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RESUMO

Este estudo foi conduzido com a finalidade de avaliar o uso da gonadotrofina coriénica eqlina
(eCG) logo apos a ovulagdo de éguas com o objetivo avaliar a formacdo do corpo luteo e
producdo de progesterona. Utilizou-se 50 éguas durante 2 estacbes de monta 2011/2012 e
2012/2013. Com auxilio da ultrassonografia as éguas foram monitoradas as caracteristicas dos
Orgdos genitais durante o estro até o dia da ovulacdo (DO) e no diestro em D2, D4 e D8. O
experimento foi dividido em 2 tratamentos: Tratamento | (n=25) — éguas com ovulagdo natural
e tratamento Il (n=25) — éguas com ovulacdo induzida. Verificada a ovulagdo, os tratamentos
foram sub divididas em 5 grupos de 5 animais, obedecendo a administracdo do farmaco estudado
(eCG), sendo GlI: controle; Gll: 250 Ul eCG no DO; GlllI: 250 Ul eCG no DO + 250 Ul eCG
no D2; GIV: 500 Ul no Do; e GV: 500 Ul eCG no DO + 500 Ul no D2. Para a avaliagdo do
efeito dose resposta do farmaco e influéncia do eCG sob a glandula luteinica, foram coletados os
dados: ténus uterino, ecogenicidade e tamanho do corpo liteo (CL) e concentracdo de
progesterona. Na analise estatistica somente quando comparando o GV entre os dois tratamentos
ha diferenca estatistica para 0 D8 na concentracdo de progesterona. Portanto o uso da eCG no
momento da ovulacdo, ndo produziu efeito significativo esperado, mas este trabalho inicial abre
portas para novas investigacfes a respeito desta biomolécula, e que venha contribuir na
biotecnologia reprodutiva equina.
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ABSTRACT

Use of eCG training corps luteum equine and production of progesterone. This study was
conducted to evaluate the use of equine chorionic gonadotropin ( eCG ) after ovulation in mares
in order to evaluate the formation of the corpus luteum and progesterone production . We used
fithteen mares during two breeding seasons 2011/2012 and 2012/2013 . With the aid of
ultrasound mares were monitored characteristics of the genitals during estrus to ovulation day
(DO ) and diestrus in D2 , D4 and D8 . The experiment was divided into 2 treatments :
Treatment | ( n =25 ) - mares with natural ovulation and treatment Il ( n = 25 ) - mares with
induced ovulation. Verified ovulation , the treatments were sub divided into 5 groups of 5
animals , following administration of the study drug (eCG ) and Gl : control , GI1 : 250 1U eCG
on DO ; Gl : 250 IU eCG at 250 IU eCG + OF D2 ; GIV : From the 500 1U , and GV : 500 IU
eCG + 500 IU DO in the D2 . Uterine tone , echogenicity and size of the corpus luteum ( CL )
and progesterone concentration : For the evaluation of the dose response effect of drug and
influence of eCG in the luteal gland, the data were collected . Statistical analysis only when
comparing the GV between the two treatments there is statistical difference for the D8
progesterone levels . Therefore the use of eCG at the time of ovulation , produced no significant
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effect expected , but this early work opens the door to further investigations regarding this
biomolecule , and that will contribute in equine reproductive biotechnology.

Keywords: horses, corpus luteum, equine chorionic gonadotropin (eCG).

1 — Introdugéo

A reproducdo equina tem vindo a crescer exponencialmente nas Ultimas duas décadas,
tanto em adeptos e quantidade de trabalho na area da biotecnologia assistida. Segundo a ultima
publicacdo em 2012 do Comité Estatistico da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS), coloca o Brasil como o segundo maior produtor de embribes equinos do
mundo, perfazendo mais de 12.000 inovulagdes, concentradas na regido sudeste do pais, com
cerca de 40 centros de transferéncia de embrides equinos (TEE) registrados. Apesar do notorio
desenvolvimento, aperfeicoamento e elevadas taxas de concepcdo aplicadas a espécie em
assunto, sua aplicacdo comercial ainda é muito atrasada em relacdo a seu uso em bovinos, ovinos
e suinos (RIERA, 2009).

Dos fatores que influenciam diretamente na TEE sdo eles, a qualidade do sémen do
garanhdo, o dia da coleta, qualidade embrionéria e um do mais importante a ser considerado é a
escolha da receptora e/ou barriga de aluguel apta a gestar o embrido, pois para uma boa selecdo
deve-se respeitar o limite de idade, o tamanho do animal, escore corporal, sanidade, estado
reprodutivo, habilidade materna, docilidade, parametros indispensaveis ao sucesso da taxa de
prenhez e reducdo da perda embriondria precoce, representando um empecilho de quase todos 0s
programas de TEE. O manejo e alojamento das receptoras sdao sem duvida um dos itens mais
caros no planejamento econémico em um centro de reprodugéo, estando cada vez mais escassas
pelo aumento exponencial da demanda, além da necessidade de grandes &reas para sua
manutengdo, o que mostra relevante o incremento em pesquisas direcionadas a eficiéncia da
técnica no item relacdo doadoras/receptoras.

Pesquisadores ha oitenta e quatro anos, descreveram que o soro de éguas prenhes
estimulava o aumento do peso ovariano e o desenvolvimento sexual em ratas impaberes. A
glicoproteina responsavel por tal estimulo foi denominada PMSG (Pregnant Mare Serum
Gonadotrofin), com a evolugédo dos estudos imuno-histoquimicos, verificou-se que tal horménio
é sintetizado durante a gestacdo apds a migracao das células trofoblasticas do concepto para o
endométrio materno, que formam os célices endometriais (WOODING et al. 2001).
Considerando a origem embrionaria do PMSG e a semelhanca de sua estrutura molecular com a
gonadotropina coridnica humana (hCG), tal horménio glicoprotéico tem sido designado,
modernamente, de eCG (equine Chorionic Gonadotrifin). Nos equinos, a eCG é fundamental
para a manutencao da prenhez, pois estimula a formacg&o de corpos luteos acessorios, mantendo a
sintese de progesterona durante o periodo inicial da gestacdo, onde a placenta ainda ndo é capaz
de sintetiza-la.

Em todas as espécies de mamiferos domesticos investigados até o momento, a eCG
promove dupla atividade bioldgica, exercendo o papel semelhante ao hormdnio foliculo
estimulante (FSH) e ao hormonio luteinizante (LH), ambos envolvidos na foliculogénese e
ovulacdo. A eCG é a unica gonadotrofina capaz de ligar-se tanto aos receptores de LH quanto ao
de FSH (ROSA, 2009).
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Portanto, o objetivo deste estudo consiste em expor o papel do eCG na reproducdo
equina, com intuito de formular hipoteses para uso deste horménio na biotecnologia reprodutiva
eqlina, fato este que tornaria o uso deste horménio uma ferramenta fundamental em programas
de reproducao equina assistida.

2 — Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no campus da Universidade Estadual Norte Fluminense
(Unidade de Pesquisa Animal do LRMGA/CCTA) e em dois haras em Campos dos
Goytacazes - RJ: Rancho Sig e RH Ranch. Latitude -21°.45°.15"" e Longitude -41°.19°.28 " -
altitude 13 metros, clima tropical com temperatura média anual de 22,5 °C.

Todo o trabalho de amostragem (coletas e transferéncias) foi realizado durante duas
estacOes de monta entre os meses de setembro/margo de 2011/2012 e 2012/2013. Cinquenta
(50) éguas, com idade variando de trés a dezesseis anos e condi¢do corporal compativel com a
atividade reprodutiva foram utilizadas durante o experimento sendo mantidas em regime de
campo, com pastagem de graminea, agua e sal mineral ad libidum, sendo suplementadas
diariamente com volumoso e concentrado em bretes com cochos individuais.

2.1- Delineamento experimental

As éguas foram divididas em 2 tratamentos: Tratamento | — éguas monitoradas sem
inducdo da ovulagdo; Tratamento Il — éguas cuja ovulagdo foi induzida com a administracao
endovenosa de 1 mg de acetato de deslorelina (andlogo do GnRH). Verificada a ovulacdo os
animais foram entdo sub divididos em 5 grupos, obedecendo a administracdo do farmaco, sendo
para o tratamento |, éguas (25) sem inducdo da ovulacdo: controle, 250 Ul eCG no DO, 250 Ul
eCG no DO + 250 Ul eCG no D2, 500 Ul no Do e 500 Ul eCG no DO + 500 Ul no D2. O
tratamento 1l seguiu a mesma ordem da sub diviséo, a diferenca foi a realizacdo da inducéo da
ovulacdo em todos 0s animais.

Determinada a ovulagdo das éguas em estudo e a administracdo do farmaco de acordo
com o grupo que elas se encontravam, foi determinado o dia da coleta das amostras onde o DO
(dia da ovulacao), D2 (dois dias apds a ovulacdo), D4 (quatro dias apds a ovulacdo) e D8 (oito
dias apos a ovulacdo). A coleta das amostras sanguineas foi realizada no proprio brete de
contencdo, as caracteristicas do trato reprodutivo foram avaliadas e minuciosamente anotadas,
para posterior avaliacdo e compara¢do com a quantificacdo hormonal.

2.2 - Exame clinico dos 6rgéos reprodutivo

Os animais foram monitorados através de ultrassonografia (US) de 48 em 48 horas a
partir da deteccdo de comportamento de o cio e no momento que a égua apresentou um foliculo
> 35 mm e um edema uterino grau 3; este intervalo de exame passou a ser de 12 em 12 horas até
a ovulacdo. O exame dos 0Orgdos genitais foi executado no proprio brete de suplementacédo
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alimentar. O acompanhamento do trato reprodutivo, por meio de ultra-sonografia, Midray
2200vet® acoplado a um transdutor transretal linear de 5,0 MHz, auxiliou na avaliacdo da
dindmica folicular até a ovulagdo e posterior observacdo das caracteristicas dos 6rgdos
reprodutivos, nos respectivos dias de coleta sanguinea e avaliacdo reprodutiva, tais como:
tamanho, morfoecogenicidade de corpo luteo, tonus uterino, dissipacdo de edema e cérvix dos
animais em estudo.

Os dados coletados das caracteristicas do trato reprodutivo preconizando a qualidade do
corpo lateo formado foram cuidadosamente anotados, para fins de coleta de dados sobre o efeito
da dose resposta do farmaco admininistrado (eCG).

2.2.1 - Qualidade do corpo luteo.

Com intuito do acompanhamento e monitoramento da morfologia e ecogenicidade do
corpo lateo do DO ao D8, imagens ultrassonograficas realizadas dos animais, foram capturadas e
avaliadas. No quarto dia pés ovulagdo (D4) a imagem do corpo luteo foi capturada e realizada a
mensuracdo dos dois maiores didmetros do CL, com a media destas duas afericBes foi
determinacdo do tamanho médio (mm) do corpo luteo.

Baseados em pesquisadores como Arruda et al. (2001) e Gorreti (2005) que demonstram
através da mensuracdo e escaneamento de corpos luteos equinos tabelas prdprias para
classificacdo da morfoecogenicidade do tecido luteinico, as informacdes de morfoecogenicidade
do corpo lateo foram compiladas em em uma escala de 1 a 4 (tabela 1), segundo o grau de
ecogenicidade, facilitando o delineamento para tal caracteristica.

Tabela 1- Morfoecogenicidade do corpo lGteo. (escore 1 a 4)

Escore Descri¢ao

1 Pontos ecogénicos e anecdicos com visualizagdo definida

2 Levemente ecogénico, pode ter centro anecoico ou trabeculado

3 Ecogénico podendo ter centro anecoico, mas com limites definidos
4 Hiperecogénico e forma definida

2.2.2 — Ténus uterino

Para o desenvolvimento da turgidez uterina na égua estd comprovada a necessidade de
uma adequada produgdo de progesterona (KAMADA et al., 2011). A contratilidade uterina é
determinada por meio de avaliacdo continua do corpo uterino, visualizando uma sec¢do
longitudinal durante 1 minuto, com base nos movimentos de vai-e-vem dos pontos de reflex&o
do endométrio ou dos movimentos de onda observados na superficie ventral do corpo uterino
(SILVA, 2003). A classificacdo do ténus uterino baseou-se na palpacao do tecido uterino e com
a complementacdo visual da imagem ecografica do limen, conforme Rodrigues et al. (2012) que
classifica o tbnus uterino em uma escala de 4 diferentes graus:

v Tonus 1- Minimo ténus verificado do anestro até o inicio da atividade ciclica. O formato
e consisténcia do Utero ndo sdo bem definidos ao exame de palpagéo retal.
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v" Tonus 2- O tonus proporcionado pela fase estrogénica do ciclo estral (estro), com Utero
de consisténcia macia e formato quase tubular. As contracdes do Utero ainda nao sdo
perceptiveis ao toque.

v' Tonus 3- O tonus da fase progesteronica do ciclo estral (diestro). O Utero apresenta
formato tubular bem definido, com aumento do tonus e consisténcia .As contragdes
uterinas sdo perceptiveis.

v' To6nus 4- Maximo tonus do inicio da prenhez, apds o décimo terceiro dia. As contragfes
uterinas sdo ainda mais perceptiveis. O Gtero mantém formato tubular e consisténcia
mais firme.

2.2.3- Cervix

A cérvix no mesmo exame do trato reprodutivo foi verificada quanto a abertura ou o
fechamento, pois de acordo com o toque retal realizado suas caracteristicas eram anotadas.
Verificada a flacidez, mudanca de formato ao toque, caracteristicas resultantes de uma baixa
tonicidade, tinhamos uma cervix aberta e quando a cervix palpada apresentando formato tubular
e consisténcia firme evidenciando uma alta tonicidade, tinhamos uma cervix fechada, podendo
ser resultado da acdo de progesterona no diestro e ou gestacao.

2.2.4 - EDEMA UTERINO

A ecotextura uterina visualizado pela ultrassonografia foi classificada baseada no grau de
edema das pregas endometriais e utilizando uma escala de escore que varia de 0 (auséncia de
edema) a 3 (grau maximo de edema, pico da fase estrogénica), fez-se a classificacdo e selecdo
das éguas (n=50) para a andlise da hipdtese proposta, animais que em estro (1 ou mais foliculos
> 35 mm) apresentaram edema uterino grau 3 (fig.1).

Figura 1 — Associacdo da dinamica folicular e ecogenicidade uterina (Fonte: Imagem US Midray 2200vet: autor)
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2.3. — Dosagem progesteronica

As amostras de sangue foram colhidas por puncéo da veia jugular em tubos para coleta a
vacuo tampa vermelha sem anti-coagulante. Realizada a coleta da(s) amostra(s), o(s) tubo(s) foi
acondicionado em caixa isotérmica 8°C a 2°C e em seguida transportada para o laboratdrio de
reproducdo e melhoramento genético animal - LRMGA/CCTA/UENF. Chegada as amostras no
laboratorio, os tubos foram preparados para centrifugacdo (600g/10 minutos).

Apos a centrifugacdo das amostras, o soro foi aliquotado em tubo Eppendorf®, volume
de 2 mL, sempre em duplos exemplares, identificados e congelados em freezer a -20°C. No
momento em que todas as amostras foram colidas, foi realizada a dosagem progesteronica, pela
técnica de radioimuneonsaio (RIE) em fase sdlida. Um o conjunto diagnostico comercial
desenvolvido para dosagem hormonal de progesterona em soro humano (Immunotech®
Beckman Coulter Laboratories, Marseille, France), foi validado e utilizado para dosagem
progesterona, sendo o0s procedimentos laboratoriais foram realizados de acordo com a
metodologia proposta pelo fabricante (ALACAM et al., 2009).

3- Analise estatistica

Para a metodologia da analise estatistica do referido experimento, fez-se necessario a
divisdo de 2 tratamentos, resultando em duas variaveis independentes. Cada tratamento foi
dividido em 5 unidades experimentais e/ou grupos diferindo pela administragdo ou ndo de um
farmaco em concentracdo e dias diferentes, onde a concentracdo de progesterona (P4), ténus
uterino, ecogenicidade e tamanho do corpo lateo (CL), foram as varidveis aleatérias continuas
avaliadas de cada individuo dentro de cada unidade experimental, sendo realizada 5 repeticdes
independentes para cada grupo estudado. Com um ndmero de 50 animais avaliados para estudo
da hipotese proposta.

Os resultados que envolvem freqliéncia foram apresentados em tabelas de frequéncia,
com numero absoluto e a proporcdo dos casos observados. As caracteristicas de concentracdo de
progesterona, tbnus uterino, tamanho e a morfoecogenicidade dos corpos luteos foram estudados
através de analises de variancia pelo método dos quadrados minimos, enquanto comparacdes
entre médias foram realizadas pelo teste de Tukey. As analises de variancia foram realizadas
pelo aplicativo Sistemas para Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG, versao 9.1), adotando-se
o nivel de 5% de significancia.

4 - Resultados e Discussao

As informacfes obtidas com a avaliacdo dos tecidos e 6rgaos do sistema reprodutivo
equino através da ultrassonografia foram compilados e os resultados de distribuicdo e frequéncia
das caracteristicas de ecogenicidade, de morfo-ecometria dos corpos luteos e o ténus uterino das
éguas avaliadas (n=50), no quarto dia pds ovulacdo (D4) sdo apresentados nas tabelas 2, 3 e 4,
respectivamente.

A partir da metodologia onde se criou uma escala de ecogenicidade para corpo lGteo
variando de 1 a 4 e obedecendo o delineamento experimental para classificacdo desta
caracteristica, pode-se observar na tabela 2, 54% (n=27) dos animais apresentaram
morfoecogenicidade escore 4, uma tendéncia fisiologica, pois no D4 as células luteinicas do
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corpo luteo j& estdo maduras e em méxima atividade funcional, fato observado e descritos por
alguns pesquisadores (STOCCO et al., 2007; GINTHER et al., 2008; TAROUCO, 2012).

O exame ecogréfico do corpo ldteo, aliado as caracteristicas inerentes ao estagio de
diestro do 6rgéo reprodutivo representam um meio utilizado na préatica para indicar a atividade
da glandula luteinica, apesar de que, a dosagem de progesterona ser um método mais preciso,
este ndo é utilizado para uma avaliagéo rotineira, pois alem de apresentar um custo elevado, a
avaliacdo da corpo liteo precisa ser de cunho préatico e répido afim de predizer uma possivel
receptora apta a ser inovulada e utilizada em programas de transferéncia de embrides equinos.

Fazendo o uso da ecografia colorida Doppler Ferreira & Meira (2013) concordam que a
vascularizacédo de foliculos pré-ovulatorios ndo esta relacionada com a posterior funcéo secretora
do corpo luteo, afirmando que tanto foliculos pré-ovulatérios com alta vascularidade quanto
foliculos com baixa vascularidade originam corpos lateos funcionais e semelhantes, com o0s
resultados apresentados por estes pesquisadores pode-se afirmar que a ultra-sonografia
representa um método eficiente e rapido para a deteccdo e avaliacdo do desenvolvimento tanto
de foliculos quanto de corpos lUteos, os quais sdo reconhecidos via exame ecografico pelo
tamanho, forma e caracteristicas de morfo - ecogenicidade.

Observa-se que 30% (n=15) dos animais (Tab. 2) apresentaram morfoecogenicidade
luteinica escore 3, o que também é condizente com o dia e fase da avaliacdo (D4), pois as células
destes animais, independentes do grupo experimental que se encontram, podem ainda estar em
estagio final de maturacdo ndo determinando falha da funcionalidade da glandula luteinica, mas
sim um atraso na maturagao e condensacao final.

A relacdo entre a ecogenicidade do CL e producéo de P4 foi descrita por Arruda (2001) e
Ginther et al. (2008), revelando ndo existir diferenca estatistica entre a variacdo de
ecogenicidade da glandula luteinica e producéo de P4, quando no referido estudo sdo analisados
os resultados apresentados na tabela 2 e 7, confirma-se as conclusGes expostas pelos
pesquisadores acima. Portanto, a ecogenicidade do corpo luteo ndo tem correlacdo com a
producdo de P4, a diferenca em no maximo 1 ponto na escala de sub-divisdo (tab. 1) para
ecogenicidade ndo influencia em baixa producéo de P4.

Tabela 2- Avaliacdo com ultrassonografia dos animais no quarto dia (D4) apo6s a ovulagdo,
distribuicdo das éguas segundo a morfoecogenicidade do corpo luteo dentro de cada grupo.

Morfoecogenicidade do CL no quarto dia ap6s a ovulacdo D4

Tratamento | Tratamento Il
ME n=50 GI GIl GIIl GIV GV nTI=25 GI Gl Gl GIV GV nTII=25
1 - - - - - - - - - - -
2 8 - - 1 1 1 3 1 1 1 1 1 5
3 15 2 2 2 1 2 9 1 1 2 1 1 6
4 27 3 3 2 3 2 13 3 3 2 3 3 14

Trat.l - G.I - ovulagdo natural, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.1V - 500 Ul
eCG DO, G.V - 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.ll (éguas de ovulacdo induzida com 1mg/IM acetato
deslorelina) - G.I - ovulagdo induzida, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —

500 Ul eCG DO, G.V —500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Verifica-se que a morfoecogenicidade escore 2, apresentada por 16% (n=8) dos animais
se distribuem entre os tratamentos de forma homogénea, onde no tratamento | verifica-se 3
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animais e no tratamento Il 5 animais, resultados revelando corpos IUteos com imagens pouco
definidas e irregulares, sugerindo falha na formacdo e condensacdo das células luteinicas. O
baixo escore na ecogenicidade luteinica apresentada por estas oito éguas, ndo prediz uma baixa
producdo de P4, visto que ndo foi observado tal diminuicdo hormonal nestes animais, também
pode-se afirmar que no dia da avaliacdo (D4) com US as céluas luteinicas poderiam ter falhas na
maturacao e neste momento ainda ndo apresentarem ecogenicidade maxima.

Analisando a tabela 2 é verificada uma distribuicio homogénea no escore de
ecogenicidade do CL dos animais avaliados, verifica-se a ecogenicidade escore 3, um total de 9
animais para o tratamento | e 6 animais para o tratamento I, ja para o escore 4 a distribuicdo dos
animais € bem préxima, sendo ordenados 13 éguas no tratamento | e 14 éguas no tratamento I1.

Portanto, observa-se que a ecogenicidade luteinica entre os dois tratamentos estudados
ndo houve diferenca (sem ou com indugdo da ovulacao). Nos grupos de cada tratamento tambeém
ndo se observou grande dispersédo dos resultados apresentados, mesmo com a realizacdo de
diferentes protocolos de administracdo do eCG (tab. 2). N&o verificando alteracdes na freqliéncia
de distribuicdo dos escores morfoecogenico do corpo luteo das éguas avaliadas.

No entanto ndo houve presenca de animais com escore 1 (Tab. 2), fato este, que pode ser
explicado pela pré selecdo dos animais avaliados, onde a fim de, diminuir as variaveis aleatorias
analisadas, preconizou-se usar somente éguas que se apresentassem na fase estral com foliculo >
35 mm, edema uterino grau 3 e auséncia de fluido uterino, ou seja, éguas que na avaliacdo
ultrassonografica minuciosa estivessem morfofisiologicamente saudaveis, com relacdo a estes
aspectos reprodutivos e fase do ciclo estral.

A hipotese do incremento na ecogenicidade do corpo lateo dado pela maior condensacéo
das células luteinicas foi embasada pelos dados apresentados por pesquisadores Murphy e
Martinuk (1991) que revelaram em seus estudos que a sub-unidade B da molécula do eCG e o
LH serem idénticas e ambas codificadas por um Unico gene, aliado ao fato dos equinos,
diferentemente de outras espécies, (GINTHER et al., 2008; TAROUCO, 2012) apresentarem
uma persistente elevacdo do LH, até atingir o nivel méximo 1 a 2 dias apés a ovulacéo, fato este
que levou a hipétese de que o eCG poder fazer o papel do LH aumentando a condensacao das
células luteinicas e estimulando uma maior atividade da glandula e consequentemente maior
ecogenicidade do corpo luteo.

Na tabela 3 sdo apresentados os tamanhos dos corpos luteos de cada animal (n=50) do
experimento, as dimensdes do CL, foram realizadas através da captura da imagem do corpo llteo
formado ao quarto dia p6s ovulacdo, sendo o tamanho do corpo luteo calculado fazendo-se a
média entre 0s dois maiores diametros da glandula luteinica mensurada.

A frequéncia de distribuicdo do tamanho do corpo liteo variou de 16,3 a 24,1 mm entre
0S grupos e tratamentos avaliados, apresentando uma dispersdo de 7,8 mm entre o maior
tamanho médio e o menor corpo liteo avaliado. Esta diferenca mostra ndo haver correlacdo
estatisticamente significante (p < 0,05) quanto ao tamanho do corpo luteo, em fungdo da
ecogenicidade do CL e tonus uterino (tab. 6).
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Tabela 3 - Avaliacdo da ultrassonografia dos animais no quarto dia (D4) ap6s a ovulagéo,
distribuicdo das éguas segundo o tamanho (mm) do corpo lGteo dentro de cada grupo analisado.

Tamanho (mm) do CL no quarto dia ap6s a ovulacdo D4

Animal Tratamento | Tratamento |l

n =50 Gl Gll Glll GIV GV Gl Gl Gl Gliv GV
1 20,8 20,4 20,2 20,3 24,1 16,3 19,3 18,8 18,5 22,3
2 19,4 21,7 19,8 17,8 20,2 21,3 18 19,5 19,3 19
3 18,7 17,2 19,2 19,4 19 18,4 20,4 21 20,3 20,4
4 20 19,8 18,9 18,6 18,9 21 21,7 19,8 17,6 20,2
5 23 18,6 23,3 21,1 17,9 21 18,6 20,3 21,4 19,7

Média 20,38 1954 20,28 19,44 20,02 1906 19,06 19,88 19,42 20,32

Trat.l - G.I - ovulagdo natural, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.III — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV - 500 Ul
eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.ll (éguas de ovulacdo induzida com 1mg/IM acetato
deslorelina) - G.I - ovulagdo induzida, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —

500 Ul eCG DO, G.V —500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Avaliando os resultados entre as médias de cada grupo dos dois tratamentos
independentemente encontra-se uma dispersao de 0,36 mm para o tratamento | e 1,26 mm para o
tratamento Il, provavelmente pelo fato de todos os animais do tratamento Il terem sido
manipulados com 1 mg de acetato de deslorelina (analogo do GnRH), porém ndo pode-se
afirmar que houve um diferenca significativa no tamanho do corpo liteo a0 mesmo tempo que o
uso do acetato de deslorelina também ndo influencia na qualidade, tamanho do corpo luteo e
condensacdo das células luteinicas, sendo apenas um indutor da ovulagdo por estimular o
feedback positivo na hipofise para producdo do horménio luteinizante.

Os resultados apresentados na tabela 4 demonstram o grau de tonus uterino dos animais
em experimento, onde 84% (n=42) das éguas mostram tdnus uterino grau 3, condizente com a
fase de diestro influenciada pela producdo de progesterona, o que também é demonostrado na
tabela 6 onde no D4, momento da avaliacdo do tbnus uterino, verifica-se uma concentracao
média de progesterona em torno de 7 ng/mL para toda populacdo estudada. Também avaliando a
tabela 4, verifica-se 16% (n=8) das éguas que permaneceram com ténus uterino grau 2, mesmo
tonus da fase do estro e/ou recrutamento folicular até a ovulacdo. O elevado indice de animais
com tdnus uterino 3 deve-se o fato da pré selecdo dos animais (n=50) escolhidos aleatoriamente,
em que todos estavam em condi¢des morfofuncionais do aparelho reprodutivo condizentes a fase
do ciclo estral (HAFEZ 2004).

O toénus uterino 1 ndo foi verificado na populacdo estudada (tab. 4), pois todas as éguas
estavam ciclando e o tbnus 1 é caracteristico da fase fisioldgica de anestro, também, ndo foi
verificado tonus 4 nos animais estudados pois este tdnus é caracteristico de prenhez precoce em
equinos e comeca a se desenvolver a partir do décimo quinto dia pds ovulagéo.

Como um dos objetivos do trabalho € de criar mais uma ferramenta para utilizacdo de
éguas destinadas a serem receptoras de embrido e apoiado a pesquisas neste sentido é importante
a afirmacdo de que as receptoras necessitam ter um ciclo estral normal e serem livres de
problemas reprodutivos (LOOSINO et al, 2006; RORIGUES et al., 2012). E de fundamental
importancia que as mesmas apresentem caracteristicas de funcionalidade da glandula luteinica,
deteccdo de um CL visivel, producéo de progesterona (Fig. 3), auséncia de liquido intra-uterino,
cistos e dobras endometriais e tdnus uterino (grau 3 — tab. 4) combinadas com o fechamento
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cervical determinados pela palpacdo retal, sendo estes os principais critérios utilizados para a
selecdo da receptora na fase de diestro entre os dias 4 e 8 pds ovulacéo.

Comparando o tonus uterino entre os tratamentos onde a diferenciagdo foi a inducdo ou
ndo da ovulacdo também ndo houve diferenca estatistica no que se refere a tbnus uterino, ja que
os animais foram escolhidos aleatoriamente e ordenados mediante a ovulagdo que acontecia.

Observa-se no grupo trés (GlIl) de ambos os tratamentos uma maior dispersdao na
caracteristica tonus uterino, no Gl do tratamento I, 40% (n=2) dos animais como ténus uterino
2, valendo a mesma caracteristica e condicdo para Glll do tratamento Il que apresenta 60%
(n=3) dos animais. Esta maior dispersdo ndo tem relagdo com os tratamentos (inducdo x néo
inducdo) e grupos experimentais envolvidos, uma vez que para 0S outros parametros
reprodutivos apresentados os todos os animais estudados dos diferentes grupos apresentam o
mesmo comportamento. Para os grupos que sdo manipulados com doses de eCG menores e 0s
que s& administrados doses maiores de eCG ndo apresentam tal magnitude de disperséo. Tais
observacdes sao validas para 0 momento de selecdo de receptoras para transferéncia de embrido
equino, pois um tonus uterino de baixo escore pode estar aliado a uma deficiéncia na producgéo
de progesterona e/ou falta de receptores para o esse hormdnio nas células endometriais
(RODRIGUES et al., 2012).

Pode-se afirmar através da analise das médias apresentadas na tabela 5, sobre os
pardmetros reprodutivos avaliados que também esta maior dispersdo na tonicidade uterina do
GI1II de ambos os tratamentos ndo tem relagdo com a ecogenicidade e tamanho do corpo luteo.

Tabela 4 - Avaliacdo uterina por meio da palpacdo retal dos animais no quarto dia (D4) apds a
ovulagdo, distribui¢do das éguas segundo o tbnus uterino dentro de cada grupo.

Tonus uterino no quarto dia apo6s a ovulacdo D4

Tratamento | Tratamento Il
Tonus n=50 GI GII GIlI GIV GV Gl Gl Gl GIv GV
1 - - - - - - - - - - -
2 8 - - 2 1 - - 1 3 1 -
3 42 5 5 3 4 5 5 4 2 4 5
4 - - - - - - - - - - -

Trat.l - G.I - ovulagdo natural, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I1I — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV — 500 Ul
eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.l1l (éguas de ovulacdo induzida com 1mg/IM acetato
deslorelina) - G.I - ovulagdo induzida, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —

500 Ul eCG DO, G.V —500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

A relacdo entre a ecogenicidade luteinica, tdnus uterino e tamanho do corpo liteo pode
ser visualizada na tabela 5, onde para tais caracteristicas foram comparadas as médias entre
grupos para cada tratamento, nao sendo observadas diferencas estatisticas na analise de variancia
(p > 0,05), teste Tuckey, das médias e entre tratamentos para cada grupo.

As informacOes sobre a relacdo entre ecotextura e morfologia do corpo Iiteo e a
concentracdo plasmatica de P4 s&o controversas. Arruda et al. (2001) citam que o tamanho e a
ecogenicidade luteal podem refletir na producdo de P4. Entretanto, Nagy et al. (2004)
verificaram que o tamanho do CL parece ndo ter efeito significativo sobre a concentragédo
plasmatica de P4, o que é observado quando comparadas a tabela 5 e 6, mostrando ndo haver
diferengas estatisticas das variaveis analisadas na analise de variancia (p > 0,05), teste Tuckey.
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Tabela 5 — Andlise estatistica da ecogenicidade do CL, tonus uterino e tamanho do corpo luteo,
comparagdo das médias entre grupos com mesma manipulacdo farmacolégica e tratamentos.

Analise de variancia para cada tratamento das caracteristicas analisadas (p < 0,05).

Grupo ECOG TONUS TAMANHO
Trat | Trat 11 Trat | Trat 1l Trat | Trat 1l

Grupo | 3,60+0,24  3,40+0,40 3,00+0,00 3,00+0,00 20,38+0,74 19,60+0,98
Grupo Il 3,60+0,24 3,60+0,24 3,00+0,00 2,80+0,20 19,54+0,77 19,60+0,66
Grupo Il 3,20+0,37  3,20+0,37 2,60+0,24 2,40+0,24 20,28+0,79 19,88+0,37
Grupo IV~ 3,40+0,40 3,40+0,40 2,80+0,20 2,80+0,20 19,44+0,59 19,42+0,67
Grupo V 3,20+0,37 3,40+0,40 3,00+0,00 3,00+0,00 20,02+1,08 20,32+0,55
Média 3,40+0,14 3,40+0,15 2,88+0,07 2,80+0,08 19,93+0,34 19,76+0,28

Trat.l - G.I - ovulagdo natural, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I111 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV - 500 Ul
eCG DO, G.V - 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.ll (éguas de ovulacdo induzida com 1mg/IM acetato
deslorelina) - G.I - ovulagdo induzida, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —

500 Ul eCG DO, G.V —500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Diferentes niveis plasmaticos de progesterona durante o diestro em éguas tém sido
reportados. Nagy et al. (2004) em seu trabalho completam esta afirmativa quando revelam
também que as concentracdes médias de P4 em éguas podem diferir pelas caracteristicas
inerentes ao individuo, como peso, idade, metabolismo e receptores para o horménio,
influenciando nas concentragcdes plasmaticas de progesterona. Bem como ovula¢des mdltiplas,
ou seja, éguas que apresentem mais de um corpo luteo.

Arruda et al. (2001) afirmam que a concentracdo de progesterona aumenta
significativamente apds a ovulacédo e se estabiliza em torno do quarto dia. Segundo Nagy et al.
(2004), o aumento da concentracdo de progesterona ocorre até o quinto dia ap6s ovulacdo e
mantém um platd até a lutedlise, fato este que pode ser visualizado na figura 2, onde a
concentracdo média de progesterona entre os animais (n=50) estudados cresce em maior ritmo
maior até o D4 e ap0s este periodo mantém um platé de concentracao.

=
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Concentrag¢do média de P4
QO = N W R U N 0 W

Figura 2 - Representacdo grafica da concentracdo média de P4 de todas as éguas (n=50), nos dias de coleta
amostrais, independente da administracdo farmacoldgica submetidas.
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A concentracdo meédia de progesterona da populacdo estudada independentemente de
tratamento ou grupo experimental pode ser visualizada na figura 3. A afirmativa de que mesmo
com os diferentes grupos analisados e as variacbes na concentracdo do farmaco (eCG)
administrados nos diferentes grupos os resultados obtidos estdo de acordo com os dados
apresentados por Caiado et al. (2007) onde os animais em diestro com a manipulagdo
farmacologica de um progestageno apresentam niveis de P4 acima de 4 ng/ml 48 horas ap06s o
final dos sintoma de estro.

Vérios autores revelam variadas concentracbes de progesterona dentro de cada raca
equidea. Citado por Caiado (2007), Fathalla et al.(1988), trabalhando com éguas da raca BH,
descreveram a média de progesterona da fase luteinica ser de 10,29 ng/ml. Ja em éguas Puro
Sangue Arabe, Lopate e TherelfallL (1991) encontraram niveis maximos de progesterona
durante o diestro sdo de 6,68 + 4,56 ng/ml e em éguas mesticas de 6,56 + 1,83 ng/ml, sendo
aceitos como normais os niveis de 4,0 a 12,0 ng/ml para animais em diestro e 9,0 a 30,0 ng/ml
para animais entre 15 e 30 dias de gestacdo e em seu trabalho demonstraram acontecer uma
secrecao pulsatil de progesterona, revelando que a concentracdo média de progesterona foi de
7,26 ng/mL. Caiado (2007) encontrou niveis séricos médios de progesterona de 7,0 ng/mL em
receptoras que foram selecionadas para receberem embrides, entre os dias quatro e oito apds a
ovulacéo.

Quando comparado a concentracdo de progesteronica média entre os grupos estudados e
relacionando entre os tratamentos | e Il, pode-se afirmar, observando os dados apresentados na
tabela 6, que as médias seguidas por letras diferentes representam diferencas de médias entre
tratamentos para um mesmo grupo e um mesmo dia. Portanto realizando a analise do tratamento
I, independente do tratamento Il ndo houve diferencga entre os grupos de cada tratamento para
nenhum dos dias. Ja a avaliacdo entre os grupos de tratamentos diferentes somente os grupos V,
no D8 mostrou diferenca estatistica entre os tratamentos.

E importante observar que a inducdo da ovulagdo com analogo do GnRH ndo
influenciaram os niveis de P4 entre os tratamentos analisados, mas quando no tratamento II,
realizada a inducdo da ovulacdo e a administracdo concomitante de 500 Ul de eCG no Dy e 500
Ul de eCG no D,, foi demonstrada uma diferenca estatistica, ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste t de Student, entre as médias na concentracdo de P4 do grupo V para o D8 de cada
tratamento analisado.
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Tabela 6- Comparacdo da concentracdo de progesterona (ng/ml) das médias entre 0s grupos
estudados para cada tratamento, sub-divididos nos dias de coleta, realizando uma analise de
variancia (teste t) entre as médias. (p < 0,05).

Dia
Grupo Tratamento 0 > 1 8
Grupo | Trat | 1,74+0,67 6,90+1,88 7,88+2,13 7,88+4,84
Trat 1l 1,04+0,41 3,86+1,08 8,76+1,93 13,44+2,00
Grupo II Trat | 1,32+0,39 3,92+0,91 6,62+1,56 6,68+1,87
Trat 1l 1,20+0,58 3,56+0,86 5,12+1,33 6,00+1,24
Grupo IIl Trat | 0,68+0,15 1,88+0,47 4,98+1,78 11,26+2,00
Trat Il 0,48+0,07 2,16+0,20 6,64+1,01 8,60+0,73
Grupo IV Trat | 0,76+0,17 5,02+1,60 5,82+1,63 7,74%3,58
Trat 1l 1,04+0,43 3,48+1,06 7,20+1,73 9,42+2,86
Grupo V Trat | 2,52+1,24 7,36%3,15 10,34+2,51 3,86+1,85b
Trat Il 0,88+0,09 3,10+0,13 7,40+1,11 11,92+0,99a
Média Trat | 1,40+0,30 5,02+0,86 7,13+0,88 7,48+1,34
Trat 1l 0,93+0,02 3,23+0,34 7,02+0,65 9,88+0,89

Trat.l - G.I - ovulagdo natural, G.11 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.1V — 500 Ul
eCG DO, G.V — 500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.Trat.1l (éguas de ovulacdo induzida com 1mg/IM acetato
deslorelina) - G.I - ovulagéo induzida, G.Il1 — 250 Ul eCG DO, G.I11 — 250 Ul eCG DO + 250 Ul eCG D2, G.IV —

500 Ul eCG DO, G.V —500 Ul eCG DO + 500 Ul eCG D2.

Conforme consta na literatura os niveis de P4 no dia da ovulagdo se assemelham com os
encontrados na presente pesquisa, tanto para éguas com ovulacdo natural e éguas induzidas a
ovulacéo (acetato de deslorelina), cujos niveis entre elas ndo diferem estatisticamente.

No segundo dia (D2) apds a ovulacdo os niveis médios de P4 dosados no trabalho (tab. 6)
corroboram com os resultados para 0 D2 encontrados na literatura consultada, que demonstrar
ser em torno de 4 ng/mL. Para os grupos do tratamento I, éguas com ovulacdo natural verifica-se
uma média (n=25) na concentracdo de P4 de 5,02+0,86 ng/mL e para 0s grupos do tratamento 11
onde as ovulac6es foram induzidas com 1 mg de acetato de deslorelina a concentracdo média de
P4 encontrada foi de 3,23+0,34 ng/mL, concentracdo esta, um pouco abaixo da citada pela
literatura e a encontrada no tratamento I, mas como se trata de média amostra esta diferenca ndo
representa relevancia estatistica.

No quarto dia (D4) ap6s a ovulacdo os niveis médios de P4 para o tratamento | 7,13+0,88
ng/mL e tratamento Il 7,02+0,65 ng/mL sdo bem proximos sendo tais resultados também é
encontrada por Caiado et al. (2007) que verificam um valor médio de 7 ng/mL em éguas
destinadas a receptoras de embrido.

As concentraces médias de P4 no oitavo dia (D8) entre as éguas ndo induzidas
7,48+1,34 ng/mL e as induzidas 9,88+0,89 ng/mL mostra um valor um pouco mais elevado para
éguas induzidas em funcdo, principalmente, das dosagens de P4 encontradas no grupo V, oitavo
dia (D8), porém sem diferenca estatistica ao se analisar 0s tratamentos em conjunto, sem levar
em consideracdo os grupos de forma independente.
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5 — Conclusao

A relacdo entre a ecogenicidade luteinica, ténus uterino e tamanho do corpo liteo podem
ser usadas para selecdo de receptoras embrido predizendo a funcionalidade da glandula luteinica
e adequada producdo de progesterona.

N&o foram encontradas relacdes com a administracdo do eCG e a qualidade do corpo
luteo, necessitando de mais estudos para teste e confirmacao da hipotese, mostrando a relevancia
deste trabalho inicial em abrir portas para novas investigacoes a respeito desta biomolécula, e
que venha contribuir na biotecnologia reprodutiva equina.
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