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RESUMO

Na equinocultura a transferéncia de embrides (TE) é a biotecnologia da reproducdo mais
difundida na espécie, onde a disponibilidade de receptoras aptas para esta técnica durante a
estacao reprodutiva representa um dos principais desafios aos centros reprodutivos. O objetivo
do presente estudo foi promover o aproveitamento de receptoras de embrido em anestro através
da sincronizagdo com a administracdo de cipionato de estradiol seguido por altrenogest
injetavel, propondo assim um novo protocolo de sincronizagdo. Considerou em anestro
(aciclicas) as receptoras com foliculos de até 15 mm ou auséncia destes, assim como auséncia
de edema uterino e corpo luteo, e ciclicas aquelas que demonstraram presenca de foliculo pré-
ovulatorio e/ou CL. A receptoras em anestro receberam 2mL de Cipionato de Estradiol (5
mg/mL) no primeiro dia e mais 1 mL no dia seguinte por via intramuscular, no terceiro dia apds
observado edema uterino escala 3 foi realizado a administracdo de 3mL de altrenogest
(75mg/mL) também por via intramuscular, neste grupo a TE foi realizada cinco, seis ou sete
dias (D5, D6 ou D7) apés o recebimento do altrenogest injetavel. Nas receptoras ciclicas a
sincronizacdo com as doadoras foi realizada através da indugdo de ovulacdo com HCG nas
éguas com foliculos de didmetro > 40 mm e edema satisfatorio (escala 3). Realizou-se a
transferéncia de embrides grau 1, 2 e 3 com seis, sete ou oito dias de desenvolvimento. O
diagnostico de gestacdo foi realizado aos quinze dias de idade do embrido e feito
acompanhamento até trinta dias de gestacdo. A avaliacdo estatistica foi realizada por meio do
teste de Fischer com probabilidade de 5%. N&o houve diferenca significativa entre as taxas de
gestacdo das éguas tratadas e ndo tratadas aos quinze e trinta dias de gestacdo. Ao comparar 0
dia da realizacdo da TE apds o tratamento com altrenogest, também nao se observou diferenca
nos dias cinco, seis e sete. Ao avaliar o dia da coleta dos embrides, aos 15 dias de gestacédo
obteve-se 80% e 92,3 %, para 0 grupo tratado e ndo tratado respectivamente, diferindo
estatisticamente entre si. As receptoras ciclicas apresentaram taxa de prenhez superior ao grupo
tratado (p<0,05%) ao receberem embrides grau 1 nas transferéncias. Conclui-se que a prenhez
foi semelhante entre as receptoras ciclicas e aciclica, porém o protocolo proposto com duas
administracdes de ciprionato de estradiol associado a uma Unica dose de altrenogest pode ser
uma alternativa para o aproveitamento de éguas receptoras de embrido em anestro.

Palavras-chave: Altrenogest. Cipionato de estradiol. Receptoras. Anestro. Transferéncia de
embrido



ABSTRACT

The equinoculture embryo transfer (ET) is the most widespread reproductive
biotechnology in the species, where the availability of receptors suitable for this
technique during the breeding season represents one of the main challenges for
reproductive centers. The aim of the present study was to promote the utilization of
anestrus embryo recipients by synchronization with the administration of estradiol
cypionate followed by injectable altrenogest, thus proposing a new synchronization
protocol. It considered in anestrous (acyclic) the recipients with follicles up to 15 mm
or absence of these, as well as absence of uterine edema and corpus luteum, and cyclic
those that showed presence of preovulatory follicle and / or CL. Anestrous recipients
received 2mL Estradiol Cypionate (5 mg/ mL) on the first day and an additional 1 mL
intramuscularly on the following day. On the third day after uterine edema scale 3, 3mL
altrenogest (75mg / mL) was administered. mL) also intramuscularly, in this group the
ET was performed five, six or seven days (D5, D6 or D7) after receiving the injectable
altrenogest. In cyclic recipients, synchronization with donors was performed by
induction of ovulation with HCG in mares with follicles > 40 mm in diameter and
satisfactory edema (scale 3). Grade 1, 2 and 3 embryos were transferred at six, seven or
eight days of development. The pregnancy diagnosis was made at fifteen days of the
embryo and followed up until thirty days of gestation. Statistical evaluation was
performed using the Fischer test with a probability of 5%. There was no significant
difference between the gestation rates of treated and untreated mares at 15 and 30 days
of gestation. When comparing the day of ET after treatment with altrenogest, no
difference was also observed on days five, six and seven. When evaluating the day of
embryo collection, at 15 days of gestation, 80% and 92.3% were obtained for the treated
and untreated groups, respectively, differing statistically from each other. Cyclic
recipients had a higher pregnancy rate than the treated group (p <0.05%) when receiving
grade 1 embryos on transfer. It was concluded that pregnancy was similar between
cyclic and acyclic recipients, but the proposed protocol with two administrations of
estradiol cyprionate associated with a single dose of altrenogest can be an alternative
for the use of anestrus embryo receptor mares.

Keywords: Altrenogest. Estradiol cypionate. Recipient mares. Anestrus. Embryo transfer.
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1 INTRODUCAO

Na equinocultura a transferéncia de embrides (TE) € a biotecnologia da reproducéo mais
difundida na espécie, chegando a superar 0 uso exclusivo da técnica de inseminacao artificial
(HARTMAN, 2011). Segundo IETS (2018), o Brasil ocupa um lugar de destaque no cenario
mundial quando se trata de transferéncias de embrides, reportando 31.650 colheitas e 19.560
transferéncias realizadas no ano de 2017.

Sabe-se que o ciclo reprodutivo das fémeas da espécie equina é fortemente influenciado
pelo fotoperiodo. As éguas sdo consideradas poliéstricas estacionais e apresentam quatro fases
de atividade ovariana: fase de transicdo de primavera, fase ovulatéria, fase de transi¢do de
outono e fase de anestro (GINTHER et al., 2004).

No hemisfério norte, entre os meses de Abril e Setembro tem-se a primavera e o verao,
ja no hemisfério sul, estas estacdes ocorrem entre os meses de Outubro e Marco. A ocorréncia
de dias mais longos (mais horas-luz por dia) sdo durante a primavera e verdo, neste periodo o
estimulo luminoso maior faz com que as éguas iniciem a atividade ovariana (MCKINNON &
VOSS, 1993).

Na fase de transicdo de primavera, que é o periodo que antecede a estacdo reprodutiva,
as éguas apresentam cios prolongados e anovulatorios. Na fase ovulatoria, tem-se a atividade
ovariana promovendo ndo sé crescimento folicular como também a ovulacdo. Enquanto que a
fase de transicdo de outono, que ocorre logo ap6s a estacdo reprodutiva, 0s cios também véo
tornando-se prolongados e anovulatorios devido a diminuicéo do estimulo luminoso e logo em
seguida elas entram em um periodo de anestro que se da nos meses mais frios do ano
(OLIVEIRA & SOUZA, 2003).

Considerando estas peculiaridades das fémeas da espécie equina, a TE surge como uma
importante ferramenta para otimizar a eficiéncia reprodutiva viabilizando a obtencdo de mais
de um embrido de uma mesma doadora em uma Unica estacdo de monta (ARRUDA et al.,
2001). Por esta razdo, a qualidade das receptoras € de suma importancia para 0 sucesso da
técnica, o que representa limitagdo, devido a disponibilidade destas e pela dificuldade na
sincronizacao das doadoras com as receptoras (LANGNEAUX & PALMER, 1993) e, também,
pelo fato de que muitas delas encontram-se em anestro estacional ou anestro profundo no inicio
da estacao reprodutiva.

Por estas razBes, 0 aproveitamento de receptoras aciclicas através da administracdo de
progestdgenos exdgenos no estabelecimento e manutencdo da gestacdo, € uma importante

ferramenta para otimizagdo da técnica de TE tornando-a mais produtiva ao longo do ano
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(HINRICHS et al., 1987). Diversos estudos demonstram a eficacia de protocolos de
sincronizacdo com estrogeno e progestagenos no preparo e manutencdo da gestacdo de éguas
aciclicas como receptoras de embrides nos programas de TE aumentando as taxas de prenhez
ao longo do ano (SILVA et al., 2014).

Portanto, é de grande valia o desenvolvimento de protocolos de sincronizacdo para
receptoras aciclicas que apresentem boa aplicabilidade nos centros de reproducdo, que possua
custo razoavel e resultados satisfatorios. Desta forma, este trabalho buscou aplicar um novo
protocolo de sincronizacdo para receptoras aciclicas atraves da associacdo de cipionato de
estradiol e altrenogest injetavel, com menos aplicacGes e com concentrac@es diferentes das ja

reportadas na literatura.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Ciclo reprodutivo e sazonalidade da égua

As fémeas equinas apresentam atividade reprodutiva em momentos pré-estabelecidos
durante o ano, classificando-as assim como animais poliéstricos estacionais (GINTHER, 1992).
Esta caracteristica de sazonalidade é fortemente determinada pelo fotoperiodo crescente e
aumento da temperatura, estes fatores quando favoraveis, culminam para que as coberturas e 0
nascimento dos potros acontegam durante a primavera e o verdo (ARRUDA et al., 2001;
HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O periodo reprodutivo é regulado pelo eixo pineal-hipotalamico-hipofisario-gonadal,
onde o estimulo visual luminoso promove a inibicdo da secrecdo de melatonina pela glandula
pineal, ou seja, em dias longos onde h& maior incidéncia luminosa tem-se menor secrecéo de
melatonina. Durante o inverno, quando ha reducdo das horas de luz/dia e da temperatura,
restabelece o estimulo da producdo de melatonina, comprometendo assim a liberacdo de GnRH
pelo hipotdlamo e consequentemente dos hormonios hipofisarios e gonadais (GINTHER, 1992;
MCKINNON & VOSS, 1993).

A sazonalidade reprodutiva € dividida em anestro, fase de transicdo de primavera,
ovulatoria e de transi¢cdo de outono. Entdo tem-se nenhuma ou pouca ovulagdo durante o
inverno (fase de anestro), aumento da dinamica folicular durante a primavera (fase de transicdo
de primavera), atingindo o maximo durante o verdo (fase ovulatoria) e diminuindo
progressivamente no outono (fase de transi¢do de outono) (GINTHER et al., 2005).

O FSH promove o surgimento de uma onda folicular ovariana, que nas éguas ocorre
através do recrutamento de foliculos com diametro de aproximadamente 13 mm.
Aproximadamente com quatro a cinco dias ap6s a concentracdo plasmatica de FSH ter atingido
0 seu valor méximo, os maiores foliculos alcancam o didmetro médio de 19 e 22 mm, iniciando
a divergéncia folicular, caracterizada pela selecdo e crescimento continuo do maior foliculo,
que sera considerado como dominante, e redugdo do crescimento dos foliculos remanescentes,
considerados como foliculos subordinados devido a produgdo de E> e inibina pelo foliculo
dominante (GASTAL et al., 1999; GINTHER et al., 2003).

Nas espécies monovulatorias, que é o caso das éguas, normalmente, o foliculo
dominante secreta elevada quantidade de estrégeno e é sensivel ao estimulo ovulatério
desempenhado pelo padrdo de liberagcdo do LH, sendo estes dois hormdnios responsaveis pela
manifestacdo dos sinais do estro e pela ovulacdo, respectivamente (DRIANCOURT, 2001;
GURGEL et al., 2008).
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O aproveitamento de receptoras na fase de anestro ou transi¢do de primavera tornou-se
extremamente desejavel para algumas associa¢des de criadores de equinos (ROCHA FILHO et
al., 2004), devido a pressao econémica para que 0S potros nasgam o mais proximo possivel do
inicio do ano hipico (1° de janeiro no hemisfério norte e 1° de julho no hemisfério sul).

Este fato tem incentivado pesquisadores a desenvolverem métodos que antecipem a
ciclicidade das éguas por meio de programas com luz artificial (NAGY et al., 2000) ou que
permitam a utilizacdo de receptoras aciclicas suplementadas com estrégenos e progestagenos
nos programas de TE (CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO et al., 2004).

2.2  Selecdo e manejo de receptoras ciclicas e aciclicas

Considerando que a qualidade da receptora € a chave para o sucesso do programa de
TE, é imprescindivel que estas sejam livres de anormalidades uterinas e ovarianas e apresentem
fertilidade, escore corporal e desenvolvimento mamario satisfatorios. Deve-se fazer escolhas
por receptoras com idade entre quatro e 10 anos, preferencialmente (VANDERWALL, 2011;
SQUIRES et al, 1999).

Deve-se examinar diariamente as receptoras atraves da ultrassonografia durante o cio
para monitoramento do crescimento folicular e consequentemente, da ovulagdo. Recomenda-se
que pelo menos duas receptoras estejam sincronizadas para cada doadora, permitindo assim
escolher antes da inovulacdo aquela que apresenta melhor condicdo uterina para receber o
embrido (CARNEVALE, 2000).

Pode-se considerar aciclica, aquelas receptoras que apresentarem pouca ou henhuma
atividade folicular, ovarios pequenos com auséncia de corpo luteo e utero sem influéncia de
estrogeno. E possivel observar éguas em anestro profundo enquanto outras encontram-se em
anestro de transicdo. Em anestro sdo aquelas que apresentam foliculos com didmetro medindo
até 15 mm e auséncia de CL, enquanto que em transicao sdo aquelas que apresentam foliculos
entre 15 a 25 mm e auséncia de CL, indicando a ndo ocorréncia da primeira ovulagédo durante
aquela estacdo (SHARP, 1980). Ambas podem ser selecionadas para os programas de TE

através do emprego de protocolos de sincronizacao para receptoras aciclicas.

2.3 Sincronizagéo entre doadoras e receptoras de embrides

E imprescindivel a sincronizago entre doadora e receptora para a efetivar as gestacoes
nos programas de TE. Quando nao sincronizadas tem-se mortalidade embrionéria precoce logo
na primeira semana do desenvolvimento da vesicula no ambiente uterino. Além disso, melhores

taxas de prenhez foram observadas em TE realizadas em receptoras ciclicas 5 ou 6 dias ap0s a
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ovulacdo quando comparada aquelas que ovularam ha 7 a 9 dias (BARNES, 2000).

A progesterona produzida pelo CL em éguas ciclicas promove altera¢cdes no ambiente
uterino que possibilitam o desenvolvimento embrionario. Uma vez que um embrido é
transferido a um Utero ndo sincronizado, este pode estar sujeito a niveis hormonais e fatores de
crescimento ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra. (EVANGELISTA, 2012).

A administracdo intramuscular de prostaglandina (PGF2-a) ou analogo na égua doadora
anterior a mesma aplicacdo na receptora quando ambas estdo ha pelo menos cinco dias no
diestro, pode possibiliar a sincronizacao do crescimento da onda folicular e consequentemente
da ovulagéo na doadora/receptora (ALLEN, 2000).

A utilizacdo de varias combinacGes de esteroides reprodutivos (progestagenos e
estrogenos), prostaglandina F2a (PGF e analogos), hCG, GnRH e anélogos, tém sido usados no
controle do desenvolvimento folicular e inducdo de ovulacdo em éguas, visando a melhor
sincronizacdo em éguas (MCKINNON; VOSS, 1992).

A janela de sincronizacdo entre doadoras e receptoras permite que a receptora ovule
num no intervalo de um dia antes (D-1) até 3 dias depois (D+3) da ovulacédo da doadora (D0),
com coleta de embrido no sétimo dia (MCKINNON & SQUIRES, 2007). Jacob et al. (2012)
afirma que essa janela de sincronizacdo pode ser mais flexivel, uma vez que receptoras ovuladas
de um dia antes (D-1) até cinco dias (D+5) ap6s a doadora podem ser utilizadas sem afetar as
taxas de prenhez.

2.4 Estrogenos e progestagenos em receptoras de embrido aciclicas

Sdo denominados “progestagenos” todo esterdide natural ou sintético que apresente
efeito similar ao efeito da progesterona (PINTO, 2011). Nos equinos, a progesterona (P4) e o
estradiol (E2) séo os principais hormonios esteroides de origem ovariana (GINTHER, 1992).
Os progestagenos sdo amplamente empregados em programas de transferéncia de embrides
para promover e manter a gestacdo em receptoras aciclicas (HINRICHS et al. 1985; GRECO et
al., 2012).

Hinrichs et al. (1986) foram pioneiros na administracao de P4 e altrenogest no preparo
de éguas receptoras ovariectomizadas. Neste estudo, os autores, obtiveram 75% de taxa de
gestacdo ao administrar de 300 mg diarios de P4 por cinco dias antes da TE, demonstrando que
éguas ovariectomizadas tratadas com progestagenos (altrenogest e P4) foram capazes de manter
a gestacao apos a transferéncia do embri&o.

Durante o estro, o estrogeno promove 0 aumento dos receptores uterinos de P4 e o

embrido equino secreta estrogeno na fase inicial da gestacdo. No diestro ocorre diminuicao
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destes receptores devido agdo da progesterona (ZAVY et al.,, 1979; SILVA et al., 2014;
AUPPERLE et al., 2000). Ao administrar estrégeno é possivel simular a condi¢do hormonal do
estro e estimular assim a expressdo de receptores para progesterona. Apos a verificacdo do
edema uterino provocado pelo estrégeno, administra-se entdo os progestagenos para promover
as mudancas endometriais similares as que ocorrem nas éguas naturalmente gestantes (PINTO,
2011).

Diferentes protocolos com a utilizacdo de benzoato de estradiol foram descritos em
éguas receptoras aciclicas, como 2,5 mg em dose Unica (SILVA et al., 2014), 5 mg em trés
doses decrescentes (GRECO et al., 2012) e 10 mg em doses decrescentes (BOTELHO, 2015),
todos com o objetivo de promover edema uterino.

Ao testar diferentes progestagenos disponiveis comercialmente, como a
medroxiprogesterona, hidroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet e megestrol, Mckinnon et
al. (2000) observaram que apenas o altrenogest apresentou eficacia na manutencédo da gestacéo.

Ap0s uso de estrégeno Botelho et al. (2015) associaram 1500 mg de progesterona de
longa acdo, de trés a oito dias, antes de realizar a transferéncia de embrido e Silva et al. (2014)
usaram altrenogest oral por um periodo de quatro a seis dias antes da transferéncia, ambos
protocolos ao utilizar diferentes progestdgenos as taxas de gestacdo foram semelhantes e
superior a 70%.

2.5  Diferentes protocolos de sincronizacdo para receptoras aciclicas

Trés diferentes protocolos de sincronizacao aplicados antes da TE foram propostos por
Hinrichis et al. (1986) em outro estudo com éguas ovariectomizadas. Ao utilizar 22 mg de
altrenogest via oral uma vez ao dia durante cinco dias; 66 mg de altrenogest via oral uma vez
ao dia durante seis dias; 300mg de P4 injetavel uma vez ao dia durante cinco dias, obteve taxa
de prenhez de 1/6, 2/6, 2/5 e 13/19, respectivamente, demonstrando que éguas ovariectomizadas
tratadas com altrenogest ou P4 podem ser inseridas nos programas de transferéncia de embrido
e de manter a gestacao.

McKinnon et al. (1988) realizaram trés diferentes protocolos em éguas
ovariectomizadas: no primeiro protocolo, administrou-se de trés a cinco dias de 17p-estradiol
(E2) seguido da administracdo de 300 mg de progesterona diarios apés a ovulacdo da doadora;
no segundo protocolo estendeu-se a administracdo de E» alem da aplicacdo da progesterona; e
no terceiro protocolo substituiu-se a progesterona por 0,044mg/kg de altrenogest diarios.

Obteve-se 70% e 80% de taxa de gestacdo respectivamente entre 0s protocolos propostos,
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sugerindo que a concentracdo adequada de progestageno é fundamental para manutencdo da
gestacdo (MCKINNON et al., 1988).

Carnevale et al. (2000) ao administrar altrenogest diariamente as receptoras aciclicas, 5
a 7 dias antes da TE, até os 120 dias, encontraram taxas de gestacdo semelhantes entre as éguas
em anestro de transicéo e ciclicas aos 16 dias de gestacao.

A progesterona de longa acdo foi utilizada por Bringel et al. (2003) em éguas sem o
corpo lateo primario e obteve concentracBes de progesterona compativeis com a fase luteal de
éguas ciclicas, apds a administracdo de 1500 mg a cada sete dias.

Receptoras ciclicas tratadas com progesterona de longa acdo, apresentaram taxas de
gestacdo e mortalidade embrionaria semelhantes as receptoras ciclicas. O intervalo entre o
inicio do tratamento e a TE ndo afetou as taxas de prenhez de 57,6% e 44,5% respectivamente
assim como as taxas de mortalidade embrionaria de 11,51% nas aciclicas e 9,72% nas ciclicas
(GRECO et al., 2012).

Rocha Filho et al. (2004) propuseram que protocolos com progesterona de longa acao e
de curta acdo séo eficazes para a preparacdo de receptoras aciclicas, e ndo apresentam diferencas
nas taxas de prenhez. Pinna et al (2007), ao utilizarem éguas ciclicas e éguas aciclicas tratadas
com cipionato de estradiol e progesterona de longa acéo tiveram melhor indice de prenhez para

0 grupo tratado, 49% e 54,6% respectivamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Promover o aproveitamento de receptoras de embrido em anestro atraves da
sincronizacdo com a administracdo de cipionato de estradiol seguido por altrenogest injetavel,

propondo assim um novo protocolo de sincronizagéo.

3.2 Objetivos Especificos

- Comparar a taxa de prenhez com 15 e 30 dias de gestacéo entre o grupo tratado e ndo
tratado;

- Determinar através da taxa de prenhez o melhor dia para realizacdo da TE ap0s a
administracdo do altrenogest;

- Analisar se o dia de coleta do embrido interfere na taxa de prenhez das receptoras
tratadas;

- Verificar se 0 grau de qualidade embrionéria interfere na taxa de prenhez das

receptoras tratadas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Este experimento obteve aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Estadual do
Maranh&o sob n° 43/2019.

Foram realizadas 189 transferéncias em receptoras de embrides equinos, mesticas e da
raca Quarto de Milha, com idade entre 4 e 16 anos, score corporal satisfatério pesando 350 a
500kg e em bom estado de salde. Os animais receberam concentrado, feno de Coast Cross
(Cynodon dactylon) e foram mantidos em pasto também de Coast Cross (Cynodon dactylon)
com agua ad libitum.

Todas as fémeas foram examinadas previamente atraves da palpacdo retal e avaliacdo
ultrassonografica para certificacdo da integridade do sistema reprodutivo, ndo apresentando

alteracdes patologicas em ambas avaliagdes.
4.2  Grupos Experimentais

Diariamente as receptoras eram avaliadas por ultrassonografia transretal para
identificacdo da fase reprodutiva em que se encontravam. Através desta avaliacao, para as receptoras
em anestro (aciclicas) observou-se foliculos de até 15 mm ou auséncia destes, assim como
auséncia de edema uterino e corpo luteo, classificando-as assim em anestro. Ja nas éguas ciclicas
observou-se precisamente a presenca de foliculo pré-ovulatério e/ou CL.

Todas as receptoras classificadas em anestro foram submetidas ao protocolo proposto
(Figura 1) através da administracdo de 2mL e 1mL de Cipionato de Estradiol (5 mg/mL) por

via intramuscular por dois dias consecutivos.

D15 D30
D-2 D-1 Do D& D6 D7 {embridn) (embrido)
L1 1 1 11 l |
10mg 5Smg 225mg ] ! el el

E: E: ALT

Figura 1: Esquema representativo do protocolo instituido com duas administragfes de cipionato de estradiol
seguidas pela administracdo de altrenogest e realizado a transferéncia de embrido no dia cinco, seis ou sete ap6s
uso do altrenogest. Aos onze, quinze e trinta dias de idade do embrido, realiza-se o diagnéstico de gestacao,
acompanhamento com quinze e trinta dias, respectivamente

No terceiro dia durante a avaliagdo ultrassonografica ao constatar-se a presenca de
edema uterino (escala 3) realizou-se a administragdo de 3mL de Altrenogest (75mg/mL) por
via intramuscular, sendo este o dia considerado da ovulacao (DO0). Estas receptoras eram ainda

avaliadas por ultrassonografia nos dias subsequentes para observacdo da redugdo do edema
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uterino até o dia da TE realizada entre os dias D5, D6 ou D7 ap6s o recebimento do altrenogest
injetavel.

Considerou-se as receptoras que demonstram cio natural e pelo menos uma ovulacao
espontanea (ciclicas) como o grupo controle. Nestas, a sincronizacdo com as doadoras foi
realizada atraves da inducdo de ovulagdo nas éguas com foliculos de didmetro >40 mm e edema
satisfatorio (escala 3). Realizou-se a indugdo através da administracdo intravenosa de 3 mL de
hCG (1000 Ul/mL). Buscou-se sincronizar estas receptoras (grupo controle) para que tivessem
ovulacdo um dia antes até trés dias depois da ovulacdo das respectivas doadoras (-1 a +3).

Apos realizada a TE, de forma padronizada, todas as receptoras (aciclicas e ciclicas)
receberam 15mL de altrenogest oral (Regu-mate® 2,2mg/mL), até o dia do diagndstico de
gestacdo (D15) para que neste intervalo entre a TE até o dia do DG as receptoras aciclicas ndo

ficassem desprovidas de uma fonte exdgena de progesterona.

4.3  Transferéncia dos embrides

Antes de iniciar a transferéncia as receptoras eram novamente avaliadas por
ultrassonografia para observacdo de corpo lateo nas receptoras ciclicas e condi¢do uterina
(auséncia de edema).

As coletas dos embrides foram realizadas com seis, sete ou oito dias apds a ovulacao e
as transferéncias foram realizadas pelo método transcervical ndo cirdrgico com o auxilo de um
inovulador, conforme citado por Squires et al. (2003). Os embrides foram depositados
preferencialmente no corno uterino direito, realizados por um Unico técnico.

Antes da transferéncia os embrides eram avaliados sob 0 microscopio estereoscopio
AmScope quanto ao grau conforme citado por McKinnon & Squires (1988):

Grau 1: Excelente, embrido ideal, esférico, com tamanho das células, cor e textura

uniformes.

Grau 2: Bom, pequenas imperfeicdes com poucos blastdmeros extrusos, forma irregular

ou separagéo do trofoblasto.

Grau 3: Razoavel, com lesdes ndo muito severas, com presenca de blastdmeros extrusos,

células degeneradas ou blastocele colapsada.

Grau 4: Pobre, com lesGes sérias como blastocele colapsada, varios blastdmeros

extrusos e células degeneradas, mas com aparéncia viavel da massa embrionaria.

Grau 5: Nao Fertilizado ou Morto, oocito ndo fertilizado ou embrido totalmente

degenerado.
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4.4  Auvaliagdes ultrassonogréficas e diagnostico de gestagéo

Utilizou-se o aparelho ultrassonografico Aloka SSD-500 em frequéncia de 5 MHz.
Ambos ovarios foram avaliados quanto a presenca de foliculos e corpos luteos e suas
respectivas dimensdes. Na avaliacdo uterina analisou-se a textura, presenca de edema uterino e
presenca de cistos e liquidos.

O edema uterino foi classificado em uma escala de 0 a 3, onde O representa a auséncia
de edema e 3 edema bem evidente. E quanto ao tonus uterino classificou-se em uma escala de
1 a 3, sendo 1 para consisténcia flacida e 3 consisténcia maxima de tensao.

O diagnéstico de gestacdao foi realizado a partir de 11 até 15 dias (D11-D15 do embrido)
mediante observacdo da vesicula embrionéria no lumen uterino. As receptoras ciclicas com
diagnostico de gestacdo positivo foram suplementadas com 8mL de progesterona de longa acédo
(200mg/mL) por via intramuscular a cada cinco dias assim como 0 acompanhamento
ultrassonografico até trinta dias de gestacdo. J& as receptoras aciclicas com diagndstico de
gestacéo positivo foram suplementadas com 3mL de altrenogest via intramuscular a cada sete

dias até 120 dias de gestacao.

45  Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa As analises foram
executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2002). Para as
variaveis qualitativas como o dia de ovulagdo da receptora, dia da coleta do embrido e grau de
qualidade do embrido, utilizou-se o Teste de Fischer para comparacdo das taxas de prenhez

entre os tratamentos com probabilidade de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 189 transferéncias embrionarias, destes, 26 embrides foram
transferidos para o grupo de receptoras aciclicas e 163 em receptoras ciclicas. Os dados obtidos
para taxas de prenhez entre o grupo tratado e ndo tratado estdo descritos na Tabela 1. Nas
receptoras aciclicas obteve-se 61,5% de éguas prenhez e 38,4% de perdas embrionérias aos
trinta dias de prenhez enquanto no grupo controle obteve-se 78,5% e 21,4%, respectivamente.

Tabela 1 - Taxa de prenhez (%) e perda embrionaria com 15 e 30 dias de gestacdo das

receptoras tratadas e nao tratadas

Perda

Embrionaria

Tratamentos N Prenhez

15d 30d 15d 30d

Aciclicas 26 73,0 (19/26)? 61,5 (16/26) 26,9 (7/26)? 38,4 (10/26)

Ciclicas 163 87,1(142/163)°  78,5(128/163)*  12,8(21/163)* 21,4 (35/163)°

3 etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

Estudo realizado por Pinna et al. (2007) utilizando cipionato de estradiol antes da
administracdo de progesterona de longa acdo demonstrou taxas de prenhez e perda embrionaria
de 54,5% e 14,8%, respectivamente, em 100 dias de gestacéo.

Carnevale et al. (2000) ao comparar as taxas de prenhez de receptoras aciclicas em
transicdo tratadas com altrenogest oral até sete dias antes da transferéncia de embrido apontaram
taxas de prenhez semelhantes entre éguas ciclicas e aciclicas, corroborando com os dados
encontrados no presente estudo.

O protocolo com administraracéo de cipionato de estradiol (10 mg/dia, por dois dias),
seguido de P4 de curta (200 a 400 mg/dia a cada dois dias) ou longa acdo (1500 mg a cada sete
dias) proposto por Rocha Filho et al. (2004) com o objetivo de comparar as taxas de gestacdo
em éguas ciclicas e aciclicas observaram taxas similares entre os diferentes tratamentos, em
torno de 75%.

Ao testar diferentes progestagenos disponiveis comercialmente, como a
medroxiprogesterona, hidroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet e megestrol, Mckinnon et
al. (2000) observaram que apenas o altrenogest apresentou eficacia na manutencao da gestacgéo.

Se tratando de ciclo artificial, a literatura reporta taxas de gestacao e perda embrionaria

semelhantes entre receptoras aciclicas tratadas seja com altrenogest (ora/injetavel), seja com
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progesterona de longa acéo, evidenciando assim que o aproveitamento destes animais se da de
forma eficiente nos programas de transferéncia de embrido (McKinnon et al., 1998; Silva et
al,.2014; Botelho et al, 2015) e ambos farmacos podem ser utilizados no preparo de receptoras
aciclicas. Nao héa na literatura estudos que reportem taxas de prenhez em éguas aciclicas tratadas
com cipionato de estradiol seguido por altrenogest.

Na Tabela 2 tem-se os dados obtidos ao comparar as taxas de gestacdo para as receptoras
que foram submetidas a TE com cinco, seis ou sete dias apds o tratamento com altrenogest em
comparacao as receptoras do grupo controle (que apresentaram ovulagéo natural). Vale ressaltar
que nas receptoras tratadas considera-se o dia corresponde a ovulagdo o dia da aplicacdo do
altrenogest, conforme descrito no item 4.2.

O dia da TE ndo afetou as taxas de gravidez em éguas receptoras aciclicas quando
comparada com o grupo controle (p>0,05), portanto as receptoras em anestro que Sao
submetidas a TE cinco, seis ou sete dias apds aplicacdo do altrenogest apresentam indices de
prenhez satisfatorios tanto quanto aquelas receptoras de ciclo normal que sdo submetidas a TE

nesses mesmos dias.

Tabela 2 - Taxa de prenhez (%) com 15 e 30 dias de gestacdo para receptoras com cinco, seis,
e sete dias ap6s administracdo do altrenogest nas receptoras tratadas e com quatro, cinco, seis,
sete e oito dias ap6s ovulacao para receptoras nao tratadas

Tratamentos D4 D5 D6 D7 D8

N 15 30 15 30 15 30 15 30 15 30

71,42 71,42 758 56,22 66,62 66,62

Aciclicas 26 0 0 G767 (12116)  (916)  (2B)  (23)

100 60% 93,3% 90? 83,32 76,12 83,32 80,92 88,62 72,77

Ciclicas 163 (5/5 (3/5)  (28/30) (27/30) (35/42) (32/42) (35/42) (34/42) (39/44)  (32/44)

3 etras iguais na mesma coluna nédo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

No presente estudo, a maior taxa prenhez para 0 grupo tratado ocorreu paras as
transferéncias realizadas cinco dias apés aplicacdo do altrenogest (Tabela 3), corroborando com
os dados obtidos por Greco et al. (2012) ao utilizar progesterona de longa agéo cinco dias
anteriores & TE. A administracdo de 300 mg diérios de progesterona, durante cinco dias antes
da TE, resultou em 75% de gestagcdo em éguas ovariectomizadas (HINRICHS et al., 1985).

Segundo Hinrichs & Kenney, (1987) as taxas de gestagdo sdo superiores (6/8) quando o
inicio do tratamento hormonal com progesterona se da dois dias apés a ovulagdo da doadora

guando comparado com as éguas em que o inicio do tratamento hormonal ocorreu pelo menos
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quatro dias antes da ovulagdo da doadora (1/12), demonstrando assim a necessidade de
sincronia, entre a administracdo de progesterona na receptora com a ovulagdo da doadora.
Zavy et al. (1979) demonstraram que o estrogeno estimula o aumento dos receptores de
progesterona. Contudo, McKinnon et al. (1988) sugerem que independente do periodo de
administracdo do estradiol, o requisito primario para o preparo e a manutencdo da gestacao é
uma concentracdo adequada de progesterona ou altrenogest antes e apés a realizacdo da TE

apos obter taxas de 70 e 80% nos protocolos testados.

Tabela 3 — Comparacdo entre as taxas de prenhez (%) aos trinta dias das transferéncias

realizadas cinco, seis e sete dias ap6s administracdo de altrenogest nas receptoras tratadas e ndo

tratadas
Tratamentos D5 D6 D7
N 30 30 30
Aciclicas 26 71,42(5/7) 56,22 (9/16) 66,67 (2/3)
Ciclicas 114 902 (27/30) 76,12 (32/42) 80,9%(32/42)

4etras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

O procedimento ndo cirargico de coleta do embrido do lumen uterino é relativamente
simples e pode ser realizado a partir do 6° dia ap6s a ovulacdo da doadora respeitando o
mecanismo de migracdo do embrido no ambiente uterino que inicia com entre cinco e seis dias
de idade do embrido (OGURI, 1972).

Neste estudo, utilizou-se embribes com seis e sete dias de idade (D6 e D7) para
transferéncias realizadas para o grupo tratado e embriGes de seis a oito dias (D6, D7 e D8) para
0 grupo controle, esta diferenca se deu devido a disponibilidade de doadoras/receptoras que
estivessem aptas para coleta de embrides aos oito dias.

As melhores taxas de prenhez aos 15 dias de gestacdo ocorreram nas transferéncias
realizadas com embrides coletados aos sete dias apds ovulacdo da doadora (D7) para 0 grupo
tratado (80%) e para o grupo nao tratado obteve-se 92,3 % de prenhez para embrides coletados
com seis dias, diferindo estatisticamente (p<0,05) do grupo tratado que apresentou 60% de
prenhez neste mesmo dia, conforme a Tabela 4.

J& durante o acompanhamento aos 30 dias de gestacdo o grupo ndo tratado apresentou
melhor taxa de prenhez para embrides maiores, coletados aos oito dias de idade contrapondo-
se a taxa de gestacdo do grupo tratado que permaneceu sendo no D7 (70%). Contudo, aos 30

dias ndo houve diferenca significativa entra os grupos avaliados.
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Segundo Squires & Seidel (1995) o periodo ideal para coleta de embrides se da entre os
dias 7 ou 8 apds a fertilizacdo do odcito, onde tem-se melhores taxas de prenhez. O mesmo nao

€ observado em embrides coletados aos nove dias.

Tabela 4 - Taxa de prenhez (%) com 15 e 30 dias de gestacdo para embrides coletados seis,

sete ou oito dias ap6s a ovulacdo da doadora entre o grupo tratado e ndo tratado

Tratamentos D6 D7 D8
N 15 30 15 30 15 30
) 60° 402 802 702 0 0
Aciclicas 26
(3/5) (2/5) (16/20) (14/20) (0/1) (0/1)
] 92,32 76,92 86,67 78,42 802 802
Ciclicas 163
(24/26) (20/26) (110/127)  (100/127) (8/10) (8/10)

3| _etras iguais na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

O presente estudo considerou embriGes com grau de qualidade 1, 2 e 3 aptos para serem
transferidos, contudo 165 embrides das 189 transferéncias realizadas eram embrides grau 1,
havendo predominancia destes.

Ao analisar os embrides de melhor qualidade (grau 1), o grupo néo tratado apresentou
taxas de prenhez aos 15 e 30 dias (88,6% e 80,8%, respectivamente) superiores ao grupo nédo
tratado (p<0,05). Na&o se obteve diferenca significativa entre 0s grupos para embrides
transferidos grau 2 e 3, logo a qualidade do embrido ndo afetou a taxa de gravidez, conforme a
Tabela 5.

Tabela 5 - Taxa de prenhez (%) com 15 e 30 dias de gestacdo para o grau de qualidade do

embrido (grau 1, grau 2 e grau 3) entre o grupo tratado e nao tratado

Tratamentos GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3
N 15 30 15 30 15 30
70,8° 62,5° 1002 0 1002 1002
Aciclicas 26
(17/24) (15/24) (1/1) (0/1) (1/1) (1/1)
) 88,62 80,82 752 68,72 83,32 502
Ciclicas 163
(125/141)  (114/141) (12/16) (11/16) (5/6) (3/6)

3| etras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

Botelho et al (2015) transferiram embrides grau 1, 2 e 3 e ndo observaram diferenca
(p>0,05) nas taxas de prenhez com 13, 30 e 60 dias de gestacdo. Enquanto Greco et al (2012),

utilizaram somente embriGes grau 1 para as transferéncias realizadas em seus estudos e
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obtiveram 54,4% de prenhez em receptoras aciclicas.

E reportado na literatura que a perda embrionaria é maior em transferéncias cujo
embrides possuem qualidade 2 e 3 do que os embrides de grau 1 (Carnevale et al., 2000). Logo,
para as transferéncias de embrido seja em receptoras ciclicas ou aciclicas deve-se permanecer
priorizando embrides que apresentem melhor grau de qualidade (grau 1) por serem mais viaveis

para estabelecer e manter a gestacao.
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6 CONCLUSAO
Desta forma, conclui-se que a prenhez foi semelhante entre as receptoras ciclicas e
aciclica, porém o protocolo proposto com duas administracdes de ciprionato de estradiol
associado a uma unica dose de altrenogest pode ser uma alternativa para o aproveitamento de

éguas receptoras de embrido em anestro.
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