometrite
persistente pds-cobertura apresentem uma probabilidade menor de recuperacéo
embrionaria, ou uma queda na qualidade do embrido resgatado, ndo apenas pelos
efeitos nocivos do ambiente uterino. A antecipacéo do dia da coleta, para reduzir ao
maximo o contato do embrido com um ambiente uterino inadequado tem sido
utilizada para melhorar os resultados (HARTMAN, 2011). O controle do processo
inflamatorio deve visar também a manutencdo dos niveis hormonais, de forma a dar
condi¢cdes melhores ao embrido no periodo de vida intratubdrico. A busca por um
ambiente uterino saudavel para receber o embrido antes da coleta ndo deve gerar
uma produgao excessiva de PgF2a, a qual sabidamente é produzida em resposta a

by

manipulagdo do colo uterino e em resposta a tratamentos intrauterinos,
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especialmente aqueles realizados nos primeiros dias apds a ovulacdo, quando a
queda da progesterona parece ser maior devido a inflamacédo (LOF, 2015).

Por outro lado, a secrecao do oviduto € controlada pelos esteroides sexuais,
tanto quantitativa, quanto qualitativamente (AGUILAR; REYLEY, 2005). O estrogeno,
por exemplo, é responsavel pela expressao de receptores para progesterona e pelo
controle do volume da secrecdo do oviduto, sendo incluido nos protocolos de
receptoras de embrido em anestro, ou ovariectomizadas.

Além disso, através de microscopia eletrbnica, foram demonstradas
diferencas marcadas no endométrio de éguas das quais se coletou embrido no 7°
dia apos a ovulacdo, em comparacdo ao das éguas das quais ndo se obteve
embrido (MATTOS et al., 2015), sugerindo que essa preparacdo do endométrio nao
é regulada apenas pela progesterona, podendo haver a participacdo de horménios e
fatores de crescimento, que podem ter origem ovariana, embrionéria e de leucdcitos
presentes no trato reprodutivo. Esse mesmo efeito, embora provavel, ndo foi
estudado no oviduto. Os esteroides sexuais, estrogeno e PgE2 de origem
embrionaria colaboram para o estabelecimento de um estado de tolerancia
imunolégica em relagdo ao embrido e a placenta invasiva, que € considerado um
aloenxerto, conforme demonstrado em estudos com suinos, animais de laboratorio e
humanos (BOIS et al., 2007; ROBERTSON et al., 2009; TYROWSDALE; BETZ,
2006).

Com o envelhecimento, alteracdes enddcrinas, especialmente nos niveis de
FSH resultam modificagdes do intervalo entre ovulagfes, incialmente encurtando e
como passar dos anos, alongando o ciclo. A partir dos 20 anos, foram observados,
além de niveis elevados de gonadotrofinas, menos foliculos em crescimento na fase
transicional e, na fase ciclica, menor niumero de foliculo a cada onda folicular, atraso
na emergéncia do foliculo dominante e retardo na taxa de crescimento folicular.
Estudos da composi¢éo do liquido, quanto a fatores relacionados a resposta folicular
ao LH e maturacdo de odcitos sugerem uma dissociacdo entre essa maturagado e a
ovulagdo em éguas com idade superior aos 20 anos. A transferéncia de odcitos de
éguas com mais de 20 anos para o oviduto de receptoras jovens, que entdo foram
inseminadas, resultou igualmente em taxas de prenhez inferiores, quando
comparadas as taxas de odcitos coletados de éguas jovens (CARNEVALE, 2008).
Protocolos hormonais visando ndo apenas a inducdo da ovulagdo por questdes

praticas, mas com o intuito de compensar desvios endodcrinos podem ser uma
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alternativa para buscar melhorar os indices de prenhez nas TE’s realizadas com
embrides de éguas mais velhas.

Devido ao alto valor zootécnico, doadoras de embrido geralmente sao
mantidas em condi¢cdes Otimas de alojamento e com fartura de alimento. A
frequéncia de obesidade e sindrome metabdlica em equinos tem aumentado em
escala semelhante ao que se observa na espécie humana (SESSIONS-
BRESNAHAN et al., 2016). Ambas as condi¢cdes estdo associadas a alteracdes no
ciclo estral e no desenvolvimento de foliculos ndo ovulatérios. A composi¢cao do
fluido folicular de éguas com sindrome metabdlica pode apresentar alteracbes em
varios horménios e citocinas, que podem afetar a viabilidade do oécito, a ovulacéo e
a programacao fetal, que, como citado, inicia antes da vida intrauterina. A obesidade
também afeta o ambiente folicular, o conteddo lipidico do odcito, e a expressao
génica de células da granulosa e do camulos (SOUT, 2016).

Em condicdes de clima como a brasileira, o exercicio leva a uma redugéo dos
niveis de LH e a intervalos interovulatérios mais longos, que parecem aumentar
progressivamente, a cada novo ciclo em que a égua é mantida em treinamento.
Comparado ao grupo mantido sem exercicio, a taxa de recuperacdo embrionaria
pode ser menor e a propor¢do de embribes de qualidade étima significativamente
reduzida, mesmo quando os animais sao mantidos sem trabalho entre o dia da
ovulacdo (DO0) e a coleta do embrido (D7) (KELLEY et al., 2011). O exercicio leva,
ainda, a niveis mais altos de cortisol, o que poderia explicar a reducédo dos niveis de
LH, potencialmente prejudicando a qualidade dos odcitos e também dificultando a
sincronizacdo entre doadora e receptoras. Além disso, através do Ultrassom
Doppler, uma menor perfusdo sanguinea foi observada na parede do foliculo no dia
anterior a ovulacdo, um aspecto correlacionado a taxa de recuperacdo embrionaria
(GASTAL; GASTAL, 2011).

Na medida do possivel, ajustar horarios de treinamento para horarios de
temperaturas mais amenas e época do ano de temperaturas menos extremas
poderia auxiliar a melhorar os indices de coleta, quando um periodo de repouso nao
€ possivel.

Embora na maioria das vezes questbes econdmicas determinem a selecao de
doadoras, o manejo reprodutivo, que é um fator determinante da eficiéncia
reprodutiva, geralmente é controlado pelo veterinario. O resultado final esperado é
um cavalo adulto com aptidao para a realizacéo da funcéo para a qual foi realizada a
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selecdo da doadora. Visando dar a melhor condicdo para a expressdo das
caracteristicas selecionadas e uma menor incidéncia de doencas metabdlicas e
ligadas ao desenvolvimento devem ser considerados ndo apenas o ambiente uterino
da receptora, mas o ambiente uterino da doadora, assim como o ambiente tubérico
no qual o embrido inicia seu desenvolvimento e o do liquido folicular no qual esta o
oocito. E importante considerar a influéncia hormonal e a constante comunicacéo e

interferéncia entre oécito/embrido sobre esses ambientes.
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1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) consiste na coleta de um embrido de uma
fémea doadora, geneticamente superior, e a transferéncia deste para uma fémea
receptora, encarregada de levar a gestacdo a termo (MCKINNON; SQUIRES, 2007).
A técnica de TE nao-cirdrgica em éguas foi relatada pela primeira vez por Oguri e
Tsutsumi (1972). A partir da década de 1980, essa técnica passou a ser utilizada
comercialmente em diversos paises, sendo uma das principais biotécnicas da
reproducdo assistida de equinos (FERREIRA, 2011).

No Brasil, a transferéncia de embrides de equino enfrentou crescente
interesse desde os primeiros estudos nacionais publicados (FLEURY et al., 1987;
HENRY et al., 1987).

A TE tem sido usada para aumentar a producéo de potros por égua/ano, obter
potros de éguas que estejam competindo (salto, adestramento, polo, shows, etc.) e
obter potros de potrancas e de éguas subférteis (SQUIRES, 2007), e para facilitar a
producao de filhotes de equideos exéticos, como a zebra (SUMMERS et al., 1987).

Na equideocultura, o aumento da eficiéncia reprodutiva € necessario para um
maior e melhor aproveitamento, além da intensificagdo do ritmo de melhoramento
genético dos animais (FARIA D.R.; GRADELA A., 2013). A TE é uma importante
ferramenta que visa acelerar o melhoramento genético, conferindo maior preciséao e
rapidez no processo de sele¢ao animal (COSTA, 2010).

Sabe-se que as taxas de sucesso apos um procedimento de transferéncia de
embribes sao afetadas por muitos fatores, como aqueles relacionados a doadoras e
receptoras, sémen usado, qualidade do embrido, manipulacdo e armazenamento, e
condicdes climaticas (SQUIRES et al., 1999; CARNEVALE et al., 2000).

A selecdo e 0 manejo da égua receptora sdo, provavelmente, os fatores mais
importantes para o sucesso de um programa de TE (VANDERWALL & WOODS,
2007; SQUIRES, 2007). Estes fatores determinardo, em grande parte, o éxito da
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técnica. Logo, a selecédo da receptora deve ser criteriosa, responsavel e, sobretudo,
deve visar a eficiéncia do programa de TE com o menor custo (ALONSO, 2008).
Alguns critérios basicos para selecao das receptoras incluem: temperamento, idade,
habilidade materna, ciclo estral normal e auséncia de problemas reprodutivos
(CARNEVALE et al., 2000; SQUIRES, 2003).

2. TEMPERAMENTO

O primeiro critério de selecdo é a possibilidade de manejo do animal. Equinos
sdo gregarios e sempre criam hierarquia entre componentes de um mesmo grupo,
por isso a introdugcdo de um animal em um grupo fechado provoca uma
reorganizacdo que pode ser mais ou menos estressante. Sempre que possivel deve-
se evitar a introducdo de novas receptoras no plantel durante a estacdo de monta
(LOPES, 2015).

Uma receptora agitada, ndo manejavel representa um risco para O0S
profissionais e para o embrido que recebera. Além disso, h& o risco de liberagdo de
prostaglandina durante o procedimento podendo comprometer as taxas de prenhez
(MCKINNON & SQUIRES, 2007). Animais cabresteados e possiveis de serem
manejados devem ser escolhidos, permitindo a realizacdo de controles
ultrassonogréaficos e nao dificultando o manejo dos profissionais com o potro
(LOSINNO & ALVARENGA, 2006).

3. IDADE DA RECEPTORA

Por se tratar de um importante fator predisponente para a degeneracao
endometrial, que pode comprometer a habilidade de manter a gestacdo (RICKETTS
& ALONSO, 1991; MORRIS & ALLEN, 2002), a idade considerada ideal, para éguas
a serem utilizadas como receptoras compreende o intervalo entre 3 a 10 anos
(SQUIRES & SEIDEL, 1995; SQUIRES et al, 1999).

Receptoras com mais de 10 anos aparentemente tem maior risco de sofrer
perda embrionaria (CARNEVALE et al., 2000). Ricketts e Alonso (1991) observaram
gue ha um aumento na incidéncia de alteracdo endometrial em éguas mais velhas,

incluindo aquelas que nunca foram cobertas.
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Carnevale e Ginther (1992) descrevem que a fertilidade das éguas tende a
diminuir conforme a idade aumenta, acentuando-se a partir dos 15 anos de idade.
Alteracdes degenerativas do endométrio como endometrites, endometroses e
alteracbes vasculares podem atrapalhar a atividade de hormonios circulantes,
modificar o aporte celular da luz uterina e comprometer a drenagem linfatica
(SCHOON et al., 1997).

Ball et al., (1989) relatam que devido ao ambiente Utero-tubarico de éguas
senis a sobrevivéncia de embribes nessas éguas € significativamente menor que 0s
embribes de éguas jovens. Em éguas senis, 0 Utero é projetado para a cavidade
abdominal e aloja-se em um nivel mais baixo e com uma angulacdo maior quando
comparado a éguas jovens. Esse posicionamento inadequado do utero dificulta uma
drenagem eficiente do liquido uterino (LEBLANC et al., 1998), possibilitando que
essas éguas em sua maioria também apresentem deficiéncia na coaptacédo da vulva
(TROEDSSON, 1997).

Losinno e Alvarenga (2006) ressaltam que, quanto mais jovem o animal
adquirido, mais tempo ele permanecera no plantel, e seu custo sera diluido pelos
anos, o que é reforcado por Mckinnon e Squires (2007), que afirmam que, éguas
virgens ou jovens que tenham parido um ou dois potros sdo preferidas como

receptoras.

4. ASPECTOS REPRODUTIVOS

A aquisicdo de éguas, destinadas a gestacdo de embrides, deve ser
precedida por um exame reprodutivo completo, incluindo palpacdo retal e
ultrassonografia, exame citoldgico, exame de bidpsia endometrial, integridade dos
genitais externos e exame de competéncia cervical. Contudo, comumente o exame
ndo € feito de uma forma completa, havendo elevada proporcdo de eéguas,
introduzidas em propriedades, inaptas reprodutivamente (LOSINNO; ALVARENGA,
2006).

Diversos tipos de receptoras podem ser utilizados: éguas ciclicas, éguas
ovariectomizadas, éguas na fase transicional ou éguas em anestro. Geralmente, ha
preferéncia por éguas ciclicas, porém, no inicio da temporada, estas sdo escassas,

utilizando-se como alternativa éguas em anestro ou na fase transicional. Ao escolher
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uma égua receptora ciclica, esta deve apresentar ciclos estrais regulares (SQUIRES
et al., 1999).

As receptoras devem apresentar uma cérvix integra e ndo muito torta
(STOUT, 2006), com tamanho e tonus adequados (RIERA, 2009). Também devem
ser livres de anormalidades ovarianas e uterinas, como fluido uterino, cistos uterinos,
presenca de ar ou debris no utero, tumores ovarianos ou outra caracteristica
ovariana anormal.

A bidopsia endometrial associada ao exame histopatologico disponibiliza
informacBes importantes sobre as condicbes do endométrio, permitindo uma
correlacdo entre os achados histopatologicos e a futura perspectiva do desempenho
reprodutivo da égua (QUEIROZ, 1991).

Eguas receptoras deveriam apresentar biopsias uterinas classificadas como
categorias | ou lIA, conforme classificacdo histopatologica de Kenney (1978).
Losinno et al. (2005), encontraram, em estudo avaliando classificacdo endometrial
de éguas receptoras, 27% de categoria IIB e 5% de categoria Ill em éguas de 2-10
anos, sugerindo que na populacao estudada 32% das éguas com menos de 10 anos
estavam comprometidas para levar uma gestacdo a termo, mesmo tendo sido
classificadas como clinicamente aptas como receptoras.

A escolha da égua através da avaliacdo ginecoldgica realizada no momento
da inovulagdo € de extrema importancia, tendo influéncia direta sobre a taxa de
prenhez (FLEURY et al., 2006).

Squires (2006) recomenda que as éguas candidatas a receptoras sejam
submetidas a um exame reprodutivo no D5 pds ovulacdo. Na palpacado retal, as
éguas devem apresentar cérvix firme e fechada, e um Utero arredondado e tubular.
Na ultrassonografia, ndo deve ser detectada presenca de dobras endometriais ou
fluido uterino. O corpo lateo deve ser identificado e mensurado. As receptoras com
um corpo lateo visivel e grande, um atero firme, cérvix fechada sdo consideradas
aprovadas e estao disponiveis como receptoras pelos proximos dias.

Carnevale et al., (2000) sugerem que um ténus uterino reduzido pode indicar
um ambiente uterino ndo completamente compativel com o desenvolvimento e
crescimento embrionario. Esses autores associam o tonus reduzido a pior qualidade
da receptora, com menores taxas de prenhez e maiores taxas de perda embrionaria.
Ainda observaram que as taxas de prenhez das receptoras avaliadas no D5 foram

superiores para as éguas que apresentaram ténus excelente ou bom (70,6%), com
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diferenca estatistica em relacdo aquelas que tiveram toénus classificado como ruim
ou pobre (63,6%).

5. ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER NA REPRODUCAO EQUINA

A avaliacdo ovariana e uterina de éguas com a US modo Doppler auxilia na
selecdo de animais que irdo participar de programas de TE, em que pode ser
correlacionada a vascularizagdo luteal com os niveis séricos de progesterona (P4)
(FERREIRA; MEIRA, 2011). A ultrassonografia doppler € uma tecnologia emergente
com o potencial de aumentar o diagndstico, monitoramento e estudo da
fisiopatologia reprodutiva equina (GINTHER; 2004). Nos ultimos anos, a US Doppler
vem sendo utilizado na reproducdo equina para avaliar o fluxo sanguineo das
artérias uterina e ovariana (BOLLWEIN et al., 2002), foliculos (FL) e de corpo luteo
(CL) (GASTAL et al. 2007; GINTHER et al. 2007a; GINTHER et al. 2007).

6. AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA MODO DOPPLER DE FOLICULOS
DOMINANTES E SUBORDINADOS

O aumento do suprimento sanguineo nos foliculos dominantes pode estar
relacionado com a existéncia de fatores angiogénicos produzidos por estes foliculos.
Estas substancias desencadeiam o crescimento de novos vasos, aumentando o
fluxo sanguineo e fazendo com que o foliculo possua hormbnios e substancias
metabdlicas necessérias para a sua maturacao final (SENGER, 2003).

Este aumento na vascularizacdo da parede folicular foi detectado através de
avaliacGes ultrassonograficas Doppler durante os seis dias que antecedem a
ovulacdo com um ritmo mais lento durante a primeira ovulagcdo quando comparada
com ovulagdes subsequentes da estacao de monta (GASTAL et al., 2007).

A US Doppler na fase de transicdo da primavera € eficiente para diferenciar
foliculos dominantes que se tornariam ovulatorios daqueles que se tornariam
anovulatérios. Com realizagcdo de avaliacdes diarias, € possivel observar que
foliculos que ndo ovularam apresentaram uma menor taxa de irrigagdo da parede
folicular a partir da divergéncia folicular (25 mm de diametro) quando comparados
com foliculos ovulatérios que possuem irrigacéo folicular mais alta (ACOSTA et al.,
2004).
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Por meio da perfusédo vascular (PV) é possivel detectar precocemente diferencas
vasculares entre o foliculo que se tornara dominante, daqueles que se tornaréo

subordinados durante a estacdo de monta (GINTHER et al., 2007).

7. AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA MODO DOPPLER DO STATUS
FUNCIONAL DO CORPO LUTEO

Segundo GINTHER (1995), diversos estudos utilizando a US modo-B
obtiveram resultados divergentes quanto a relacdo existente entre a
morfoecogenicidade luteal e a concentracao sistémica de P4 em éguas. Levando em
consideragdo que o desenvolvimento, regressao e funcionalidade do CL estéo
especificamente relacionados com o rapido desenvolvimento e regressao de um
longo sistema vascular local. Dessa forma, o uso da US Doppler é de grande
importancia para a avaliacdo do status funcional do CL, pois existe uma grande
relacao entre a perfusdo sanguinea com o desenvolvimento estrutural e funcional do
CL (GINTHER et al., 2007).

Levando em consideracao a intima relagéo entre a perfusao vascular do CL e
a concentracdo sérica de P4, o uso da US Doppler pode ser empregado no
momento da inovulacdo do embrido com o intuito de avaliar a funcionalidade do CL
e com isso, selecionar a receptora com perfil progesterénico mais adequado e/ou
para definir se é preciso fazer suplementacdo com P4 exdgena (FERREIRA, 2008).

8. AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA MODO DOPPLER DO STATUS
FUNCIONAL UTERINO

Disturbios vasculares agem como potenciais causadores de alteracdes
degenerativas do endométrio, e essas alteragbes, por sua vez, estdo intimamente
relacionados com casos de subfertilidade em éguas (FERREIRA et al., 2008). A US
Doppler é fundamental para o estudo da viabilidade endometrial, assim como para a
interacédo concepto-maternal (FERREIRA, 2011).

De acordo com Ferreira et al. (2008) a US Doppler é efetiva na avaliacdo da
perfusdo sanguinea do utero de éguas que apresentam ou nao cistos uterinos. Em

que, neste estudo, foi observado que regides cisticas possuem menor perfusao
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sanguinea do que regides adjacentes ndo cisticas, indicando que disturbios

vasculares estéo relacionados com a formacao de cistos uterinos.

9. ESCOLHA DA RECEPTORA

A escolha da receptora no dia da TE tem influéncia direta sobre a taxa de
gestacdo. Alguns aspectos precisam ser levados em consideragcdo neste momento,
sendo 0s mais importantes o dia pos-ovulacdo e as caracteristicas uterinas da
receptora ao exame de palpacdo e ultrassonografia. A sincronia entre embrido e
ambiente uterino é fundamental para o estabelecimento da gestacdo (BEZERRA,
2011).

O ambiente uterino altera-se marcadamente sob a influéncia da progesterona,
onde que um embrido em um Utero assincrénico pode estar sujeito a niveis
hormonais e fatores de crescimento ndo correspondentes a fase na qual ele se
encontra, dessa forma, afetando o estabelecimento da gestacdo (WILSHER et al.,
2006). Estudos anteriores indicavam que receptoras que ovularam um dia antes (-1)
até 3 depois (+3) em relacdo a doadora teriam a mesma chance de se tornarem
prenhes (SQUIRES; SEIDEL, 1995 apud BEZERRA, 2011). Outros estudos
concluiram que ndo se deve apenas avaliar o dia da ovulacdo da receptora, visto
que receptoras d3 e d8 (apds ovulacdo) ndo mostraram diferenca significativa nas
taxas de gestacdo, a ecogenicidade e o tbnus uterino no momento da TE, também
devem ser levados em consideracdo para escolha da melhor receptora para o
momento da inovulacédo (FLEURY et al., 2006; ALONSO, 2007).

A escolha da Receptora através da avaliagdo ginecoldgica realizada no
momento da transferéncia de embrido € de suma importancia, no entanto, esta
escolha €, muitas vezes, realizada de maneira subjetiva, sendo que cada veterinario
possui um método proprio de avaliacdo (BEZERRA, 2011). Um método mais objetivo
de selecédo auxiliaria em uma escolha mais adequada com melhores resultados
(FLEURY et al., 2006). Dessa forma, o uso da US Doppler no dia da TE seria mais
um método de avaliacdo, visto que, a perfusdo vascular do CL possui uma estreita
relagdo com a concentracao de P4, com isso possibilita selecionar a receptora com

perfil progesterénico mais adequado (FERREIRA, 2011).
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As receptoras com edema endometrial no quinto dia pos ovulacdo ndo devem
ser utilizadas neste ciclo (SQUIRES et al., 1999; SQUIRES et al., 2003). O ténus
uterino da égua receptora deve ser avaliado, visto que afeta a taxa de gestacéo.
Carnevale et al. (2000) sugeriram que um ténus uterino reduzido pode indicar um
ambiente uterino pouco compativel com o0 crescimento e desenvolvimento
embrionario. A morfoecogenicidade uterina e o0 aspecto de tubularidade e
homogeneidade a palpacao retal e ultrassonografia (BEZERRA, 2011).

A avaliagéo das receptoras, antes da transferéncia, e de grande importancia.
Devendo-se selecionar a égua mais adequada para receber o embrido. Dessa
forma, por palpacdo deve-se observar a cérvix firme e fechada, aumento de ténus
uterino (cilindrico e tubular). Além disso, ndo deve haver nenhuma evidéncia de
dobras endometriais ou secre¢do uterina no exame ultrassonografico (CARNEVALE
et al., 2000).

Viana et al (2017) realizou um interessante trabalho de avaliacdo de
receptoras por US modo Doppler em programa comercial de transferéncia de
embrides, através de palpacéo retal, avaliacdo cervical e ultrassonografia modo B,
comparando com as taxas de prenhez nas receptoras avaliadas com US Modo
Doppler. Neste estudo, foram realizadas 42 colheitas de embrides, com recuperacéo
de 29 (69%) embrides, resultando em 20 prenhezes (68,9%). Destes 29 embrides
implantados, 14 receptoras foram avaliadas por US Modo B onde 7 (50%)
resultaram em prenhez positiva e 15 receptoras foram avaliadas por US Modo
Doppler e dessas, 13 (86,6%) resultaram em prenhez positiva (p<0,05) . Dessa
maneira, foi possivel observar que aqueles animais avaliados com US Modo Doppler
tiveram uma taxa gestacional estatisticamente superior quando comparadas com as
receptoras que foram avaliadas apenas com US Modo B.

Portanto, a Ultrassonografia Doppler apresenta um amplo potencial de uso
podendo servir como mais um meétodo auxiliar visando otimizar a sele¢cdo de

receptoras que irdo receber embrides em programas de TE.
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ASPIRACAO FOLICULAR EM EGUAS

Juan Cuervo-Arango

Department of Equine Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Utrecht University,
The Netherlands

1. INDICACOES

A técnica de aspiracao folicular na égua, OPU (da sigla em inglés para ovum
pick up), é uma técnica que ganhando popularidade nos ultimos anos. As principais

indicacdes desta técnica sdo as seguintes:

1.1 Eguas inférteis ou subférteis

Aquelas que ndo respondem adequadamente a outras técnicas de
reproducdo assistida como inseminacao artificial ou transferéncia de odcitos. Por
exemplo éguas com piometra, endometrites cronicas, adesdes uterinas, obstrucbes
irreversiveis no oviduto (salpingite, cistos tubaricos), incompeténcia cervical
(laceracdes e tumores cervicais). Ou simplesmente em éguas que nao dao mais
embrides por causas desconhecidas ou em éguas velhas (ndo ha diferenca na

eficiéncia no procedimento de OPU-ICSI entre éguas jovens e velhas).

1.2 Eguas em competic&o

A diferencga entre a transferéncia de embrido e a técnica de OPU, € o tempo
necessario para aspirar os foliculos, que é ao redor de uma hora. Portanto a égua de
competicdo pode continuar com suas atividades desportivas dois ou trés dias apos o

procedimento. Dependendo se ocorrer ou hdo complicacoes.
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1.3 Garanhdes inférteis ou com reservas limitadas de sémen

Provavelmente estd seja a principal indicacdo da técnica de OPU-ICSI, pelo
menos na Europa onde muitos clientes utilizam sémen de garanhdes muito valiosos,
ou de garanhfes que o0 sémen ja ndo produz prenhez mediante a inseminacao
(reprodutores subférteis ou com ma qualidade do sémen pés congelamento). Em
média necessita-se 1/5 de uma palheta se sémen congelado para fertilizar todos os

oocitos de uma égua (10 — 15 odcitos em média por OPU)

2. TIPOS DE OPU

Existem dois tipos de técnicas de aspiracao folicular.

2.1 Aspiracéao folicular pelo flanco

A vantagem principal € ndo necessitar de equipamentos especializados
(sonda transvaginal), jA que a aspiracdo € realizada pelo flanco da égua com u
trocanter e uma agulha longa. A principal desvantagem é que somente se pode
aspirar foliculos pré-ovulatérios, portanto o numero de oocitos recuperado
geralmente é baixo (entre 0 e 3). Neste caso usualmente se utiliza a maturagcédo do
ovulo in vivo, aspirando-se o foliculo 30 — 34 horas apés a administracdo de hCG.
Os oocitos maduros recuperados podem ser utilizados diretamente em uma
transferéncia cirargica de oocitos ou ICSI sempre quando existir um laboratério de

ICSI préximo ao local de aspiracéo.

2.2 Aspiragéao transvaginal

Esta € a técnica mais utilizada mundialmente e a que este artigo se
concentrara. Consiste na aspiracao de todos os foliculos antrais (>5mm, incluindo os
pré-ovulatérios) de forma transvaginal. Para tanto a égua é alocada em um tronco de
contencéo, cateter intravenoso, sedacdo e pré-medicacdo com AINEs, antibioticos
de amplo espectro e espasmoliticos ou anestesia epidural. Apés lavagem e

antissepsia da regido perineal, vulvar e no vestibulo vaginal é introduzida uma sonda
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transvaginal até a parte lateral da cérvice. Ao mesmo tempo segura-se 0 ovario por
via transretal e aproxima-se a parte cranial da vagina. A sonda transvaginal tem uma
guia onde é introduzida uma agulha de duplo ltmen de 12 -14 G de diametro
conectada a um sistema de tubos e bomba de aspiracdo. Cada foliculo € lavado
(flushing) entre 5 a 10 vezes com um volume entre 1 ml (para foliculos de 5-10mm)
até 5 ml (para foliculos de maior tamanho) com um meio especifico para OPU (que
contém heparina e antibidtico). O volume total de meio utilizado em um OPU
geralmente varia entre 300 a 600 ml, dependendo do numero de foliculos aspirados
e o0 numero de flushing por foliculo. A pressdo empregada deve ser suficiente para
aspirar 20 ml em 45 — 60 segundos. O procedimento completo de aspiracao folicular
dura entre 20 e 60 minutos, dependendo do nimero de foliculos e da experiencia do
veterinario. Em nossa clinica utilizamos dois veterinarios, um segura o0 ovario e a
sonda transvaginal e o outro maneja a agulha. Em outros sistemas, 0 mesmo
veterinario realiza ambos os procedimentos. A taxa média de recuperacao deve ser
entorno de 55% (variando entre 20 e 100%). Em nossa clinica a média de foliculos
aspirados por OPU é de 25 (variando entre 8 e 70), com uma recuperacao média de

14 oocitos por égua (variando entre 2 e 52).

3. FREQUENCIA DA OPU EM UMA MESMA EGUA

A frequéncia que se pode realizar a aspiracao folicular em uma mesma égua
depende muito do individuo. Ou seja, algumas éguas produzem muitos foliculos 10 —
14 dias apés a aspiracao enquanto outras podem demorar até 1 ou 2 meses. Tudo
depende do nimero minimo de foliculos que consideramos 6timos para a realizagcao
da OPU. Em nossa clinica aspiramos sempre que possivel a cada 3 a 4 semanas
desde que a égua tenha um minimo de 15 — 20 foliculos. Os que geralmente nos
proporciona uma recuperacdo minima de 8 -12 oocitos por égua. Entretanto, existem
éguas gue nunca desenvolverdo mais de 10 — 12 foliculos antrais, especialmente as
éguas de idade avancada. Nestes casos também realizamos a OPU e caso a égua
seja uma boa doadora, ndo é incomum obter-se entre 6 -7 oocitos e finalmente 1 -2

embrides apos a ICSI.
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4. COMPLICACOES DA OPU

Quando as precaucdes necessarias sdo tomadas, ndo deve haver
complicagbes graves, entretanto, pode ocorrer sangramento leve a moderado (na
cavidade vaginal ou peritoneal) em algumas ocasides, que geralmente nao
necessitam de tratamento. E frequente que a égua apresente febre e dor no dia
seguinte a OPU devido a inflamacdo pela passagem da agulha por diferentes
tecidos. Outras complicagdes mais graves, mas menos frequentes, sdo as
laceracdes do reto, pela excessiva pressdo na mucosa retal durante a manipulagéao
do ovario ou uma peritonite pela perfuracdo ndo percebida da mucosa intestinal com
a agulha. Por este motivo € preciso ter muito cuidado ao introduzir a agulha através
da vagina, certificando-se que ndo exista tecido suspeito entre o ovario e a parede

vaginal, como o intestino ou ligamento largo.

5. MANEJO DOS OOCITOS

Uma vez que o0s oocitos sdo coletados em tubos tipo falcon de 50 ml ou
garrafas de vidro de 500 — 1000 ml (dependendo do sistema de aspiracdo), estes
devem ser mantidos entre 25 — 30° C durante a procura. Pode-se utilizar um filtro e
uma lupa de transferéncia de embrides para o procedimento. Recomenda-se utilizar
uma capela de fluxo laminar durante a procura. Nao devemos utilizar luvas de latex,
pois sdo téxicas aos odcitos. Podemos pulverizar as maos e a bancada da capela de
fluxo com um produto especifico (Oosafe®). Uma vez identificados, 0os oocitos séo
colocados em um tubo de 2 ml com o mesmo meio da aspiracao utilizado na OPU
ou em um meio especial recomendado pelo laboratorio que realizara a ICSI.

O transporte dos oocitos pode ser realizado por um maximo de até 24 horas. E muito
importante que a temperatura durante o transporte seja mantida entre 20e 25° C, e
NUNCA menos de 18 — 19 graus, uma vez que podem sofrer danos irreversiveis.
Uma vez que chegam ao laboratorio de ICSI, estes sdo maturados durante 24 a 30
horas. As taxas de maturacdo normais encontram-se entre 50 e 70%. Se as taxas
médias de maturacdo atingirem menos de 50 — 55% isto indicaria um problema no

transporte dos oocitos ou no laboratério.
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6. EXPECTATIVAS PARA O CLIENTE (EFICIENCIA DO PROGRAMA)

Como em todas as técnicas de reproducdo assistidas existe uma grande
variacdo individual em diferentes éguas. A este fator devemos somar o importante
papel desempenhado pelo laboratério onde se realiza a ICSI e o cultivo dos
embrides e seu posterior congelamento. Por este motivo recomenda-se escolher um
bom laboratdrio e chegar a um acordo antes de iniciar o programa de aspiracdes de
o6citos. Quando se trabalha com um laboratério bem estabelecido e experiente no
setor, pode-se esperar alcancar uma média de 0.8 a 1 embrido por sessédo de OPU,
0 que se traduz geralmente em uma taxa média de blastocisto por oocito injetado
entre 15 e 20%. Embora a média de embrides produzidos por sessdo de OPU esta
ao redor de 1, aproximadamente uns 40 a 50% das éguas que aspiramos produzirdo
0 embrides. Por outro lado, a outra metade produzira entre 1 e 10 embrides, com
uma média de 2 embrides por sessado de OPU com éxito.

Os embrides demoram entre 6 a 9 dias para atingir o estagio de blastocisto
quando sdo viaveis para a transferéncia transcervical ao Utero. Se congelados
(vitrificados ou congelamento lento) ou a fresco (as taxas de prenhez ndo variam
muito, uma vez que o congelamento é bem sucedido, quando medem menos de 150
pum). Em nossa clinica, apés ter transferido 400 embries produzidos por ICSI e
congelados, as taxas de prenhez aos 14 dias sdo de 65% com uma taxa de
nascimento de 45%.
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IMUNOMARCACAO DE LEPTINA E SEU RECEPTOR NO ENDOMETRIO DE
EGUAS DURANTE O CICLO ESTRAL

Millie de Oliveira Marchiori?, Luis Augusto Cruz?, Luis Otavio Centeno?, Bruna dos
Santos Sufie Moraes?®, Sandra FialaRechsteiner!?

!Programa de Pés-graduacédo em Medicina Animal:equinos - Universidade Federal Do Rio
Grande Do Sul — Brasil;
2HISTOREP — Departamento de Morfologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal De
Pelotas — RS — Brasil
SFaculdade de Veterinaria, Universidade Federal De Pelotas — RS — Brasil

A leptina, uma citocina multifuncional produzida principalmente pelos adipdcitos,
atua regulando o equilibrio energético corporal e a funcéo reprodutiva, tanto a nivel
central quanto periférico. Disfuncdes causadas por distdrbios nutricionais e
mudanc¢as nos habitos comportamentais dos equinos, tém levado esses animais a
atingirem um padrdo de acumulo excessivo de gordura, com a manifestacdo de
alteracdes clinicas e reprodutivas. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de
leptina (Ob) e seu receptor (Ob-Rb) no endométrio de éguas, avaliando a influéncia
da obesidade e do ciclo estral nessas citocinas. Foram utilizadas 20 éguas, divididas
em 2 grupos: GrN: grupo de éguas com escore corporal (EC) moderado (EC = 6) e
GrO grupo de éguas obesas (EC =8/9). Os animais foram selecionados com base na
escala de escore corporal e monitorados através do peso (PC) e observacfes
ultrassonograficas da espessura de gordura na base da cauda (EGBC) e na crista
do pescoco (ECP). Os animais de ambos os grupos foram submetidos a coleta de
sangue, para andlise de triglicerideos e leptina, além da extracdo de um fragmento
uterino no 8° dia apds a ovulacdo e durante o estro, momento em que a égua
apresentava um foliculo de 35mm e o Utero, com caracteristicas clinicas e
ultrassonogréficas de estro. As amostras foram encaminhadas para imuno-
histoquimica (IHQ) com anticorpos policlonais anti-leptina e seu receptor. Na IHQ foi
verificado que houve imunomarcacdo de Ob e Ob-Rb no epitélio luminal (EL),
glandular (EG) e no estroma, nos dois momentos avaliados em todos os grupos. Foi
verificada uma imunomarcacao mais intensa de Ob-Rb no EG durante o diestro, em
ambos os grupos (GrN e GrO). A marcacao de Ob no epitélio glandular entre estro e
diestro, diferiu apenas nas éguas do GrO. Quando o GrN e o GrO foram
comparados, foi observada uma maior imunomarcacao no GrN, tanto para Ob como
Ob-Rb. Igualmente ao observado nas glandulas endometriais, no epitélio luminal,
também se verificou uma maior imunomarcacao do receptor de leptina durante o
diestro, e quando os grupos foram comparados, houve uma marcagéo mais intensa
no GrN, durante a fase litea. As analises bioquimicas demonstraram que nao houve
diferenca nos niveis séricos de triglicerideos e leptina nos grupos e periodos
avaliados, havendo, no entanto, diferenca nos padrdes morfométricos de PC, EGBC
e ECP entre os grupos. N&o foram observadas alterag6es no periodo do ciclo estral
ou distarbios clinicos, nos animais examinados. A Correlagdo de Pearson



71

demonstrou que a medida que os niveis séricos de leptina aumentam, a intensidade
de imunomarcacdo de Ob-Rb no endométrio diminui. Os resultados confirmam a
presenca de leptina e seu receptor funcional de cadeia longa no endométrio equino,
havendo uma imunomarcacdo de Ob-Rb mais intensa durante o diestro em éguas
de escore corporal moderado.

Palavras-chave: Leptina, endométrio, equinos, obesidade
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DINAMICA FOLICULAR NAS RACAS PONEI BRASILEIRO E BRASILEIRO DE
HIPISMO: EXISTEM DIFERENCAS?

Fabiola Freire Albrecht?, Estela Rose Araljo?3, Viviane Flores Penteado*, Guilherme
de Oliveira Oliveira*, Rodrigo Costa Mattos?, Ricardo Macedo Gregory?!, Adriana
Pires Neves!+

!Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Animal: Equinos, UFRGS, Porto Alegre, Brasil;
2Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, USP, Pirassununga, Brasil; *School of
Veterinary Medicine, University of Wisconsin, Madison, USA 4Faculdade de Zootecnia,
UNIPAMPA, Dom Pedrito, Brazil.

Grandes diferencas de peso e altura podem ser encontradas dentre as mais de
quinhentas racas de equinos existentes no mundo (Mason, A World Dictionary of
livestock breeds, types and varieties, 1996). Exemplos s&o minipbneis, medindo no
maximo 97 cm e cavalos de salto, cuja altura pode ultrapassar 180 cm. Aspectos
fisiologicos do ciclo estral podem ser diferentes nos extremos representados por
estas racas (Kim, Biotechnol. Lett. 36, 2014:1187). Este estudo propés uma
comparacdo contemporanea de um intervalo interovulatério entre éguas Ponei
Brasileiro (minipéneis) e Brasileiro de Hipismo (raca de salto), objetivando-se o
registro da dindmica folicular com rastreamento folicular individual. Dez éguas Ponei
Brasileiro medindo entre 78 e 93 cm e pesando entre 87 e 97 Kg foram selecionadas
para o grupo MP; doze éguas Brasileiro de Hipismo medindo entre 165 e 173 cm e
pesando entre 490 e 520 Kg foram selecionadas para o grupo BH. Utilizou-se
ultrassonografia transretal em exames diarios realizados pelo mesmo operador e
folnas de rastreamento folicular individuais para registro das quantidades e
dimensdes dos foliculos e corpos lateos observados nos exames. O experimento foi
conduzido em uma propriedade na fronteira Oeste do RS, durante os meses de
outubro a dezembro. Todos os animais foram mantidos no mesmo piquete e
submetidos ao mesmo manejo. O teste t para duas amostras foi utilizado. Nao houve
diferenca entre os grupos quanto a duracdo do ciclo (MP=21.9 dias e BH=20.58
dias), diferenca de didametro entre o foliculo pré-ovulatério (FPO) e segundo maior
foliculo (SMF) a divergéncia (MP=7.25mm e BH=6.71mm) e durac&o do corpo luteo
(CL) (MP=12.4 dias e BH=13.92 dias). Houve diferenca entre os grupos quanto ao
diametro maximo do FPO (MP=36.15mm e BH=46.66mm); diametro do FPO a
divergéncia (MP=22.6mm e BH=26.8mm); razdo de crescimento do FPO
(MP=2.61mm/dia e BH=3.51mm/dia); quantidade de foliculos por onda ovulatéria
(MP=4.8 e BH=9.75) e area média do CL (MP=436.1mm2 e BH=720.4mm?2). Ha
diferencas na dinamica follicular entre racas pequenas e grandes nesse estudo. As
eéguas miniponei desenvolveram foliculos e CL menores comparativamente as BH,;
entretanto, a duracdo de CL foi similar. 4 das 12 éguas BH apresentaram ovulagao
dupla. Em ovula¢fes duplas, o maior foliculo € menor do que em ovulagdes simples
e origina CL menor (Urquieta, Reprod Anim Dom, 2009:44;859). Ovulagdes duplas
na raca BH podem estar relacionadas a forte ascendéncia PSC nesta racga (Ginther,
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Reproductive Biology of Mare, 1992; Dias, Arquivo Bras Med Vet e Zoot,
2000:52;647). As diferencas entre estas duas racas representam um excelente
modelo experimental de estudo da dinamica follicular intra e interespecifica.

Palavras-chave: éguas, comparacéo, divergéncia, Brasileiro de Hipismo, Minipbnei
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DOSES TERAPEUTICAS DE FENILBUTAZONA AFETAM O PROCESSO
OVULATORIO DE EGUAS

Gustavo Rupp Larentis*, Henrique Boll de Araujo Bastos, Giovani Casanova
Camozzato, Gabriel de Oliveira Santos, Rodrigo Costa Mattos

REPROLAB - Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) sdo 0s agentes analgésicos mais
frequentemente usados em equinos no mundo devido a que as dores mais comuns
serem mediadas por inflamacdo (Sanchez LC. Equine Vet J; 46:517-23. 2014). A
administracdo sistémica de altas doses de flunixin meglumine durante o periodo
periovulatorio bloqueia a ovulacdo e induz a formacdo de foliculos luteinizados
anovulatérios (FLA) em 83% das éguas (Cuervo-Arango J. Theriogenology; 75:707-
14. 2011). O objetivo deste estudo foi determinar se diferentes tratamentos com
doses terapéuticas de fenilbutazona (FB) afetam o processo ovulatorio de éguas.
Foram utilizadas dez éguas saudaveis e ciclicas; sendo a palpacdo retal e a
ultrassonografia avaliadas a cada 24 horas. Quatro grupos foram examinados em
ciclos consecutivos. O primeiro ciclo foi o grupo controle. Quando detectado um
foliculo > 35 mm e grau de edema endometrial 2-3 foi administrado acetato de
deslorelina (DES) para induzir a ovulagdo. O segundo ciclo foi chamado de FBL1.
Neste grupo as éguas receberam junto com a DES uma dose (4,4 mg/kg) de FB. O
terceiro ciclo foi chamado de FB2. Neste grupo foram administradas duas doses de
FB, uma no momento da inducdo com DES e outra dose administrada 24 horas
depois. O quarto ciclo foi chamado de FB5. Quando um foliculo dominante < 30 mm
foi detectado, doses diarias de FB foram administradas até um maximo de cinco
doses. Ao atingir 35 mm de diametro o foliculo e o endométrio um grau de edema 2-
3 foi induzida a ovulacdo com DES. Apés a inducdo todas as éguas de todos os
grupos foram avaliadas diariamente até a deteccdo da ovulacéo, atresia folicular ou
formacao de FLA, determinando o intervalo em horas da inducdo até a ovulagao. A
avaliagdo estatistica foi realizada atraves de ANOVA e as diferencas foram
localizadas através do teste T-Tukey. Dos 40 ciclos avaliados, 97,5% ovularam e
apenas 2,5% formaram FLA. Ovulagbes duplas ocorreram em todos 0s grupos,
totalizando 22,5% dos ciclos. No grupo controle o intervalo entre a administracéo da
DES e a ovulacao foi de 38,5 + 3,9 horas, menor (P < 0,05) que os grupos FB1 (53,3
+5,3), FB2 (55,2 £ 5,1) e FB5 (57,6 £ 7,3). O presente estudo demonstrou que 0 uso
de doses terapéuticas de FB nao foi capaz de interromper o processo de ovulagéo.
No entanto, foi observado um atraso de mais de 15 horas na ovulacdo das éguas
que receberam FB. Este resultado sugere que o uso de FB em programas de
inseminacao em tempo fixo pode prejudicar as taxas de prenhes.

Palavras-chave: foliculogénese, inducéo de ovulacao, foliculo anovulatério
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FATORES RELACIONADOS A DETERMINACAO DO SEXO DOS PROTROS DA
RACA PSC

Jonas Gomes Flores!2, Alinne Machado Petrarca Léo?", Sandra Fiala Rechsteiner!2

Programa de pés-graduacéo em Medicina Animal: equinos, Universidade Federal do Rio
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As biotécnicas da reproducdo na espécie equina avancaram na Ultima década e
criadores comecaram a questionar as possibilidades de interferéncia na
determinacao do sexo dos potros, uma vez que dependendo da finalidade da criagao
ha uma preferéncia por machos ou fémeas. A principal hipétese deste estudo € que
coberturas realizadas mais proximas do momento da ovulacéo resultariam em potros
machos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do momento da
cobertura em relacdo ao momento da ovulacdo no sexo dos potros e fatores como:
indutor da ovulacédo; idade da égua e garanh&do; ovario em que ocorreu a ovulacao;
corno gestante. O estudo foi realizado em Bagé/RS e Acegua/RS, Brasil, nas
estacBes de monta de 2011 a 2015, utilizando 259 ciclos reprodutivos de 160 éguas
e 22 garanhdes Puro Sangue de Corrida. Informac¢des como data da cobertura (n =
259); momento da ovulagédo em relagéo a cobertura, + 24 horas (n = 69) e - 24 horas
(n = 190); agente indutor utilizado Deslorelina (n = 187) ou HCG (n = 72); data da
cobertura (n = 259); idade da égua, G1: até 8 anos (n = 123), G2: 9 até 14 anos (n =
110) e G3: >14 anos (n = 26); idade do garanhéo, até 14 anos (n = 11) e >15 anos
(n = 11); ovario em que a ovulagcéo ocorreu, direito (n = 122) e esquerdo (n = 137);
corno gestante, direito (n = 82) e esquerdo (n = 69) foram catalogados e avaliados. A
analise estatistica consistiu em analise descritiva, teste de Qui-quadrado de Pearson
e Regressdo Logistica simples e multipla. No total de potros nascidos, 136 foram
machos (52,51%) e 123 fémeas (47,49%). Nao houve diferenca no sexo dos
produtos em nenhuma das variaveis analisadas. O tempo decorrido entre a
cobertura e a ovulacdo ndo influenciou o sexo dos produtos, nas éguas que
ovularam com — 24h ap6s a inducao da ovulacao: 104 potros (54,74%) eram machos
e 86 (45,26%) eram fémeas, enquanto nas éguas que ovularam com + 24h, 32
potros (46,38%) eram machos e 37 (53,62%) eram fémeas. A porcentagem de
fémeas nascidas em relacdo a idade da égua foi de 46,34% (n = 57), 47,27% (n =
52) e 46,15% (n = 12) nos grupos G1, G2 e G3 respectivamente. Garanhdes com
idade até 15 anos tiveram 44,14% (n = 49) de fémeas e com mais de 15 anos
49,66% (n = 73) eram fémeas. Embora a crenca popular seja de que coberturas
realizadas mais proximas da ovulacdo geram potros machos, no periodo de tempo
analisado esta afirmativa ndo se mostrou verdadeira. O presente estudo concluiu
que os fatores estudados néo alteraram a propor¢do macho:fémea dos potros.

Palavras-chave: Macho:Fémea; Ovulagao; Potro.
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ASSOCIACAO ENTRE A QUALIDADE DO COLOSTRO E A TRANSFERENCIA
DE IMUNIDADE PASSIVA EM NEONATOS EQUINOS

Luisa Lemos Silveira?, Adriana Kroef Tarouco?, Adriana Pires Neves3

!Laboratério de Reproducgdo Animal — UFRGS, Porto Alegre, Brasil,
2Fundacéo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), Hulha Negra, RS, Brasil.
3Universidade Federal do Pampa, UNIPAMPA, Dom Pedrito, Brasil

Este estudo teve como objetivo relacionar a qualidade do colostro com a imunidade
adquirida em potros neonatos, utilizando os resultados de dois testes: Turvagao pelo
Sulfato de Zinco (TSZ) e Coagulacdo pelo Glutaraldeido (CG).O trabalho foi
realizado em 2015 em criatérios da raca Puro Sangue de Corrida (PSC), localizados
no Rio Grande do Sul, Brasil. Foram utilizadas 46 éguas da raca PSC e seus
respectivos neonatos, foram coletadas amostras de colostro das matrizes e de
sangue dos neonatos, sendo que estas Ultimas foram realizadas 12h apds a primeira
mamada, uma vez que a absor¢cdo maxima de imunoglobulinas ocorre durante as
primeiras 8 horas pds-parto, diminuindo para quase nada entre 12-24 horas apos 0
nascimento Nogueira, C.E.W.; Lins, L. A. Neonatologia e Pediatria Equina. 1. ed.
Pelotas: Ed. Universitaria. p.118-126, (2009). A avaliagdo do colostro foi realizada
através do Refratbmetro de Brix e classificacdo utilizada foi de acordo com
(Knottenbelt, D.C., Holdstock, N., Madigan J. E. Philadelphia: Saunders, pp.75-94;
155-364 2004), sendo o colostro pobre com <10-15% de brix, o regular 15-20%, o
adequado 20-30% e o muito bom >30% de brix. Os testes realizados no estudo
foram os testes de TSZ utilizando a classificacdo descrita por Nogueira et al. (2009)
e CG seguindo a classificacdo descrita por McGowan, C.M.T. et al. Australian
Veterinary Journal, v. 75, n. 1, p.56-59, (1997). Os resultados foram submetidos a
analise utilizando-se o programa Sistema de Andlises Estatisticas (SAS) 9.3 (2013).
Foi realizada analise de variancia pelo teste de Kruskal-Wallis e adotado o nivel de
significancia a 5%. A relacdo entre qualidade do colostro e os resultados dao TSZ,
evidenciou 100% de Falha na Transferéncia Passiva (FTP) no colostro pobre,
33,33% de FTP e 66,67% aceitaveis no regular e 100% aceitavel nos colostros
adequados e muito bons. Ja no teste CG, resultou em 100% de FTP no colostro
pobre; 33,33% de FTP, 50% de Falha parcial e 16,67% de absorcao aceitavel no
regular; 3,7% de Falha parcial e 96,3% de transferéncia aceitavel no adequado e
100% de transferéncia aceitavel no muito bom. Os resultados nao verificaram
concentracOes diretas de IgG e mostraram que os testes evidenciam uma relacao
significativa (P<0,0001) entre as concentracdes de IgG no neonato e no colostro.
Concluiu-se que qualidade do colostro tem influéncia direta na transferéncia de
imunidade passiva. A avaliacdo da qualidade do colostro através do refratbmetro é
um método rapido, pratico, ndo invasivo e eficaz.

Palavras-chave: Egua, Glutaraldeido, Imunoglobulina, Potros, Turvacéo pelo sulfato
de zinco.
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Adriana Pires Neves'?, Diego Mazetto?
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O tumor de células da granulosa (TCG) é a neoplasia reprodutiva mais frequente na
espécie equina, podendo corresponder, na casuistica hospitalar em mais de 85%
dos casos (McCue PM. Vet Clin North Am - Equine Pract.14,505-515, 1998). O
tumor € hormonalmente ativo, e usualmente acomete um dos ovarios, o que induz a
atrofia do seu contralateral. H4 relatos do TCG em distintas faixas etarias e,
inclusive, em éguas prenhes (McCue PM, et al. Vet Clin North Am - Equine
Pract.22:799-817, 2006). Na ultrassonografia observam-se multicisticos, ou
composto por um massa solida ou como um unico “cisto grande” (Troedsson MHT,
et al. Pferdeheilkunde.19,577-584, 2003). Em 90% dos casos cursam com altas
concentracbes de inibina sérica, porém o diagndéstico conclusivo € através do
histopalégico (McCue PM, et al. Vet Clin North Am - Equine Pract.22:799-817,
2006). A ovariectomia € 0 preconizado para o restabelecimento ciclico do
contralateral. O presente relato € de uma égua da racga crioula de 26 anos de idade,
h&4 dois em anestro e de comportamento ninfomaniaco. Em dois meses de
acompanhamento ginecolégico, a condicdo reprodutiva permaneceu inalterada,
constatando-se a presenca de um foliculo ovariano com 62mm de diametro no
ovario esquerdo, com pontos hiperecdicos sedimentados e em suspensdo. O ovario
contralateral apresentava-se com diametro de 25mm. O uso de indutores da
ovulacdo (Deslorelina-1000uG/hCG-1.500Ul) foram refratarios, além ser constatado
que os hormonios tireoidianos, TSH e T4 total-livre séricos, estarem dentro dos
limiares. A ovariectomia foi preconizada, constatando-se, macroscopicamente, um
ovario com cisto Unico, com liquido de coloracdo amarelo-amarronzada. No
histopatoldgico, observou-se um processo neoplasico inicial, com células da
granulosas disformes de aspecto maligno, infiltradas na parede cistica. O aumento
da inibina plasmatica associada aos achados ecograficos poderiam confirmar o
TCG. Entretanto, € pouco observado este tumor na forma de cisto Unico
(MacLachlan NJ. Environ Health Perspect.73,27-33, 1987), além da concentracao
alta de inibina néo ser constante em todos os casos (McCue PM, et al. Vet Clin
North Am - Equine Pract.22:799-817, 2006; Murase H, et al. J Equine Vet Sci.60:6—
10, 2018). Além disso, tratava-se de uma fémea com 26 anos, faixa etaria
susceptivel ao hipotireoidismo, o que também poderia explicar o anestro e a
refratariedade dos indutores de ovulagdo. Contudo, esta hipétese foi descartada,
pois 0s niveis séricos de TSH e T4 total livre estavam normais. No histopatolégico a
grande infiltracdo de células da granulosa na parede cistica confirmam o
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diagnoéstico, pois este € o exame conclusivo do TCG (Troedsson MHT, et al.
Pferdeheilkunde.19,577-584, 2003). Apesar dos TCG serem retratados como
benignos (Troedsson MHT, et al. Pferdeheilkunde.19,577-584, 2003), a
predominéancia de células neoplasicas disformes infiltradas, mesmo no inicio, o
caracteriza como maligno. Os achados ecograficos e, no histopatologico, a
predominancia de células da granulosa disformes e infiltradas na parede cistica
confirmam o aspecto maligno do TCG em ovario com cisto unico.

Palavras-chave: tumor, maligno, granulosa, égua
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A gestacdo inicial da égua € um periodo fascinante que abrange numerosas e
intensas mudancas em seu desenvolvimento, muitas das quais sao Unicas para a
espécie equina (Stout TAE. Equine breeding management and artificial insemination
2nded;223-240,2009). Esse desenvolvimento depende da manutencdo da funcao
ltea, do estabelecimento de um ambiente uterino propicio (Leisinger CA,
Theriogenology;105;178-183,2017) e de uma interagcéo precisa e orquestrada entre
0 concepto e o ambiente uterino (Klein C. Biol Reprod;84;872-885,2011). O objetivo
deste estudo foi verificar as alteracGes ultraestruturais do endométrio e a producéo
histotréfica em éguas ciclicas e prenhes nos dias 7, 10 e 13 pds-ovulacdo. No
primeiro ciclo, biépsias endometriais de 30 éguas foram coletadas no dia 7 (n = 10),
10 (n = 10) e 13 (n = 10) constituindo o grupo éguas ciclicas. No segundo ciclo, as
mesmas éguas foram cobertas por um garanhao fértil, acompanhadas diariamente
até detectar a ovulacéo, considerada o dia 0. Foram coletadas biopsias endometriais
nos dias7 (n=10), 10 (n=10) and 13 (n=10). Imediatamente apods a coleta, o utero foi
lavado e as éguas em que foi obtido embrido, foram inseridas no grupo de éguas
prenhes. As amostras foram desidratadas com di6éxido de carbono e analisadas em
um microscopio eletrbnico de varredura. Células engurgitadas foram mais
abundantes no grupo de éguas prenhes no dia 7. A secre¢do endometrial foi maior
nas éguas prenhes, aumentando sua quantidade do dia 7 ao 13. No sétimo dia pés-
ovulacdo, uma grande perda de células ciliadas foi evidente no grupo de éguas
prenhes. O grupo de éguas prenhes tem menos células ciliadas comparado como o
grupo ciclico, provavelmente isso ocorre devido a rapida substituicdo de células
ciliadas por células secretérias, que produzira substancias para a nutricdo do
blastocisto. A superficie com mais células com microvilosidades e menos cilios pode
providenciar um maior contato entre o endométrio e o embrido, permitindo que o
embrido absorva os nutrientes que compdem a secre¢do uterina, sinalizando sua
presenca e estabelecendo sua future fixacdo e implantacdo. Ainda no sétimo dia de
prenhez, as células superficiais do endométrio sdo mais ingurgitadas e apresentam
uma quantidade significativa de material histotrofico, provavelmente resultado de
secrecbes merocrinas das células epiteliais. Antes da implantacdo, o concepto
equino € dependente dos nutrientes provenientes das secrec¢des uterinas que Sao
dependentes da acao da progesterona. Provavelmente a producéo de histotrofo nas
éguas prenhes pode estar relacionada a estimulos quimicos ou fisicos do concepto.
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O reconhecimento materno de gestacao e a comunicacdao materno embrionaria € um
processo reciproco. No presente estudo, as modificacbes que ocorreram no
ambiente uterino tiveram o propdsito de prover nutrientes para receber e manter o
embrido.

Palavras-chave: embrido, microscopia eletrénica, endométrio
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USO DA SULPIRIDA PARA ANTECIPACAO DA PRIMEIRA OVULACAO DO ANO
EM EGUAS
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A égua é considerada poliéstrica estacional, com atividade ciclica no periodo de
maior luminosidade do ano. A luz é o principal modulador da sazonalidade, mas a
alimentagao, condigéo corporal, temperatura e comportamento social devem ser
considerados. A iluminacéo artificial, juntamente, ou ndo, com protocolos hormonais
podem ser utilizados para antecipar a primeira ovulacdo da estacdo. A dopamina
realiza regulacdo parcial da sazonalidade tendo relacdo inversa com 0s niveis
circulantes de prolactina. A sulpirida € um antagonista de dopamina utilizado para
adiantar a primeira ovulacéo, tendo baixo custo e boa disponibilidade. O objetivo
deste trabalho foi comparar o efeito da sulpirida, da iluminacgao artificial convencional
e da iluminagdo com mascaras de led-azul na antecipacao da ovulacdo em éguas
saindo do anestro invernal. Foram avaliadas 45 éguas doadoras Mangalarga
Marchador (12,4 anos; dados de rotina comercial), alimentadas com ragéo
comercial, silagem de milho, suplementacdo mineral, 4gua, com condicdo corporal
(=3, escala de 1-5). Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo 1 (SULP;
n=05), animais avaliados na primeira quinzena de setembro, em fase transicional
com o maior foliculo medindo entre 15-20 mm de diametro, estimulados com luz
natural recebendo 0,5mg/kg/dia/VO de Sulpirida até a deteccdo da primeira
ovulagdo. No segundo dia, os animais receberam uma dose de 5mg/kg de benzoato
de estradiol. Grupo 2 (MASK), n=5, ndo avaliados previamente ao inicio do
tratamento (24/06/17), soltos em piquetes sendo estimulados com fotoperiodo
artificial através de mascaras com lampada de LED azul (Equilume®), programada
para que o animal fosse exposto a 16h/dia. Grupo 3 (BAIA), n=10, ndo avaliados
previamente para inicio de tratamento (05/06/17), mantidos em baias, sendo
estimulados com luz artificial, com uma lampada fluorescente de 85 watts em cada
baia, com 16 h/dia. Grupo 4 (CONT), controle com n=22 mantidos em piquetes sob
efeito do fotoperiodo natural. Todos os animais foram avaliados na primeira
quinzena de agosto. Os animais do grupo SULP levaram em média 19,4 dias para
atingirem a ovulagéo, que ocorreu em 100% das éguas. Os animais (100%) do
grupo MASK ovularam, em média, com 65 dias de tratamento que é inferior ao
obtido por (MURPHY, B. A. et al. JEVS. 46:601-605, 2013). que observou que apos
83 dias com as mascaras, ainda haviam éguas em anestro (12%). No grupo BAIA
obteve-se uma média de 74,2 dias para observacdo da ovulacdo, 100% ovularam.
(NEELY, D.P. In: NEELY, D.P.; LIU, I.LK.M.; HILMANN, R.B. Reproduccion Equina.
Montevideo: Editorial Hemisfério Sur, 1989). demonstra que com 15-16 horas de
exposicdo a luz/dia, o prazo para a primeira ovulacdo fica de 60-90 dias
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aproximadamente. No grupo controle, 95% éguas apresentaram ovulacdo até o
equinécio de primavera. A Sulpirida € uma alternativa eficiente para acelerar o inicio
da temporada ciclica na égua quando comparada a iluminacao artificial em baia e ao
uso das mascaras de led-azul.

Palavras-chave: sulpirida, sazonalidade, ovulacéo
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