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RESUMO

Foram realizados cinco experimentos com o objetivo de sincronizacdo do estro e inducdo da
ovulacdo em tempo fixo em éguas. Experimento I: avaliou a eficacia de um novo protocolo
hormonal para a sincronizacdo do estro, sendo realizado durante o periodo transicional em
éguas cujo status reprodutivo era desconhecido. Experimento Il: foi delineado para
determinar o momento ideal para retirada dispositivo intravaginal de progesterona (DIP),
sendo o dispositivo retirado no dia 7, 8 ou 9 do protocolo de tratamento hormonal.
Experimento I11: testou se a eficiéncia do protocolo é dependente da fase do ciclo estral da
égua e definiu 0 melhor momento para inducdo da ovulacdo. Experimentos IV e V: as éguas
foram submetidas ao protocolo completo de sincronizacdo da onda folicular e indugéo da
ovulacdo em diferentes fases do ciclo estral ou com status reprodutivo conhecido. A hipétese
testada foi de que a sincronizacao do estro e inducéo da ovulagcéo, com o uso do DIP de 1,449
provoca a supressdo do crescimento folicular e através da indugdo da ovulacdo, com hCG e
GnRH, promove a ovulagdo dentro de 42 + 6 horas de no minimo 75% dos animais. Para isso,
os efeitos das prostaglandinas e progestdgenos foram avaliados quanto a capacidade de
sincronizar a onda de crescimento folicular. Um novo tratamento para induzir a ovulacdo em
tempo fixo foi testado com uma combinacéo de GnRH e hCG em dois momentos estratégicos
(D10 e D12) visando maximizar o nimero de éguas ovuladas. O protocolo com administracéo
de prostaglandina no DO, D6 e D8 juntamente com a colocacdo do DIP mantido durante 8 dias
(D0 ao D7) demonstrou ser eficaz para suprimir a taxa de crescimento folicular em éguas
ciclicas. Nas éguas submetidas a este protocolo as ovulacBes que ocorreram naturalmente se
concentraram entre os dias 10 e 13 do tratamento. Foi testada a eficiéncia da indugédo da
ovulagdo no D10 e D12. Na maioria dos animais tratados, o foliculo pré-ovulatério foi
responsivo & combinacdo de GnRH e hCG promovendo o sucesso da indugdo da ovulagdo. A
eficiéncia do protocolo hormonal testado para sincronizacdo do estro e da ovulacdo foi de
76,73%, sustentando a hipotese deste estudo. Novos estudos devem ser realizados em um
maior numero de animais para possiveis adequagdes na terapia hormonal e verificacdo do

resultado em um grande namero experimental de animais.

Palavras-chave: éguas, sincronizacao, estro, ovulagdo, hormonio



ABSTRACT

Five experiments were conducted with the objective of estrus synchronization and fixed time
ovulation induction in mares. Experiment I: evaluated the efficacy of a new hormonal
protocol for estrus synchronization in mares whose reproductive status was unknown during
the transitional period. Experiment I1: was designed to determine the best time to remove the
P4 intravaginal device (PID). The device was removed on day 7, 8 or 9 of the hormonal
treatment protocol. Experiment I11: tested if protocol efficiency depends on the stage of
mare’s estrus cycle and indicated the best time for hormonal induction of ovulation.
Experiments IV and V: mares were submitted to the full protocol of follicular wave
synchronization and ovulation induction at different stages of estrus cycle or at known
reproductive status. The tested hypothesis was that the estrus synchronization and induction
of ovulation, using an PID of 1.44g, causes suppression of follicular growth, and ovulation
induction using hCG and GnRH promote ovulation within 42 £ 6 hours of at least 75% of
treated animals. The effect of prostaglandin and progestagens at specific times were evaluated
for the ability to synchronize follicular wave. A new treatment to induce fixed time ovulation
was tested with GnRH and hCG combination in two strategic moments (D10 and D12) to
maximize the number of ovulated mares. Administration of prostaglandin at DO, D6 and D8
together with PID maintained for 8 days (DO to D7) proved to be effective to suppress
follicular growth during reproductive period. In mares submitted to this protocol, ovulation
occurred naturally and concentrated between D10 and D13. The ovulation induction
efficiency was tested at D10 and D12. Most of the animals had preovulatory follicle
responsiveness to GnRH and hCG, promoting the success of ovulation induction. The
efficiency of the tested synchronization of estrus and ovulation induction protocol was
76.73% and supported the hypothesis of this study. Further studies should be performed on a
larger number of animals for possible adjustments in hormonal therapy and verification of the

result in a large number of animals.

Keywords: mares, synchronization, estrus, ovulation, hormone
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1. INTRODUCAO

O crescente mercado de equinos no Brasil busca por melhores resultados de fertilidade
gerando um maior interesse pelo aprimoramento das biotécnicas da reproducdo. Segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA; 2013) a equideocultura
nacional possui 0 maior rebanho da América Latina e o terceiro em &mbito mundial, com um
total de aproximadamente oito milhdes de cabecas, movimentando anualmente em torno de
R$ 7,3 bilhdes.

Atualmente, a transferéncia de embribes (TE) é considerada a ferramenta mais
eficiente para o melhoramento genético em equinos. Segundo dados da Sociedade
Internacional de Transferéncia de EmbriGes (IETS; 2013), o Brasil recuperou e transferiu
19.680 embriBes equinos em 2013, um aumento de 17% em relacdo aos 16.800 embribes
produzidos em 2012. Juntamente com a Argentina, o Brasil lidera a producdo de embrides
equinos no mundo. Este fato contribui para ressaltar a importancia da criacdo de um protocolo
de terapia hormonal eficiente de sincronizacdo da ovulagdo a fim de atingir um nivel de
plantel no qual a receptora deixe de ser um gargalo limitante a eficiéncia dos programas de
TE. O ideal seria atingir a maxima utilizacdo possivel das receptoras, e possuir apenas uma
égua receptora para cada prenhez desejada. No entanto, no plantel de centrais de reproducéo
equina, um grande numero de receptoras € mantido para que ao final da estacdo reprodutiva,
tenha-se a garantia de nao faltar animais para permitir o pleno desenvolvimento dos servicos
de reproducdo, principalmente as transferéncias de embrido (TE). Alguns proprietarios de
equinos sdo extremamente preocupados com suas doadoras e garanhdes mas podem ser
negligentes com os cuidados com as receptoras, por julga-las animais de baixo valor. Para
reducdo de custos e trabalho, as receptoras devem passar por rigido processo de selecdo e
excelente manejo sanitario afim de maximizacéo de seu uso (LOPES, 2015). A utilizacdo de
um protocolo hormonal eficiente para a sincronizagao do estro e da ovulagdo minimizaria 0s

problemas citados sobre 0 manejo das receptoras em centrais de reproducéo.

O conhecimento detalhado sobre a terapia hormonal aplicada a reproducéo equina é
essencial para superacao de desafios impostos por limitagdes reprodutivas nesta espécie como
os efeitos da sazonalidade. No entanto, a variabilidade da resposta a esses tratamentos
hormonais tem sido um obstaculo para sua utilizagdo na rotina veterinaria (FARIA &
GRADELA, 2010). Em bovinos, estes protocolos sdo utilizados previamente as técnicas de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e de transferéncia de embrides em tempo fixo
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(TETF), permitindo o controle da dinamica folicular e do momento da ovula¢do com preciséo
(MADUREIRA et al., 1997).

Em vacas, os protocolos de sincronizacdo do estro e inducdo da ovulacdo para IATF
ou TETF ja estdo bem estabelecidos (MADUREIRA et al., 1997). No entanto, até 0 momento
ndo existe um protocolo eficiente com este mesmo objetivo em éguas. Um bom protocolo é
aquele capaz de estimular uma porcentagem consideravel de éguas a ovularem dentro de um
periodo de tempo determinado e com pouca variagdo entre elas (FARIA & GRADELA, 2010;
GRECO, 2010). As maiores dificuldades na espécie equina para o desenvolvimento desses
protocolos tém sido: 1) provocar a atresia folicular e a emergéncia sincronica de uma nova
onda folicular, e 2) o estabelecimento de um momento (em tempo fixo) para se proceder com
a inducdo da ovulacdo. Além disso, o tamanho dos foliculos em equinos sdo muito variados.
Estes sdo apenas alguns dos entraves a serem superados para o desenvolvimento de um
protocolo eficiente de sincronizagdo do estro e ovulagdo (LAMB et al., 2014).

A melhora dos métodos de sincronizacdo entre doadoras e receptoras e demais
matrizes permitira um manejo reprodutivo programado com os garanhdes, reduzird a
necessidade de manipulacgdes, palpacGes, escaneamentos ultrassonograficos de grande nimero
de éguas e trara beneficios em relacdo ao tempo estipulado para os procedimentos
reprodutivos. A sincronizacdo de fémeas equinas deve ser um processo vidvel e acessivel
tanto para profissionais da area como para produtores rurais. Com base no exposto, este
estudo almeja desenvolver um protocolo de terapia hormonal em éguas com a finalidade de
sincronizar e induzir a ovulagcdo das mesmas emtempo fixo. Acredita-se que a combinacao de
prostaglandinas (PGF2a), progestagenos, hCG e acetato de deslorelina em momentos
estratégicos podera resultar em um protocolo de terapia hormonal com eficacia minima de

75% de sincronizagdo do estro e da ovulagdo em tempo fixo em éguas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais relacionados a sincronizacdo da onda folicular e da inducéo da

ovulacdo em tempo fixo na espécie equina

O periodo mais longo de estro e a maior variabilidade no momento da ovulagéo
dificultam o estabelecimento de um protocolo hormonal eficiente para a sincronizacdo do
estro e da ovulacdo em éeguas. Por esse motivo, existem menos protocolos disponiveis nesta
espécie em relagcdo aos desenvolvidos para as fémeas bovinas (BRADECAMP, 2011). Tem
sido reportado em bovinos que tratamentos hormonais de sincronizagdo do estro apresentam
também um efeito estimulatorio para o retorno a ciclicidade. Vacas e novilhas aciclicas tém
sido utilizadas em protocolos de IATF apresentando fertilidade proxima aos animais ciclicos
(BARUSELLI et al., 2003). Os métodos atuais utilizados para a sincronizagdo do ciclo estral
em éguas apresentam razoavel precisdo para sincronizar o periodo do estro. No entanto, o
momento exato da ovulacdo é variado. Normalmente sdo necessarias frequentes avaliacfes
das éguas, no minimo diarias, por palpacédo e ultrassonografia para se precisar o momento da
ovulagdo (LARSEN & NORMAN, 2010).

Vaérios fatores podem ocasionar variagdes na resposta ao tratamento hormonal em
éguas como, por exemplo: o padrdo de crescimento folicular e o didmetro dos foliculos pré-
ovulatorios, a idade do animal e o periodo da estacdo reprodutiva (BEAL et al., 2011).

Por meio do estudo da dinamica folicular compreende-se que no momento da remogao
do implante de P4, que mimetiza a lise do corpo luteo, se houver um foliculo dominante, este
pode progredir rapidamente para a ovulacdo. Caso haja apenas pequenos foliculos no
momento da remogédo da progesterona pode demorar aproximadamente sete a dez dias para
que o novo foliculo cresga e atinja a dominancia, com posterior ovulagdo. Se todos 0s
foliculos possuissem tamanho semelhante no inicio do tratamento, isso favoreceria a
sincronizacdo da ovulagdo (LARSEN & NORMAN, 2010). A investigacdo sobre a dinamica
folicular e a administracdo de horménios que modulem a onda de crescimento folicular sera

realizada neste estudo.

2.2. Sincronizacgéo da onda folicular na espécie equina

A sincronizacdo da onda folicular, e consequentemente do estro, objetivam induzir um

maior numero de fémeas ao cio, num determinado periodo de tempo, e sdo dependentes da
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utilizacdo de tratamentos hormonais. Um bom protocolo hormonal é aquele com o qual uma
boa sincronizagdo da onda folicular resulta em uma fase de crescimento comum em que uma
nova onda de foliculos progride de forma semelhante em um grupo de éguas (LARSEN &
NORMAN, 2010).

Um dos procedimentos mais simples para sincronizac¢éo do estro em éguas € a inducao
da lutedlise com o uso de PGF2a ou seus anélogos. A lutedlise provoca um retorno ao estro
mais rapido do que ocorreria em uma égua nao tratada. A resposta a este tratamento é
diferente em um lote de fémeas, pois nem sempre todas elas apresentam um corpo lUteo
responsivo & PGF2a (FARIA & GRADELA, 2010). Maximiza-se o efeito desejavel das
sincronizagbes com utilizagdo de prostaglandinas quando as aplicacdes séo feitas em duas
ocasifes com intervalo de 14 dias, independentemente da fase do ciclo estral da égua. Essa
estratégia promove o efeito luteolitico na maioria dos animais na segunda injecdo, caso o
corpo luteo ndo seja responsivo na primeira dose. Apés a aplicacdo de PGF2a,0 inicio do
estro pode ocorrer em um intervalo de 3 a 4 dias e a ovulagdo apds 8 a 10 dias (SAMPER,
2008). Ataman et al. (2000) demonstraram que a administracdo de PGF2a na auséncia de CL,
combinada com a administracdo de hCG, é efetiva na inducdo do estro e da ovulacdo em
éguas na fase de transicao. A administracdo de PGF2a pode ser responsavel pelo aumento da

secrecdo de FSH e LH e promover a ovulagéo.

A eficacia reduzida do uso das prostaglandinas no encurtamento do diestro se deve ao
fato dos equinos possuirem diferentes padrdes de crescimento dos foliculos e, na maioria das
vezes, apresentarem apenas uma onda de crescimento folicular aumentando a variacdo entre
animais (LOFSTEDT, 2011). A eficécia de qualquer um dos tratamentos luteoliticos pode ser
afetada pela fase do ciclo estral. A lise do corpo luteo acarretara 0 aumento da concentracdo
de hormonio luteinizante (LH), porém nem sempre havera um foliculo dominante capaz de
ovular. O uso das prostaglandinas e seus analogos pode ser associado com a progesterona com

0 objetivo de melhorar a eficiéncia da sincronizagdo (STAEMPFLI, 2011).

Tem sido descrito que a utilizacdo dos progestagenos na manipulacéo do ciclo estral
pouco interfere na taxa de crescimento folicular e durante o tratamento pode ocorrer
desenvolvimento folicular e até ovulagdo (GINTHER, 1992). Um dos protocolos pioneiros
para sincronizagcdo do estro em equinos foi a administracdo combinada de 150mg de
progesterona com 10mg 17(-estradiol durante 10 dias. Esses hormonios sincronizaram apenas
0 estro, mas as ovulagdes ocorreram esparsamente com variagdo de cinco dias (LOY et al.,
1981).



16

A emergéncia de uma nova onda folicular também pode ser induzida pela ablagéo do
foliculo dominante por meio da aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (GASTAL et
al., 1997). Deve-se levar em consideracdo que este procedimento necessita de profissional
treinado, pode trazer riscos de acidente ao animal e veterinario caso haja problemas na
anestesia e pode ocorrer formacdo de tecido fibroso no parénquima ovariano quando realizado
repetidas vezes (MONTECHIESI, 2009).

Larsen e Norman (2010) desenvolveram um protocolo em que 89% das éguas foram
sincronizadas administrando-se no dia O (inicio do tratamento hormonal) 20 ml de benzoato
de estradiol associado a insercdo de implante intravaginal de P4 (1,72g). O dispositivo
intravaginal foi mantido durante 10 dias e no momento da retirada foram administrados 7,5ug
prostaglandinaF, (cloprostenol). Neste estudo, 100% das éguas apresentaram atresia folicular
apos o inicio do tratamento, simulando o que ocorre quando se realiza a aspiracao folicular,
porém sem a necessidade do procedimento invasivo. Para inducdo da ovulagdo, a
recomendacdo é utilizar os agentes indutores 48 horas ap6s a remoc¢do do implante P4
intravaginal. Caso a intencdo seja programar a ovulacdo em um grupo de fémeas, os autores
recomendam palpacdo e rufiacdo 72 horas pds-remocdo do dispositivo de P4. Neste
experimento, as ovulagfes do grupo de fémeas ocorreram em um intervalo entre 5 e 8 dias

apos finalizado o tratamento com a P4.

Compostos com base de estradiol foram testados em éguas ciclicas. A administracdo
de 17R-estradiol (50mg, IM) ou de cipionato de estradiol (50mg, IM) associados a
prostaglandina (sem progesterona) no dia seguinte a ovulacdo provocou atresia folicular. Este
tratamento proporciona resultados semelhantes aos obtidos quando se utilizam também os
progestagenos (PINTO et al, 2004). Squires (1993) sugere a sincronizacdo do estro com a
aplicacdo da P4 intramuscular diariamente ou de seu derivado sintético ativo por via oral,

durante periodos que variam de 8 a 14 dias é efetiva.

Newcombe et al. (2002) utilizaram dispositivos intravaginais de liberacdo gradual de
P4 (2g) durante 10 dias em éguas em anestro e em periodo de transi¢do, associados ao 1703-
estradiol e prostaglandina. Neste estudo, o estro iniciou dois dias apds a remocgdo do
dispositivo e foliculos maiores do que 35mm foram detectados 2,9 dias p6s remogdo do
dispositivo. A maioria das éguas apresentou secre¢do vaginal e vaginite com a utilizacao deste
dispositivo.

Outros trés protocolos de sincronizagdo foram testados por Almeida et al. (2001).
Diferentes fontes de progestagenos foram utilizadas durante nove dias. No primeiro grupo foi
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utilizado 0,5 mg/animal/dia de acetato de melengestrol; no segundo grupo, 0,045 mg/kg peso
vivo (PV) por via oral (PO) de altrenogest e no terceiro grupo, 3mg de norgestomet IM dose
Unica mais implante subcutaneo (norgestomet 3mg). Os segundo e terceiro grupos obtiveram
eficacia na sincronizacdo do estro e 0s progestagenos nestas doses ndo alteraram as taxas de

prenhez quando comparados a ciclos ndo manipulados artificialmente.

2.3. Inducéo da ovulacdo em tempo fixo na espécie equina

O controle farmacoldgico do ciclo estral também tem a funco de preparar os animais
para a indugéo da ovulacdo, ou seja, promover a programacgédo de um grupo de fémeas equinas
para ovularem dentro de um intervalo especifico de tempo. Fisiologicamente, as éguas
apresentam um tempo muito variavel na duracdo do estro e no intervalo até a ovulacdo. Por
esse motivo, a utilizacdo de farmacos indutores da ovulacdo tem sido uma ferramenta
extremamente importante no manejo reprodutivo (BEREZOWSKI et al., 2004). A ovulagdo
programada melhora a logistica para as inseminacdes, pois se controla a hora mais adequada
para depositar o sémen, principalmente o congelado ou de garanhGes com baixa fertilidade, no
utero da fémea (MCKINNON & MCCUE, 2011).

Eguas em transicdo podem ter seu ciclo controlado com uma combinagdo de luz
artificial, progestdgenos e agentes indutores de ovulacdo. Os farmacos usualmente
empregados para a inducdo de ovulacdo na espécie equina sdo a hCG e analogos sintéticos de
GnRH, como a deslorelina (GINTHER, 1990). A hCG é um horménio proteico com atividade
similar ao do LH e sua eficacia é afetada pela fase do ciclo estral, o tamanho e maturidade
folicular (SAMPER, 2008). A hCG n&o é responsavel diretamente pela ovula¢do, mas esta
relacionado com o aumento do LH e este sim é o responsavel pela ovulacdo, da mesma
maneira que ocorre nas ovulagfes espontaneas (GINTHER et al. 2008). O GnRH e seus
analogos podem ser utilizados como uma alternativa ao uso da hCG na indugéo de ovulagdo
em éguas, para iniciar um crescimento folicular e para induzir a secre¢cdo de FSH em eguas
em anestro ou que ndo desenvolvem foliculo pré-ovulatorio durante a estacdo de monta
(MCKINNON, 2011). Silva (2011), induzindo a ovulacdo em éguas com 1000Ul de hCG
(IV), 0,75mg de deslorelina (IV) e no grupo controle com aplicagdo de 1ml de solugéo salina
(IV), obteve uma taxa de ovulacdo em até 48 horas de 96,9% (31/32 éguas), 90% (27/30
éguas) e 30,4% (7/23 éguas), para os grupos hCG, deslorelina e controle, respectivamente.
Né&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos tratados, mas sim entre 0s grupos

tratados e o grupo controle.
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A hCG é um horménio que se liga aos receptores de LH induzindo a maturacéo
folicular e consequentemente a ovulacdo (GINTHER et al., 2009). Os foliculos s&o
responsivos ao hCG quando atingem aproximadamente 35mm de diametro, porém isso varia
de acordo com a raca. Em poneis o foliculo pode ser responsivo a partir de 33mm e em racas
maiores apenas quando atingem 40mm (WEBEL et al., 1977). Ap6s a administracdo deste
agente indutor, a ovulacdo € esperada para que ocorra em um periodo entre 36 e 48 horas
(PALMER, 1993). Barbacini et al. (2000) concluiram que éguas com mais de 16 anos de
idade demoram mais para ovular em resposta ao tratamento com hCG do que éguas mais
novas. Beal et al. (2011) constataram que a maioria das éguas da raca Crioula ovulou em até
48 horas apds a aplicagdo de hCG porém uma minoria, aproximadamente 10% das éguas,
ovulou em até 24 horas.

A hCG é administrado intravenoso (IV) ou IM em dose Unica e pode variar de 1000 a
6000Ul/animal (BERGFELT, 2000). Sieme et al. (2003) testaram a dose de 1500Ul apos
detectar foliculos de didmetro >40mm e obtiveram ovula¢fes em 97,5% das éguas em até 48
horas. A desvantagem da utilizacdo da hCG é o fato de estimular a producdo de anticorpos
anti-hCG. Apds sucessivas aplicacbes de hCG, estudos como o de McCue (2004) e Ginther et
al. (2009) comprovaram a reducgdo da sua eficacia. Diferentes resultados foram obtidos em
2011 por Jacob e colaboradores que constataram que doses baixas de hCG (1000Ul) nao
alteraram a eficacia da droga quando utilizada durante quatro ciclos consecutivos. Beal et al.
(2008) também obtiveram resultados satisfatérios utilizando 1000UI de hCG e detectaram

ovulacdo em 92,3% (36/39) das éguas tratadas com esta dose.

O uso do horménio liberador de gonadotrofinas ou GnRH como agente indutor de
ovulacdo em éguas estimula a liberagdo hipotalamica do LH e do FSH. Em éguas em anestro,
0 GnRH pode ser usado para estimular o crescimento folicular e em éguas ciclicas tem sido
utilizado alternativamente a aplicagdo da hCG para desencadear a ovulacdo (MCKINNON,
2011). Os agonistas do GnRH utilizados para essa finalidade s&o: acetato de buserelina,
acetato de deslorelina e acetato de fertirelina. Entretanto, 0 GnRH pode apresentar alguns
efeitos adversos ocasionados pelo uso de multiplos dispositivos, como afetar o crescimento
folicular, aumentar o intervalo interovulatério e suprimir as concentraces séricas de LH e
FSH por até 14 dias (FARIA & GRADELA, 2010).

Diferentes tipos de receptores para LH nas células da granulosa folicular de fémeas
bovinas ja foram detectados; em equinos ainda ndo ha estudos com estes relatos, porém,

presume-se que a associacdo de hCG e analogos de GnRH proporcione beneficios quanto a
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maturacdo folicular e qualidade oocitaria. O uso da hCG e do acetato de deslorelina em
conjunto induz e sincroniza a ovulagdo de maneira eficaz, porém Greco (2010) ndo observou
efeito sinérgico entre estes indutores. Maio e colaboradores (2010) utilizaram doses de 7509
(G1) e 1000ug (G2) de deslorelina para induzir a ovulagdo e compararam com o0 hCG 2500Ul
(G3). Nao houve diferenca estatistica entre os trés tratamentos, sendo que 88,9% (32/36),
89,2% (33/37) e 88,6% (31/35) das fémeas ovularam em até 48 horas, respectivamente.

Outros estudos (MCCUE et al., 2007; MAIO et al., 2010) compararam a utilizacdo do
hCG e do GnRH para inducédo da ovulacdo. McCue et al. (2007) verificaram que o percentual
de éguas que ovularam dentro de 48 horas com o uso de um composto de deslorelina (1,5mg)
e outro grupo com hCG (2500Ul) foi de 36,8%, 90,1% e 88,3% para o controle, hCG e
deslorelina, respectivamente. Maio et al. (2010) compararam duas doses diferentes de
deslorelina (750pg; G1), (1000pg; G2) e hCG (2500UI; G3) e nos grupos experimentais as
taxas de ovulacdo foram: 61,1% (22/36) no grupo controle com ovulagdes espontaneas, G1
88,9% (32/36), G2 89,2% (33/37) e G3 88,6% (31/35).

Na reproducao assistida em mulheres, a associacdo do GnRH com a hCG para indugéo
da ovulacdo é utilizada rotineiramente e promove efeitos benéficos na fertilidade. Em
humanos, a hCG é utilizado para que ocorra maturacdo dos oécitos (TEMPLETON et al.,
1998). Sem o uso dos analogos do GnRH, ocorre a elevagcdo precoce do LH em
aproximadamente 20% dos casos e, como consequéncia, uma menor eficicia da terapia
hormonal devido menor qualidade oocitaria e menor producdo de embribes. Portanto, para
evitar os prejuizos da elevacéo precoce do LH, associa-se a hCG com o GnRH para melhorar
a qualidade e producdo dos odcitos e de embriGes, e aumentar as chances de gravidez
(TEMPLETON et al., 1998). Outro estudo mais recente de Kasum et al. (2016) analisou a
combinacdo de GnRH com hCG em protocolos de fertilizagdo in vitro (FIV). A combinagéo
destes dois horménios (GnRH e hCG) demonstrou taxas significativamente melhores de
recém-nascidos vivos e um maior nimero de embrides de excelente qualidade e/ou embribes
para serem criopreservados. Com base nesses resultados em humanos, este estudo utilizara a
combinacdo de GnRH e hCG para inducdo da ovulagcdo visando maximizar o efeito
estimulatorio da ovulagdo, concentrar as ovulagdes num menor intervalo horério e reduzir ao
maximo a dose utilizada de hCG, minimizando a formacdo de anticorpos anti-hCG e

reduzindo os custos do procedimento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Criar e testar um protocolo de tratamento hormonal que visa sincronizar a onda de
crescimento folicular e induzir a ovulacdo em tempo fixo, sem necessidade de

deteccdo do cio ou de exames ultrassonogréaficos periodicos em éguas.

3.2. Objetivos especificos

e Testar se dispositivos intravaginais de 1,449 de progesterona suprimem o crescimento
folicular.

e Determinar o nimero de dias ideal para manutencdo intravaginal do dispositivo de
progesterona.

e Determinar 0 momento (dia) ideal para a inducdo da ovulacdo com a utilizacdo de
GnRH e hCG apo6s a retirada do dispositivo de progesterona e sem nenhum exame

ultrassonografico.

4. HIPOTESE

e A sincronizacdo do estro e inducdo da ovulagdo, com o uso de dispositivo
intravaginal de 1,449 de P4 provoca a supressdo do crescimento folicular e através
da inducdo da ovulacdo, com hCG e GnRH, promove a ovulacdo em um periodo

de 48 horas em no minimo 75% dos animais tratados.
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5. MATERIALE METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes para utilizacdo de animais em
experimentacdo do CONCEA e foi aprovado de acordo com as normativas da Comissdo de
Etica no uso de Animais em Experimentacdo da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da Universidade de Séo Paulo (CEUA-FMVZ-USP). Protocolo n°6739040215.

5.1. Animais e local

Este estudo foi realizado durante os meses de marco de 2015 a margo/abril de 2016 na
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, FZEA-USP, Campus Fernando Costa,
em Pirassununga — SP, regido Sudeste do Brasil, latitude 21.98/21°59°46° S e longitude
47.425/47°25°33°0. Foram utilizadas 20 éguas vazias provenientes do Laboratério de
Teriogenologia Dr. O. J. Ginther, de 6 a 14 anos de idade esem raca definida. As éguas foram
mantidas exclusivamente em regime de pastejo em capim Mombaca (Panicum sp var.
Mombaca), com &gua e sal mineral ad libitum. As éguas receberam individualmente e
diariamente suplementacdo concentrada proteica/energética de manutencdo. O escore de
condicdo corporal foi mantido entre 6 e 8, em uma escala de 1 a 9 (HENNEKE et al., 1983).

Os cinco experimentos (Experimento | — E |; Experimento Il — E II; Experimento Il —
E IlI; Experimento IV- E IV; Experimento V — E V) foram realizados de acordo com o

seguinte cronograma:

2015

Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul Ago | Set | Out | Nov | Dez

Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago| Set| Out | Nov | Dez

[E!I [Jen [Jem [JEINV []EV 2016

5.2. Coleta de dados

Neste estudo foram realizados cinco experimentos (I, II, Ill, IV e V). Em todos 0s
experimentos foi realizado o monitoramento ultrassonografico ovariano por via transretal
(MyLab30 Esaote, Italy) a cada 24 horas para mapeamento da dinamica do crescimento
folicular com manutencéo da identidade dos foliculos. Os didmetros dos trés maiores foliculos

do ovario direito e esquerdo, o didmetro do corpo lateo (CL) quando presente e 0 edema
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(ecotextura) uterino (escores de 1 a 4; GINTHER, 1992) foram anotados para as analises. O

didmetro do CL e dos foliculos foram calculados automaticamente com o posicionamento do

cursor do ultrassom perpendicularmente aos dois maiores diametros da estrutura em questéo.

O didmetro médio era entdo calculado a partir desses dois valores.

Os dados foliculares coletados a campo foram plotados em graficos individuais

(software SigmaPlot 11.0) para observagéo da variacdo temporal do crescimento folicular, ou

seja, para o estudo da dinamica folicular (GINTHER, 1992). Algumas variaveis relacionadas

a dinamica folicular foram coletadas nestes graficos, sendo elas listadas a seguir:

Diametro do maior foliculo no dia 0 (dia 0 = inicio do tratamento).

Taxa de crescimento do maior foliculo até o dia da retirada do dispositivo. Refere-
se ao diametro do maior foliculo no dia da retirada do dispositivo menos o
diametro deste foliculo no dia 0 dividido pelo nimero de dias com o dispositivo.
Dia da ocorréncia da divergéncia folicular. Dia da divergéncia folicular
corresponde ao dia da dissociacdo da taxa de crescimento entre o maior foliculo e
seus subordinados, ou seja, 0 momento em que estes diminuiram sua taxa de
crescimento enquanto o foliculo maior continuou a crescer mantendo sua taxa de
crescimento.

Tamanho do maior foliculo no dia da divergéncia folicular.

Diametro do maior foliculo no dia da divergéncia folicular.

Dia em que o maior foliculo atingiu 35mm de diametro (foliculo pré-ovulatorio;
GINTHER, 1992).

Ecotextura uterina no momento em que o maior foliculo atingiu 35mm de
didmetro.

Numero de dias que o maior foliculo levou para atingir 35mm de diametro apés a
retirada do dispositivo de P4.

Numero de dias que o foliculo que atingiu 35mm levou até atingir o dia da
ovulagéo.

Dia da ocorréncia da ovulacao.

Diametro do foliculo pre-ovulatério um dia antes do dia da detec¢do da ovulacéo.

Com a coleta das varidveis acima descritas, as médias e seus respectivos desvios

padrbes (DP) foram calculados. Essas médias foram entdo utilizadas para comparagdes entre

diferentes grupos nos experimentos I, 111, IV e V.
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5.3. Andlise estatistica

Analise de variancia foi realizada para comparacdo das médias para deteccédo do efeito
do tratamento. Teste T-student foi utilizado para a comparagdo das médias entre tratamentos.
ComparacOes de proporgOes entre tratamentos foram realizadas pelo teste de Qui-quadrado.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS. A probabilidade de

significancia de P < 0,05 foi utilizada para todas as analises.

5.4. EXPERIMENTO | - Sincronizagdo da onda de crescimento folicular em éguas

com status reprodutivo desconhecido durante o periodo de transi¢éo de outono

Este experimento foi realizado como um estudo preliminar com o objetivo avaliar a
eficacia de um novo protocolo de terapia hormonal para a sincronizacdo do estro em éguas
cujo status reprodutivo era desconhecido e que estavam durante a fase reprodutiva de
transicdo de outono.

Neste experimento foram realizados 21 tratamentos de sincronizacdo do estro durante o
periodo de 30 de marco a 12 de abril de 2015. O protocolo de tratamento hormonal utilizado €é
apresentado na Figura 1. As éguas ndo foram examinadas previamente para determinacdo do
status reprodutivo, ou seja, devido ao periodo do ano de realizacdo deste estudo, trés status
poderiam estar ocorrendo, sendo eles: ciclicidade, transi¢cdo de outono ou anestro estacional. No
D0 (DO = dia do inicio do tratamento hormonal) foram colocados dispositivos intravaginais
contendo 1,44g de P4 (ProgestarLeite® Lote Piloto 1; Inovare Bioctenologia e Saude Animal)
que foram mantidos até o dia 8 (D8). No dia 7 (D7) e no dia 9 (D9) as éguas receberam 0,25 mg
de PGF2a por via IM (Sincrocio®; Ouro Fino Satide Animal). Todos os animais passaram pela

coleta e analise de dados previamente descrita.
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D7 D9
PGF2a PGF2a

| ]
| o
v

DO
Dispositivos intravaginais
P de P4 : Retirada dos dispositivos

intravaginais P4

Figura 1. Desenho esquematico do protocolo de tratamento hormonal para sincronizagdo do estro
utilizado no experimento 1. As éguas foram aleatoriamente selecionadas durante o periodo de transicdo

de outono sem conhecimento prévio do status reprodutivo. DO = dia do inicio do tratamento.

5.5. EXPERIMENTO Il — Determinacdo do momento ideal de retirada do dispositivo

de P4 em protocolos de sincronizacdo do estro em éguas

O objetivo principal deste experimento foi determinar o momento ideal para retirada
do implante de P4. No experimento anterior, o implante foi retirado no dia 8. Neste
experimento, a eficiéncia de retirada do implante foi testada nos dias 7 e 9. Em bovinos,
existem protocolos de sincronizacdo que preconizam a retirada em diferentes dias ap6s o
inicio dos tratamentos, sendo 0s mais preconizados aqueles com retirada nos dias 7, 8 e 9
(MOREIRA et al, 2000; PFEIFER et al., 2005; RAMOS, 2006).

Neste experimento, 16 éguas ciclicas foram acompanhadas diariamente por
ultrassonografia transretal para monitoramento da dindmica ovariana. Apos a deteccdo da
ovulacdo (ovulacdo = dia 0 do ciclo estral), as éguas foram aleatoriamente distribuidas em
dois diferentes grupos de tratamento hormonal quando no dia 10 do ciclo estral. Todas as
éguas passaram por ambos os tratamentos (exceto um animal que foi retirado da coleta de
dados para tratamento de ferimento). No DO (inicio do tratamento hormonal), todos os
animais receberam 0,25mg de PGF2a por via IM e um dispositivo de progesterona
intravaginal (1,44g; ProgestarLeite® Lote Piloto 1; Inovare Bioctenologia e Salde
Animal).Em ambos os grupos foram administradas duas doses adicionais de 0,25 mg PGF2a
(Sincrocio®, Ouro Fino Saude Animal) no dia anterior e posterior a retirada do dispositivo de
progesterona. No grupo 1, o dispositivo intravaginal de progesterona foi retirado no D7 ap0s
insercdo do implante intravaginal de P4 e no grupo 2, no D9. O desenho esquematico dos

protocolos utilizados sdo mostrados nas figuras 2. No Gl e G2, 16 e 15 animais,
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respectivamente, passaram pela coleta e analise de dados previamente descrita, totalizando 31

tratamentos.

Grupo 1 (G1)

D0 = 10 dias ap6s ovulacéo D6 D8
PGF2a PGF2a PGF2a
i 1
DO v
Dispositivos intravaginais D7
de P4 Retirada dos dispositivos

intravaginais de P4

Grupo 2 (G2)
DO = 10 dias apds ovulacao D8 D10
PGF2a PGF2a PGF2a
| ]
| B
DO
Dispositivos intravaginais D9
de P4 Retirada dos dispositivos

intravaginais de P4

Figura 2. Desenho esquematico dos protocolos de tratamento hormonal para sincronizagdo do estro
utilizado nos grupos de tratamento do experimento Il (Gl e G2). As éguas foram aleatoriamente
selecionadas apds a deteccdo da ovulagdo (ovulagdo = dia 0 do ciclo estral); no dia 10 do ciclo estral
foi iniciado o tratamento (DO0) do tratamento = D10 do ciclo estral = dia do inicio do tratamento). No
G1 a inser¢do do dispositivo de progesterona permaneceu até o D7 do protocolo de tratamento

hormonal e no G2 até o D9.

5.6.EXPERIMENTO IIl — Eficiéncia do protocolo de sincronizacdo da onda de
crescimento folicular e sua dependéncia da fase do ciclo estral com defini¢cédo do

melhor momento para a inducéo da ovulacéo

Com base no experimento anterior, o dia 7 apds o inicio do tratamento hormonal foi
definido como o dia mais apropriado para a retirada do implante de progesterona em éguas
submetidas ao protocolo de sincronizacéo do crescimento folicular proposto nesta dissertagéo.
O objetivo deste novo experimento foi testar se a resposta dos animais ao tratamento
hormonal é dependente da fase do ciclo estral em que o tratamento foi iniciado e definir o

melhor momento (dia) para os futuros experimentos com inducéo da ovulacéo.
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Quatorze (14) éguas ciclicas foram aleatoriamente submetidas aos trés protocolos
experimentais diferentes, formando os grupos G1, G2 e G3. O grupo 2 (G2) deste
experimento corresponde exatamente ao grupo 1 do experimento I, pois as éguas ja haviam
sido submetidas a mesma terapia hormonal aqui proposta. O inicio do protocolo (DO)
correspondeu ao D10 do ciclo estral com a retirada do implante de P4 no D7. Os outros dois
grupos (G1 e G3) tiveram o dia do inicio dos tratamentos nos dias 5 e 15 apo6s ovulagao
(ovulacdo = dia 0 do ciclo estral; DO = D5 ou D15 do ciclo estral = inicio do tratamento).

Em resumo, as éguas foram previamente monitoradas por ultrassonografia transretal
para deteccdo do dia da ovulagdo. Nos dias 5, 10 ou 15 apds a ovulagdo, os tratamentos
hormonais foram iniciados conforme o desenho esquematico apresentado na Figura 3. No DO
do tratamento hormonal, 0,25 mg de PGF2a (Sincrocio®, Ouro Fino Saude Animal) foram
administrados por via IM e o dispositivo de intravaginal de P4 inserido (ProgestarLeite® Lote
Piloto 1; Inovare Bioctenologia e Saude Animal). Duas doses de 0,25 mg de PGF2a. por via
IM foram administradas no dia anterior e um dia ap0s a retirada do dispositivo de P4 que se

deu no D7. Todos os animais passaram pela coleta e analise de dados previamente descrita.

G1, G2 e G3 - inicio do tratamento nos dias 5, 10 e 15 do ciclo estral

D6 D8
PGF2a PGF2a | PGF2a
DO v
Dispositivos intravaginais _ br
de P4 Retirada dos dispositivos

intravaginais deP4

Figura 3. Desenho esquematico do protocolo de tratamento hormonal para sincronizagdo do estro do
experimento I11. As éguas foram aleatoriamente selecionadas ap0s a detec¢do da ovulacao (ovulagdo =
dia 0 do ciclo estral); nos dias 5, 10 e 15 do ciclo estral o tratamento hormonal foi iniciado (DO = dias

5, 10 ou D15do ciclo estral = dia do inicio do tratamento).

5.7.EXPERIMENTO IV - Eficiéncia da sincronizacdo da onda de crescimento folicular

e inducéo da ovulagio em diferentes fases do ciclo estral

Neste experimento, 15 éguas ciclicas foram aleatoriamente submetidas ao mesmo
protocolo de tratamento hormonal para a sincronizacdo do estro e inducdo da ovulagédo

apresentado na Figura 4. O momento em que estavam durante o ciclo estral ndo foi determinado
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previamente ao inicio do experimento. Este experimento objetivou simular uma situacdo de
aplicacdo do protocolo de sincronizacdo e inducdo da ovulagdo a campo, em lote de éguas onde o
acompanhamento da dindmica folicular ndo esta sendo realizado, sendo o periodo das mesmas
durante o ciclo estral desconhecido.Vale ressaltar que as éguas utilizadas neste experimento eram
previamente monitoradas por ultrassonografia para deteccdo da ovulagdo (procedimento de
rotina do laboratério), fato que permitiu precisar o dia do ciclo estral em que cada uma delas
estava. No entanto, este dado ndo foi utilizado para determinar o inicio do tratamento hormonal
neste experimento, mas foi Util como controle para informar a distribuicdo dos animais nos
diversos dias do ciclo estral em que entraram em tratamento. Este dado se faz necessario para
justificar o pequeno nimero de animais utilizado em um experimento deste tipo.

No DO, 0,25 mg de PGF2a (Sincrocio®, Ouro Fino Satude Animal) foram administrados
por via IM e o implante de P4 intravaginal colocado (ProgestarLeite® Lote Piloto 1; Inovare
Bioctenologia e Salde Animal). Duas doses de 0,25 mg de PGF2a por via IM foram
administradas no dia anterior e um dia ap6s a retirada do dispositivo de P4 que se deu no dia 7.
No D10, a ovulacdo foi induzida com a combinacdo de 1mL de hCG por via IM (1000Ul
Chorulon®, MSD Agroline) e 3mL de GnRH por via IM (750 pG Sincrorrelin®, OuroFino) em
todas as éguas que apresentaram foliculo pré-ovulatério com didmetro >35 mm e Gtero com
ecotextura >3 (GINTHER, 1992). No D12, foi realizada uma segunda indugdo da ovulagéo com
ImL de hCG por via IM (1000Ul Chorulon®, MSD Agroline) e 3mL de GnRH por via IM
(750uG Sincrorrelin®, OuroFino) nas fémeas que ndo tinham apresentado os critérios acima
descritos para caracteristicas ovarianas e uterinas adequadas para a inducdo realizada no D10.
Esta estratégia de dois dias alternativos para a inducdo da ovulacdo objetivou maximizar a
eficiéncia do protocolo utilizado. A partir da inducdo da ovulagdo, os monitoramentos
ultrassonograficos para a detec¢do da ovulagdo foram realizados a cada 6 horas de modo que o
intervalo aproximado em horas entre 0 momento da inducdo e ovulagdo fosse determinado. A
eficiéncia do protocolo utilizado foi avaliada de acordo com o nimero percentual de animais que

responderam ao tratamento e ao o grau de sincronizacao de ovulacao.
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D6 D8 D10 D12
PGF2a PGF2a PGF20 hCG + GnRH hCG + GnRH

| B
——

DO
Dipositivos intravaginais . D7_ .
de P4 Retirada dos dispositivos  Escaneamento US a

intravaginais P4 cada 6 horas

Figura 4.Desenho esquematico do protocolo de tratamento hormonal para sincronizagcdo do estro do
experimento IV. As éguas foram aleatoriamente distribuidas e estavam em diferentes dias do ciclo

estral no inicio do tratamento (DO = inicio do tratamento) US = ultrassonografia, OV = ovulacéo.

5.8.EXPERIMENTO V - Eficiéncia da sincronizacdo da onda de crescimento

folicular e inducdo da ovulagdo em éguas com status reprodutivo conhecido

Este experimento teve como objetivo avaliar a eficacia do protocolo de sincronizacdo
estabelecido nos experimentos anteriores e verificar se sua eficiéncia é dependente da fase do
ciclo estral em que os animais iniciaram o protocolo de tratamento hormonal. O protocolo
experimental foi exatamente o mesmo utilizado no experimento I1lI. No entanto, a inducdo da
ovulagéo e a coleta de dados foram realizados exatamente como descritos no experimento IV. O
desenho esquematico do protocolo hormonal utilizado pode ser visualizado na figura 5.

Quatorze (14) éguas ciclicas foram aleatoriamente submetidas aos trés protocolos
experimentais, formando os grupos G1, G2 e G3. O dia de inicio dos tratamentos
corresponderam aos dias 5, 10 e 15 do ciclo estral (ovula¢do = dia 0 do ciclo estral; DO = D5,

D10 ou D15 do ciclo estral = inicio do tratamento).
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Grupos 1, 2 e 3 - inicio do tratamento nos dias 5, 10 e 15 do ciclo estral

D6 D8 D10 D12
PGF2a PGF2a PGF20.  hCG + GnRH hCG + GnRH

| L | |
| T | |
v \ )

DO
Dispositivos intravaginais D7
de P4 Retirada dos dispositivos Escaneamento US a

intravaginais P4 cada 6 horas

Figura 5. Desenho esquematico do protocolo de tratamento hormonal para sincronizacdo do estro do
experimento V. As éguas foram aleatoriamente distribuidas e foram selecionadas apds a deteccéo da
ovulagdo (ovulagdo = dia 0 do ciclo estral); (DO = dias 5, 10 ou 15 do ciclo estral = inicio do

tratamento). US = ultrassonografia, OV = ovulacéo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2. Experimento | - Sincronizacdo da onda de crescimento folicular em éguas com

status reprodutivo desconhecido durante o periodo de transi¢ao de outono

Neste experimento foram realizados 21 tratamentos de sincronizagdo do estro em
éguas com status reprodutivo desconhecido durante o periodo de transicdo de outono, sendo
demonstrado que o protocolo utilizado ndo foi satisfatorio quanto a eficiéncia de
sincronizacdo, de acordo com a hipdtese principal deste trabalho. O protocolo utilizado néo
foi satisfatério quanto a supresséo do crescimento folicular pelo efeito do DIP. A eficacia da
supressdo do crescimento folicular ocorreu em apenas 41,7% das éguas ciclicas no periodo de
transicdo de outono.

Em nove tratamentos (43%, 9/21) ndo foi observado crescimento folicular durante
todo o periodo experimental e o padrdo de crescimento da populacdo folicular ovariana era
caracteristico de éguas em transicao estacional, com predominéncia de pequenos foliculos em
ambos 0s ovarios e ndo ocorréncia da ovulacdo (BLANCHARD et al., 1998). Nestes nove
tratamentos, mesmo ap0s a retirada do dispositivo intravaginal de progesterona, ndo houve o
surgimento de uma nova onda de crescimento folicular, 0 que indica que o crescimento
folicular ovariano provavelmente estava inibido pelo efeito da sazonalidade e ndo pelo efeito
da acdo da progesterona. Eguas em anestro sazonal que possuem Ovarios pequenos e inativos
ndo respondem adequadamente aos protocolos de sincronizacdo do estro para
restabelecimento da atividade ovariana (WEBEL e SQUIRES, 1982; MCKINNON, 2009),
fato que pode ter ocorrido nestes nove (9/21) tratamentos. Este fato justifica a importancia do
conhecimento prévio da atividade ovariana (tamanho dos foliculos) para o inicio do
tratamento hormonal. O anestro sazonal ocorre devido ao aumento da produgdo de
melatonina, que é o hormdnio regulador da sazonalidade reprodutiva em equinos. A
melatonina € um importante inibidor da atividade hipotalamica para a producdo de GnRH e
sua producdo é aumentada na pineal durante os periodos longos de escuro que se inicia na
transicdo de outono atingindo o méaximo de sua producdo durante o inverno (GINTHER,
1990; SHARP, 2011).

Em doze tratamentos (12/21) foi observado crescimento e a ovulacdo do foliculo
dominante. Em sete desses tratamentos (58,3%, 7/12), as éguas apresentaram o foliculo
dominante até o D6 (DO = inicio do tratamento) e em cinco tratamentos (41,7%, 5/12) as

éguas apresentaram o foliculo dominante até o D12 (Figura 6). O dispositivo intravaginal de
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P4 foi retirado em todos os animais no D8. Em sete tratamentos (58,3%, 7/12) foi verificada a
presenca de um foliculo dominante antes da retirada do implante, de forma diferente ao efeito
esperado que seria uma inibi¢do ou retardo do crescimento folicular pela presenca da P4 e
aquisicdo de dominancia folicular somente apds a retirada do implante de P4. Os foliculos
ovarianos crescem a uma taxa diéria similar até a dominéancia folicular. Em seguida, as taxas
de crescimento comegam a diferir entre os dois maiores foliculos de modo que o maior
foliculo se torna dominante e continua a crescer, enquanto que os menores (chamados
subordinados) diminuem sua taxa de crescimento (GASTAL et al., 1997). Tem sido descrito
que o foliculo que primeiro atingir 20 mm de didmetro é aquele que se torna dominante em
93% das ondas foliculares eo futuro foliculo dominante emerge em média um dia mais cedo
do que o futuro maior foliculo subordinado (GINTHER, 2000).

Foliculo Dominante > 22,5mm

NUmero de éguas

3 4 5 6 7 8
Dias

Figura 6. Distribuicdo do nimero de éguas pelos dias ap6s o inicio do tratamento (DO = inicio do
tratamento) quando apresentaram dominéncia folicular (foliculo dominante = maior foliculo com

didmetro>22,5 mm).

Em relagdo ao intervalo em dias do inicio do tratamento até a primeira deteccdo do
foliculo pré-ovulatério (foliculo >35mm), nove éguas (75%; 9/12) apresentaram um foliculo
pré-ovulatério até o dia 10 do tratamento (Figura 7). A constatacdo de que 75% dos animais
submetidos ao protocolo teriam foliculos pré-ovulatérios até o D10 foi um dado importante
para continuidade dos proximos experimentos. Analisando os dados deste experimento, pode
ser inferido que o D10 seria o dia mais adequado para as futuras inducbes das ovulacdes

porgue a maioria dos animais apresentaram foliculos pre-ovulatorios (>35mm), estes foliculos
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sdo responsivos aos agentes indutores da ovulacdo (SAMPER, 2008) e um atraso em dias para
a inducdo da ovulacdo poderia acarretar na perda de alguns animais pela ocorréncia de

ovulagdes naturais, ou seja, antes mesmo da inducdo hormonal exdgena.

Foliculo de 35mm

Numero de éguas

O = T T T
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias
Figura 7. Distribuicdo do nimero de éguas pelos dias ap6s o inicio do tratamento (DO = inicio do

tratamento) quando apresentaram foliculos com tamanho >35mm (foliculos pré-ovulatérios).

Este experimento também foi utilizado para verificar se o retorno precoce a ciclicidade
na estacdo reprodutiva de transicdo de outono poderia ser estimulado pelo tratamento
hormonal realizado. Alguns estudos (ALLEN et al.,1980; WEBEL & SQUIRES, 1982)
demonstraram que, com o0 uso de altrenogest, foi possivel antecipar o inicio da estacdo
reprodutiva em éguas, demonstrando que esta droga pode ser utilizada no periodo transicional
de primavera quando se almeja sincronizar a primeira ovulagdo do ano. Entretanto, o efeito
da melatonina na modulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal durante o periodo de
transicdo de outono pode apresentar diferencas em relacdo ao periodo de transicdo de
primavera (SHARP, 2011). A aplicagdo do protocolo hormonal proposto neste estudo nas
éguas que se apresentavam aciclicas ndo surtiu o efeito esperado porque estes animais
provavelmente ja estavam sob influéncia da melatonina que provoca a inibicdo da atividade
hipotaldmica e consequentemente suprime a producdo de GnRH. A duragdo do fotoperiodo
modula a atividade reprodutiva pela regulacdo da secrecdo de GnRH. A influéncia dos dias
mais curtos nas éguas também pode ter interferido na eficacia do protocolo. Em dias curtos a

producdo de melatonina suprime a liberacdo do GnRH, portanto, ndo ocorre a ovulacao
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(BLANCHARD et al., 1998). A diferenga entre os resultados obtidos neste experimento
durante a transicdo de outono em relacéo aos achados de literatura para o periodo de transicao
de primavera pode ser explicada pela interferéncia do efeito da melatonina, que na transicao
de outono estd em fase ascendente de produgdo (GINTHER, 1990). A producéo de melatonina
aumenta no inverno devido a diminuicdo do periodo de luz. No periodo de transicdo de
primavera, ocorre diminuicdo dos niveis de producdo de melatonina porque os dias sdo mais
longos e, inversamente a producdo de GnRH aumenta possibilitando o desenvolvimento
folicular nos ovérios (SHARP, 2011).

Diferente da espécie equina, as fémeas bovinas ndo apresentam sazonalidade
reprodutiva e o sucesso da sincronizacdo do estro € baseada em dois eventos: a presenca de
um corpo lateo maduro e responsivo a aplicacdo de PGF2o em fémeas bovinas ciclicas ou, em
fémeas em anestro, a queda dos niveis enddgenos de progesterona e a emergéncia de uma
nova onda folicular de forma sincrénica apés a utilizacdo do dispositivo intravaginal de P4
gue mimetiza a acdo da presenca de CL no diestro (MOREIRA et al., 2000).

Durante o periodo de transicdo de primavera, Carmo et al. (2009) utilizaram
dispositivos intravaginais de P4 para estimulacdo da ciclicidade em éguas e a eficiéncia de
ovulagdo ap6s 12 dias da retirada do implante foi de 60%, sendo observado apenas 20% de
éguas ovuladas no grupo ndo-tratado. Além disso, tem sido sugerido que na fase transicional a
progesterona tenha um papel foliculogénico. Quando o dispositivo é removido, as éguas
rapidamente entram no estro e ovulam entre 4 a 8 dias (SAMPER et al., 2007). Entretanto, no
periodo de anestro sazonal, Handler et al. (2006) ndo conseguiram estimular o
reestabelecimento da atividade ovariana utilizando implantes de progesterona (PRID®) por
11 dias. Schutzer (2012) também ndo obteve um efeito significativo de estimulacdo da
atividade ovariana em éguas em anestro com o uso exclusivo do implante de progesterona,
contudo, foi observado aumento numérico na porcentagem de éguas que ovularam até 60 dias
(47% tratadas vs 13% nao tratadas) e no numero medio de dias até a primeira ovulagédo (87
dias vs 115 dias, grupos tratado e ndo-tratado, respectivamente). Nagy et al. (2000) testaram
uma combinagédo de progesterona associada ao 17p-estradiol e esta associagdo também néo foi
capaz de promover ovulacdo em eguas em anestro; mas observaram que 0s melhores
resultados foram obtidos com o uso da progesterona isolada.

Em 41,7% (5/12) dos animais ciclicos, o protocolo de tratamento hormonal utilizado
neste estudo demonstrou ser eficaz para retardar o crescimento da onda folicular porque, com

a utilizacé@o da progesterona exdgena, foi possivel mimetizar o efeito de um corpo luteo ativo
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como ocorre em animais em diestro. A retirada do dispositivo de P4 mimetiza a lutedlise e a
partir deste momento os foliculos crescem mais rapidamente (MOREIRA et al., 2000).

As éguas utilizadas neste estudo foram monitoradas por ultrassonografia para a
deteccdo da ovulacdo conforme previamente descrito. As ovulagdes ocorreram esparsamente
entre os dias 9 e 20 (Figura 8). Analisando esse achado, pode ser verificado que sete éguas
ovularam até o D13 (58,3%; 7/12). Esta informacdo € importante para a decisdo sobre o
melhor dia para a indu¢do hormonal da ovulacdo minimizando a ocorréncia de ovulacfes
espontaneas previamente as inducgdes. Pode ser observado na figura 8 que até o dia 10 apenas
uma égua tinha ovulado espontaneamente e pela figura 7 que a maioria das éguas
apresentavam foliculo pré-ovulatério até este dia. Estas duas observagdes reforcam a escolha
do dia 10 como dia ideal para que as ovulagbes sejam induzidas quando da utilizacdo do
protocolo de sincronizacdo proposto. Se a inducdo da ovulacdo fosse realizada no D10, até

75% de eficacia seria obtida com a utilizacdo deste protocolo de sincronizagéo.

Dias das ovulagdes

Numero de éguas
N
1

9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias

Figura 8. Distribuicdo do nimero de éguas pelos dias ap6s o inicio do tratamento (DO = inicio do

tratamento) quando ocorreram as ovulacdes.

6.3. Experimento Il - Determinacdo do momento ideal de retirada do dispositivo de

P4 em protocolos de sincronizacéo do estro em éguas
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Este experimento foi realizado durante a estacdo reprodutiva para determinacdo do
momento ideal da retirada do dispositivo de P4 e todos os animais utilizados estavam
ciclando. A retirada do dispositivo de P4 foi realizada no D7 no grupo 1 (G1) porque foi
observado no experimento I, em éguas durante o periodo de transi¢cdo de outono, que o efeito
do dispositivo de P4 provocou o retardo no crescimento folicular em 41,7% (5/12) dos
tratamentos até o D6. No grupo 2 (G2), os dispositivos de P4 permaneceram até o D9. Os dias
7 ou 9 foram escolhidos para a retirada dos dispositivos de P4 com base nas descri¢cfes na
literatura de protocolos hormonais para sincronizacdo do estro em bovinos onde 0s
dispositivos de P4 sdo inseridos no inicio do tratamento e permanecem durante sete, oito ou
nove dias (RAMOS, 2006; PFEIFER et al., 2005). Tem sido descrito que o uso de
dispositivos de P4 pode aumentar o numero de foliculos aspirados e o6citos recuperados, bem
como a taxa de producdo embrionaria, além de sugerirem que a progesterona pode
desempenhar fungdo importante no desenvolvimento folicular e maturacdo final do odcito
(RAMOQOS, 2006; PFEIFER et al., 2005). Em éguas, tem sido descrito que alguns dos
dispositivos intravaginais comerciais € um sintético ativo oral da progesterona fazem com que
éguas tratadas apresentem supressdo do crescimento folicular e regressdo do foliculo
dominante, mas em resposta a queda do nivel de progesterona com a retirada do dispositivo
ou cessamento do fornecimento oral, um novo foliculo se desenvolve ap6s 10 dias de
tratamento e atinge 35 mm. Em consequéncia, as ovulacdes ocorrem de 9 a 12 dias apos a
retirada da fonte de progesterona (SAMPER et al., 2007).

Neste experimento, em ambos os grupos (G1 e G2), o implante de P4 foi capaz de
promover supressdo do crescimento folicular em todos os animais que possuiam foliculos
menores do que 27mm de didmetro no momento da colocagdo do implante de P4, porém néo
provocou a regressdo do foliculo dominante como observado por Samper et al. (2007). A
figura 9 exemplifica de forma grafica a dindmica folicular de dois animais submetidos ao
protocolo hormonal descrito; além disso, pode-se observar o dia em que ocorreu a divergéncia
folicular, o dia em que o maior foliculo atingiu 35mm de didmetro e 0 momento da ovulagéo.
Outro dado bastante relevante deste estudo foi a observacdo da taxa de supressdo do

crescimento folicular que atingiu 90% (28/31) dos tratamentos realizados.
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Figura 9. Representacdo gréafica do acompanhamento ultrassonogréfico da dindmica folicular de duas

éguas utilizadas no experimento Il. Os diametros dos trés maiores foliculos de cada ovario foram

mensurados diariamente. A supressdo do crescimento folicular com o uso do DIP pode ser visualizada

em ambos os graficos. Pode ser notado que esse efeito supressorio ocorreu em ambos 0s animais até o

D7. O DIP foi retirado nos dias 7 (grafico A e no grafico B). (A) Egua 1 - todos os foliculos

apresentavam tamanho menor do que 27 mm no DO e ocorreu supressao do crescimento dos foliculos.

(B) Egua 2 - no DO (DO= dia do inicio do tratamento) um foliculo apresentava-se maior do que 27

mm. Neste animal o DIP ndo provocou supressdo do crescimento deste foliculo e ocorreu ovulacéo do

mesmo durante o tratamento com a P4 exdgena.
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Outro critério utilizado neste experimento para se definir o0 momento ideal para
retirada do DIP foi a avaliacdo da diferenca na taxa de crescimento do foliculo pré-ovulatério.
Tem sido descrito que o crescimento médio diario de um foliculo de uma égua seja
equivalente a 3 mm/dia (GINTHER, 1992). Neste estudo, o tratamento com a progesterona
provocou uma desaceleracdo no crescimento dos foliculos até o D7 e a partir deste momento,
a P4 ja ndo atuou como esperado porque os foliculos cresceram mais rapidamente mesmo
com a manutencdo do implante. Apds o D7, nos animais que ainda mantiveram o implante de
P4 (G2), os foliculos apresentaram crescimento acelerado e superior aos 3mm/dia (Tabela 1),
ou seja, acima da média citada por Ginther (1992). As diferencas entre as taxas de
crescimento do maior foliculo nos periodos anteriores e posteriores a retirada do DIP em
ambos 0s grupos, G1 e no G2, foram iguais a 1,02mm/dia (P>0,05; Tabela 1).

Tabela 1 - Médias + DP (mm) da taxa de crescimento folicular durante a manutencdo do implante de
P4 em G1 (oito dias; D0O-D7) e G2 (10 dias; D0-D9) e da retirada do implante de P4 no dia 7 (G1) ou
dia 9 (G2) até o dia anterior a ovulacdo (OV-1) e média das diferencas individuais das taxas de
crescimento folicular entre os dois periodos estudados. (B — A) e (D — C) representam as diferengas

entre as taxas de crescimento do maior foliculo em G1 e G2, respectivamente.

Gl G2
DOao D7 D7 até OV-1 B_A DOao D9 D9 até OV-1 c
(n=16; A) (n=15; B) (n=15; C) (n=13; D)
Média 1,28 2,29 1,02 1,39 2,36 1,02
DP 0,61 0,42 0,79 0,58 0,43 0,83

A figura 10 exemplifica a dinamica de crescimento folicular no mesmo animal em
diferentes tratamentos nos quais o implante de P4 foi mantido respectivamente ate os dias 7 e
9.
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Figura 10. Representagdo grafica do acompanhamento ultrassonogréafico da dinamica folicular de uma
mesma égua utilizada no experimento Il, sendo o DIP retirado nos dias 7 e 9 do tratamento. Os
didmetros dos trés maiores foliculos de cada ovario foram mensurados diariamente. (D7) Todos 0s
foliculos apresentavam menor do que 27 mm no D0. O DIP mantido do DO ao D7 suprimiu 0
crescimento folicular até 0 momento da sua retirada (D7= dia da retirada). (D9)No DO (DO= inicio do
tratamento) um foliculo apresentava-se maior do que 27 mm. O DIP ndo provocou supressdo do
crescimento deste foliculo e ocorreu a ovulagdo durante o tratamento com a P4. O DIP mantido do DO
ao D9 ndo suprimiu o crescimento folicular apés o D7. O foliculo pré-ovulatorio acelerou seu
crescimento (mm/dia) entre os dias D7 ao D9 mesmo com o DIP sendo mantido. O retangulo azul
indica a retirada dos implantes de P4. O dia em que ocorreu a divergéncia folicular é indicado pela
linha cheia vertical. O diametro folicular de 35 mm esta indicado pela linha tracejada horizontal. A

flecha vermelha indica o dia da ovulacéo.
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Mesmo que as diferencas nas taxas de crescimento do foliculo maior no G1 e no G2
tenham sido as mesmas, houve uma grande varia¢do individual entre os animais tratados
(Tabela 2). Esta andlise, considerando a variagdo individual, sustentou a decisdo para que 0
D7 fosse escolhido como momento ideal para retirada do implante de P4.

Durante o recrutamento folicular, ocorre o crescimento comum de um grupo de
foliculos antrais sensiveis ao FSH, seguido pela fase de selecdo, na qual um ou alguns
foliculos mantém o padrdo de crescimento, em detrimento dos demais que comegam um
processo de regressao ou atresia (DRIANCOURT, 2001). Nas éguas, o foliculo que continua
a crescer é considerado dominante (fase de dominancia) e, em nossa hipotese inicial, a
progesterona promoveria atresia deste foliculo dominante e daria inicio a nova onda de
crescimento folicular. No entanto, os achados deste estudo indicam que o DIP age
desacelerando o crescimento dos foliculos. A resposta do animal ao DIP difere
individualmente, como pode ser observado na tabela 2. O crescimento folicular em resposta a
P4 exdgena praticamente cessa em algumas éguas, sendo a diferenca na taxa de crescimento
folicular antes e ap0s a retirada do DIP consideravelmente maior quando comparada a taxa
observada em éguas onde o DIP apresentou apenas um sutil retardo no crescimento dos
foliculos (achado exemplificado com trés animais na Tabela 2). No entanto, um grupo
controle sem a utilizacdo do DIP poderia contribuir com os achados encontrados afim de

verificar como seria a dinamica folicular sem o efeito da progesterona.

Tabela 2 - Médias (mm) individuais de trés animais da taxa de crescimento folicular durante a
manutencdo do implante de P4 em G1 (oito dias; D0O-D7) e G2 (10 dias; D0-D9) e da retirada do
implante de P4 no dia 7 (G1) ou dia 9 (G2) até o dia anterior a ovulagdo (OV-1) e diferenca entre as
taxas de crescimento folicular entre os dois periodos estudados. Uma grande varia¢do individual é

observada entre as diferencas das taxas de crescimento folicular.

Gl G2

DOao D7 D7 até OV-1 B_A DOaoD9 D9 até OV-1

(A) (B) (©) (D)
Egua 1 1.97 2,23 0,26 1,91 2,27 0,36
Egqua 2 1,58 2,1 0,52 1,52 2.86 1,34

Egua 3 0,17 1,88 1,71 0,5 2,54 2,04




40

A tabela 3 mostra os valores referentes ao momento em que os maiores foliculos do
G1 e do G2 atingiram didmetro > 35 mm. Além da diferenca na taxa de crescimento do
foliculo pré-ovulatério, outro critério relevante para a definicdo da data de remocéo do DIP
foi a analise do momento em que os maiores foliculos atingiram o didmetro > 35 mm. A
queda nos niveis circulantes de progesterona ap6s a remocao dos dispositivos é importante
para ativacdo do centro hipotalamico liberador de GnRH, que pelo aumento da concentragéo
de estradiol e reducdo na progesterona, aumenta a frequéncia dos pulsos de liberacédo de LH,
levando a um pico pré-ovulatério que desencadeia o processo da ovulacdo (GINTHER et al.,
2001).

Tabela 3 - Percentual de animais nos dois grupos de tratamento hormonal em que o foliculo maior
atingiu o diametro >35mm em até 10 dias ou apds 10 dias a partir do dia de inicio do protocolo ¢ da
insercdo do implante de P4 (D0= dia de insercdo implante de P4). G1 = retirada do implante de P4 no
dia 7 e G2 = retirada do implante de P4 no dia 9.

Foliculo >35mm Gl G2
Até D10 63% (10/16) 46% (7/15)
Apbs D10 37% (6/16) 54% (8/15)

No G1 e no G2, os diametros médios dos maiores foliculos no DO (DO = dia do inicio
do tratamento) foram 32,8 e 31,6 mm, respectivamente, e ndo ocorreu ovulacdo em 90%
(28/31) dos tratamentos enquanto os dispositivos intravaginais de P4 foram mantidos. As trés
éguas (3/31 = 10%) que apresentavam foliculos maiores do que 32,2 mm ovularam antes da
retirada do DIP, o que demonstra que nesses casos a concentracdo de P4 do dispositivo ndo
foi suficiente para inibir o crescimento folicular e a ovulagéo. Foi observado que os foliculos
pré-ovulatorios ndo entraram em atresia e mantiveram sua dominancia mesmo com o DIP e o
efeito do progestageno foi de retardo da taxa de crescimento folicular. Dessa forma, a
definicdo do momento para a retirada do DIP levou em consideragdo 0s seguintes fatores:
supressdo do crescimento folicular, diferenca na taxa de crescimento do foliculo pré-
ovulatério e 0 momento em que os foliculos atingiram o didmetro > 35 mm. A informagéo
sobre 0 momento em que os foliculos atingiram didmetro > 35 mm também foi importante
para 0s experimentos seguintes, pois foi utilizada para se determinar as datas das inducdes das
ovulagdes. Com os resultados apresentados neste experimento, o D7 foi identificado como o
dia ideal para a retirada do DIP no protocolo hormonal proposto.
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6.4.Experimento 11l — Eficiéncia do protocolo de sincronizagdo da onda de
crescimento folicular e sua dependéncia da fase do ciclo estral com defini¢cdo do

melhor momento para a inducéo da ovulacdo

Neste experimento, foi verificado que a resposta dos animais ao tratamento de
sincronizacdo ndo € dependente da fase do ciclo estral em que o tratamento € iniciado. O
tratamento hormonal utilizado foi 0 mesmo para 0s trés grupos experimentais com apenas a
diferenga no dia de inicio do protocolo (DO) que correspondeu aos dias 5, 10 e 15 do ciclo
estral, respectivamente para os grupos G1, G2 e G3.0 grupo G2 foi formado com as éguas
estudadas no grupo 1 do experimento I, sendo os dados daquele experimento utilizados neste
experimento para as comparacdes com os grupos G1 e G3.

A importancia de testar a eficiéncia do protocolo de sincronizagdo com inicio em
diferentes fases do ciclo estral se justifica porque, nestes dias escolhidos (5, 10 e 15), o
microambiente ovariano (populacdo folicular e a presenca e funcionalidade do CL) pode ser
muito distinto (GINTHER, 1992) e a progesterona do dispositivo intravaginal poderia ter
variag0es quanto ao seu efeito na supressdo no crescimento folicular. Considerando a
dindmica ovariana durante o ciclo estral na égua, a ovulacdo corresponde ao inicio da fase
luteal (dia 0) e o corpo luteo originado deste evento produz progesterona em quantidades
crescentes do segundo ao décimo dia do ciclo estral. Esta secrecdo se mantém estavel até o
décimo segundo dia. A lutedlise ocorre entre o décimo quarto e 0 décimo sexto dia do ciclo
estral provocando queda nas concentracdes plasmaticas de progesterona (GINTHER, 1992).
Esses eventos interferem diretamente nos padrdes de crescimento folicular ovariano.

No decorrer do protocolo hormonal aqui utilizado foram aplicadas trés doses de
PGF2a. A primeira dose foi administrada no inicio dos tratamentos hormonais visando
provocar a lutedlise de corpos luteos provenientes de ovulagdes anteriores, porém se estes
CLs ndo fossem maduros e responsivos a esta primeira dose, uma segunda dose aplicada no
D6 antes da remocgdo do DIP seria capaz de provocar alise destas estruturas. Ademais,
algumas éguas apresentaram nos experimentos anteriores foliculos grandes no momento da
insercdo do DIP e ovularam mesmo com o tratamento com a P4. Por esse motivo, optou-se
pela administracdo de uma terceira dose de PGF2a no D8, um dia apos a remogdo do DIP,
para garantir que a lutedlise de um possivel CL ndo responsivo a PGF2a que foi administrada

no D6 ocorresse.
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Os dados deste experimento reforcam os achados dos experimentos anteriores que
indicam que a acdo da progesterona do implante intravaginal utilizado n&o causou atresia dos
foliculos, mas foi capaz de retardar o crescimento dos mesmos quando iniciado 5, 10 ou 15
dias apds a ovulacdo no periodo reprodutivo (Tabela 4). A diferenca nas taxas de crescimento
folicular entre os animais foi calculada durante a manutencdo do DIP durante oito dias (DO -
D7) e apds a retirada do DIP no dia 7 até o dia anterior a ovulagdo (OV-1). As diferencgas nas
taxas de crescimento folicular nos grupos G1, G2 e G3 foram semelhantes (P > 0,05) e 0s
valores médios das mesmas foram respectivamente de 1,4mm/dia, 1,02 mm/dia e 1,3 mm/dia
(Tabela 4). Esses dados sustentam a afirmagédo de que a agdo da progesterona do dispositivo
utilizado foi capaz de retardar o crescimento folicular de modo similar quando os tratamentos

foram iniciados nos dias 5, 10 ou 15 ap0s a ovulagéo.

Tabela 4 —Médiast DP (mm) da taxa de crescimento folicular durante a manutencdo do DIP em G1
durante oito dias (DO - D7) e ap6s da retirada do implante de P4 e do dia 7 até o dia anterior a
ovulacdo (OV - 1) e médias das diferengas individuais das taxas de crescimento folicular entre os dois

periodos estudados.

Gl (D5) G2 (D10) G3 (D15)
Antesda  Depois da Antesda Depois da Antesda  Depois da
retirada  retirada do + retirada retirada + retirada  retirada do +
do DIP DIP B-A) do DIP do DIP 0-0) do DIP DIP FE)
(n=14;A) (n=14;B) n=16;C) (n=15;D) (n=14;E)  (n=14;F)

Média 1,25 2,65 1,4 1,28 2,29 1,02 1,12 2,42 1,3

DP 0,51 0,51 051 061 0,42 0,79 0,41 0,44 0,4

A dinamica folicular em trés animais que iniciaram o protocolo hormonal nos trés
tratamentos deste experimento € exemplificada na figura 11. Pode ser observado nos graficos
que ndo existe variagdo no padréo de crescimento folicular entre os animais exemplificados,
ou seja, a resposta dos animais ao tratamento de sincronizacdo ndo é dependente da fase do
seu ciclo estral. Estes achados indicam que a P4 foi capaz de retardar o crescimento dos
foliculos nestas trés éguas independentemente do momento em que o protocolo hormonal foi

iniciado.
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Figura 11. Representacdo grafica do acompanhamento ultrassonogréafico da dindmica folicular de trés
éguas utilizadas no experimento 11l (Egua 1 — G1; Equa 2 — G2; Egua 3 — G3). Os didmetros dos trés
maiores foliculos de cada ovério foram mensurados diariamente. Os trés gréficos exemplificam o
efeito do implante de P4 na supressdo do crescimento folicular em trés animais que iniciaram 0s
tratamentos em trés momentos diferentes do ciclo estral. Nota-se que esse efeito modulador da
progesterona sobre o crescimento folicular ocorre nos trés grupos experimentais. O retangulo azul
indica o dia em que os DIP foram retirados. O dia em que ocorreu a divergéncia folicular é indicado
pela linha cheia vertical. O diametro folicular de 35 mm esta indicado pela linha tracejada horizontal.

A flecha vermelha indica o dia da ovulagao.

Os diametros do maior foliculo, segundo maior foliculo e do foliculo que ovulou
foram mensurados no dia do inicio do tratamento (D0). As médias dessas varidveis sdo
apresentadas na tabela 5 por grupo experimental e nenhuma diferenca estatistica (P>0,05) foi
encontrada entre as médias de cada variavel entre os grupos. Embora ndo significativos, pode
ser observado que os diametros médios das trés variaveis estudadas aumentam
progressivamente de G1 para G2 para G3 (Tabela 5). Tem sido sugerido que o conhecimento
prévio do tamanho dos foliculos no inicio de tratamentos hormonais em éguas é importante
(WEBEL e SQUIRES, 1982; MCKINNON, 2009). Estes estudos demonstram que protocolos
de sincronizacdo que também utilizaram a progesterona ndo sdo eficazes para a estimulagédo
do estro em éguas em periodo de anestro que possuem OVArios pequenos € inativos.
McKinnon (2009) considera importante descartar éguas com Ovarios inativos para 0sS
protocolos de sincronizacdo e selecionar apenas éguas com ovarios contendo multiplos
foliculos de aproximadamente 20mm. Vale ser ressaltado que os estudos citados foram
realizados com éguas em periodo de transicdo ou anestro, diferentemente deste estudo que

utilizou éguas ciclicas.
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Tabela 5 - Didmetro dos maiores foliculos, do segundo maior e do foliculo ovulatério no inicio dos
tratamentos nos trés grupos: G1: DO = D5. D5 corresponde ao sexto dia apds a ovulagdo. G2: DO =
D10. D10 corresponde ao décimo primeiro dia ap6s a ovulacdo.G3: DO = D15. D15 corresponde ao

décimo sexto dia apds a ovulagéo.

Diametro folicular (mm) no DO

Foliculo maior 2° foliculo maior Foliculo que ovulou
Gl G2 G3 G1 G2 G3 Gl G2 G3
Média 18,7 20 235 153 16,6 17,8 15,8 16,7 22,2
DP 55 8,6 5,5 3,8 4,1 43 6,3 8,9 6,8

Variagéo 13,0-31,6 11,0-40,5 18,8-32,8 11,2-27,2 10,0-25,8 13,0-24,1  9,5-316 9,1-40,6 15,3-32,8

Os diametros do maior e do segundo maior foliculo no momento da divergéncia
folicular também foram mensurados em todas as éguas nos trés grupos experimentais. A
Tabela 6 contém os valores médios destas varidveis e nenhuma diferenga estatistica foi
encontrada entre elas (P>0,05). No periodo da divergéncia folicular, o foliculo dominante
secreta inibina e causa uma reduc¢do nos niveis circulantes de FSH. Aparentemente, 0 aumento
na producdo de estradiol também atua em conjunto com a inibina para a reducdo nas
concentracgdes circulantes de FSH. Esta diminui¢do do FSH o torna insuficiente para continuar
a promover o crescimento dos foliculos subordinados. A fase de divergéncia folicular se inicia
guando o maior foliculo atinge 22,5 mm de didmetro e é caracterizada pelo momento onde
ocorre uma manutencdo da taxa de crescimento do maior foliculo (foliculo dominante) e uma
diminuicdo da taxa de crescimento dos outros foliculos (foliculos subordinados; GINTHER,
2000). O foliculo dominante adquire capacidade de utilizar baixas concentracGes de FSH para
0 seu crescimento e desenvolvimento, devido a um aumento da expressao dos receptores de
FSH (WEBB et al., 1999). Os dados apresentados na tabela 6 indicam que o didametro do
maior e do segundo maior foliculo no momento da divergéncia folicular ndo sdo influenciados
pelo dia do ciclo estral o qual o tratamento hormonal é iniciado. Neste estudo, o dia da
divergéncia folicular ocorreu apds o D6 em 81%, 73% e 71,5% dos tratamentos nos grupos
Gl1, G2 e G3, respectivamente. Esses dados reforcam as observagdes anteriores de que o

tratamento com o implante de progesterona foi eficiente para retardar o crescimento folicular.
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Tabela 6. Diametros médios (mm) + desvio padrdo do maior e segundo maior foliculo mensurados no
dia da divergéncia folicular nos trés grupos experimentais. DO = inicio do tratamento = dias 5, 10 e 15
do ciclo estral respectivamente nos grupos G1, G2 e G3.

Diametro folicular Foliculo maior 2° foliculo maior
no dia da
divergéncia (mm) Gl G2 G3 Gl G2 G3
Média 29,6 29,7 34,0 23,4 22,7 23,9
DP 3,8 51 6,6 3,1 472 4.1

Nos experimentos anteriores, o dia 10 do tratamento hormonal foi definido como o dia
ideal para se proceder com a inducdo da ovulacdo por este dia concentrar um maior numero
de éguas que atendem aos critérios de possuir um foliculo > 35 mm e ecotextura uterina > 3.
Além disso, evitou-se a perda de animais ovulados naturalmente antes da inducéo. Utilizou-se
0 dia 10 do tratamento como o dia para a indugdo da ovulagdo para comparar dos dados
coletados dos trés grupos deste experimento. O nimero de animais que apresentaram foliculo
> 35 mm e ecotextura uterina > 3 até o dia 10 do tratamento, sendo eles responsivos aos
agentes indutores da ovulacgao, sdo mostrados na tabela 7. Apesar de numericamente diferente,
0s grupos G1, G2, e G3 ndo diferiram (P > 0,05) e tiveram respectivamente 64,3%, 63,0% e
85,7% das éguas em condicdo de inducdo da ovulacdo até o dia 10. Outra observacao
importante foi que apenas duas éguas ovularam naturalmente até este dia do tratamento
(Tabela 7).

Tabela 7 - Percentual de animais em que maior foliculo atingiu o didmetro > 35 mm até e depois do
dia 10 do tratamento hormonal. DO = inicio do tratamento = dias 5, 10 e 15 do ciclo estral

respectivamente nos grupos G1, G2 e G3.

Foliculo > 35 mm Gl G2 G3
Até D10 64,3% (9/14) 63% (10/16) 85,7% (12/14)
Ap6s D10 35,7% (5/14) 37% (6/16) 14,3% (2/14)

Apo6s a deteccdo do foliculo >35mm, as éguas ndo tiveram a ovulacdo induzida e
foram monitoradas por ultrassonografia diariamente até a detec¢do da ovulagdo natural. A
maioria das ovulagdes ocorreram em até quatro dias apds a detec¢ao do foliculo >35mm

(Tabela 8).
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Tabela 8 - Percentual de animais que levaram até 4 dias ou mais para ovular naturalmente a partir do
momento em que o maior foliculo atingiu o didmetro de >35mm nos trés grupos experimentais. DO =

inicio do tratamento = dias 5, 10 e 15 do ciclo estral respectivamente nos grupos G1, G2 e G3.

Foliculo > 35 mm G1 G2 G3
OV em até 4 dias 85,7% (12/14) 81% (13/16) 35,7% (5/14)
OV ap6s 4 dias 14,3% (2/14) 19% (3/16) 64,3% (9/14)

Vérias observacGes encontradas neste experimento foram essenciais para dar
continuidade aos experimentos seguintes (IV e V) e na tabela 9 encontram-se os resultados
obtidos com as deteccOes de ovulagdes que ocorreram naturalmente antes do dia 10, entre o
dia 10 e 13 e ap6s o dia 13 do tratamento hormonal. O maior nimero de ovulagdes,
independentemente do grupo tratado, ocorreu entre os dias 10 e 13 (62%; 36/58) com apenas

duas ocorréncias de ovulacao espontanea antes do previsto (3%; 2/58).

Tabela 9 - Percentual de animais em relacdo ao dia de ocorréncia natural da ovulagéo nos trés
grupos experimentais. DO = inicio do tratamento = dias 5, 10 e 15 do ciclo estral respectivamente nos
grupos G1, G2 e G3.

Dia da ovulagdo Antes do D10 Entre D10 e D13 Apobs o0 D13
Gl 7,0% (1/14) 64,3% (9/14) 28,7% (4/14)
G2 6,0% (1/16) 57,0% (9/16) 37,0% (6/16)
G3 0,0 (0/0) 85,7% (12/14) 14,3% (2/14)

Total 3,0%(2/58) 62,0% (36/58) 35,0% (20/58)
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Figura 9. Percentural de animais em relacéo ao dia de ocorréncia natural das ovulagdes nos trés grupos
experimentais: G1, G2 e G3 em trés periodos: . antes do D10 . entre D10e D13 e apos o
D13.

Os resultados acima gquando analisados em conjunto com a avaliagdo da ecotextura
uterina, dia em que o maior foliculo atingiu 35 mm de didmetro e com o nimero de dias que
os foliculos que atingiram 35 mm levaram para ovular, determinaram que a inducdo das
ovulacdes deve ser realizada no D10 e no D12. No D10 a maioria das éguas responderia aos

agentes indutores e poucas ou nenhuma teriam ovulacdo espontanea antes do previsto.

6.5.Experimento IV — Eficiéncia da sincronizagdo da onda de crescimento folicular e

inducéo da ovulacédo em diferentes fases do ciclo estral

Neste experimento, 15 éguas em fases aleatorias do ciclo estral foram submetidas ao
protocolo de tratamento hormonal para sincronizacdo da onda de crescimento folicular e inducao
da ovulacdo. O uso de animais escolhidos ao acaso objetivou simular um tratamento realizado a
campo em um lote de animais cujo status reprodutivo fosse desconhecido. No entanto, o
laboratdrio possuia todos os registros das ovulacfes desses animais e este dado possibilitou
verificar a distribuicdo dessas éguas nas fases do ciclo estral em que se encontravam. Com esses
dados foi possivel verificar que, apesar do pequeno nimero experimental (n=15), as éguas
utilizadas estavam equitativamente distribuidas em todas as fases do ciclo estral (Tabela 10).
Essa distribuicdo homogénea foi importante para as analises dos dados deste experimento. Os
resultados encontrados neste experimento simulam o que poderemos obter em testes futuros
aplicando o novo protocolo de sincronizacdo do estro e ovulacdo em um grande numero de
animais. Contudo, estas informacdes deverdo ser interpretadas com cautela, ja que o nimero de

animais utilizados neste estudo foi limitado (n=15).
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Tabela 10 — Distribuicdo dos animais aleatoriamente selecionados para o experimento IV em fases

distintas do ciclo estral.

DO = inicio do tratamento

Dias do ciclo estral Dias0ao 5 Dias 6 ao 10 Dias 11 ao 16

Ndmero de animais 5 5 5

As induces das ovulacbes foram realizadas no D10 e novamente no D12 para maximizar
a eficiéncia do protocolo. A partir da inducdo da ovulacédo, os escaneamentos foram realizados a
cada 6 horas até a detec¢cdo da ovulacdo. Na primeira inducdo da ovulacdo no D10, onze éguas
(73,3%; 11/15) apresentavam foliculo > 35 mm e ecotextura uterina >3, sendo entdo submetidas
a inducdo da ovulacdo com 1 mL de hCG por via IM (1000UI Chorulon®, MSD Agroline) e
3mL de GnRH por via IM (750 pG Sincrorrelin®, OuroFino). Neste grupo, trés éguas (27%;
3/11 ou 20%; 3/15) ovularam em 30 horas apds da inducéo, sete éguas (63%; 7/11 ou 46%; 7/15)
ovularam em 42 horas apds a inducdo e uma égua nao ovulou em até 48 horas apés a inducéo.
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos no trabalho de Ginther et al. (2008) que
constataram que ap06s a administracdo de uma dose de 1500-3000 Ul de hCG em éguas com
foliculo maior que 35 mm de didmetro a ovulagdo ira ocorrer em um intervalo entre 24 e 48
horas. Entretanto, neste experimento as ovulagdes ocorreram mesmo utilizando uma dose baixa
de hCG (1000 Ul Chorulon ®, MSD Agroline) em combinacdo com o GnRH (750 pg
deslorelina, Sincrorrelin®, OuroFino).

No D12 a ovulagéo foi induzida em quatro éguas (26,7%; 4/15) e apenas uma dentre estas
quatro apresentava foliculo > 35 mm, as outras trés éguas apresentavam o maior foliculo com
diametros de 30,6, 31,5 e 32,3 mm. Neste grupo, duas éguas (50%; 2/4 ou 13%; 2/15) ovularam
42 horas apos a inducdo e duas éguas (50%; 2/4 ou 13%; 2/15) ndo ovularam em até 48 horas
apos da inducdo. O didmetro folicular médio 24 horas antes da inducdo da ovulacdo deve estar
dentro do intervalo referido por Ginther (1992) de 34 a 70 mm. Melo (2006) promoveu ovulacao
em éguas induzidas com hCG (Chorulon®, 1500-3000 U.I. IM) e PGF2a (Dinolytic® 1,5 mL,
7,5 mg/égua IM) em foliculos com didmetro minimo de 34,3mm. A associa¢do de hCG e GnRH
neste experimento ocasionou a ovulacdo de um foliculo de didmetro menor do que consta na

literatura, um foliculo de 32,3 mm ovulou em 42 horas ap0s a inducéo.
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Analisando as duas indug¢fes em conjunto (D10 e D12) podemos constatar que trés éguas
ovularam em 30 horas p6s-inducdo (20%; 3/15), nove ovularam em 42 horas p6s-indugdo (60%;
9/15) e trés ndo ovularam em até 48 horas pds-inducéo (20%; 3/15).

Considerando-se que 91% das éguas induzidas no D10 (10/11) e 50% das éguas
induzidas no D12 (2/4) ovularam em resposta ao protocolo hormonal utilizado, verificamos que
a inducdo da ovulagdo apresentou uma eficiéncia de 80% (12/15) quando todos os animais
tratados foram considerados. Apesar das inducdes terem sido realizadas exclusivamente com
hCG e GnRH, deve-se lembrar que houve aplicagdo de PGF2a no D6 ¢ no D8 (4 ¢ 2 dias antes,
respectivamente) e esse hormonio pode ter influenciado e/ou auxiliado na indugéo da ovulacéo.
Vale ressaltar que PGF2a além da sua acdo luteolitica também promove a liberagdao imediata de
LH, e pode resultar na inducdo da ovulacdo em muitas espécies, incluindo a equina
(NEWCOMBE et al., 2008).

6.6.Experimento V — Eficiéncia da sincronizagdo da onda de crescimento folicular e

inducéo da ovulacédo em éguas com status reprodutivo conhecido

Neste experimento, 14 éguas foram submetidas ao mesmo protocolo de tratamento
hormonal com inducdo da ovulacdo do experimento 1V, sendo o dia de inicio do protocolo nos
dias 5, 10 ou 15 do ciclo estral, formando os grupos de estudo G1, G2 e G3.

No D10 do G1, dia da primeira inducdo, seis éguas apresentaram foliculo com didmetro
>35mm e nestas foram administrados os agentes indutores da ovulag@o: 1 mL de hCG por via IM
(1000UI Chorulon®, MSD Agroline) e 3mL de GnRH por via IM (750 pG Sincrorrelin®,
OuroFino). Das seis éguas induzidas (42,9%; 6/14), uma égua ovulou em 30 horas apds a
inducgdo (16,7%; 1/6 ou 7,1%; 1/14), quatro éguas ovularam em 42 horas ap6s a inducao (66,7%;
4/6 ou 28,6%; 4/14) e uma égua ndo ovulou em até 48 horas ap6s a inducdo da ovulagéo (16,7%;
1/6 ou 7,1%; 1/14). No D12, momento da segunda inducdo da ovulagéo, oito éguas receberam os
mesmos agentes indutores, e entre elas, apenas quatro apresentavam foliculo com didmetro > 35
mm, e outras quatro éguas tinham foliculo com diametro menor (17,95 mm, 28,6 mm, 31,1 mm,
32,5 mm). Destas oito éguas induzidas no D12, uma égua ovulou em 30 horas apés a inducéo
(12,5%; 1/8 ou 7,1%; 1/14), quatro ovularam em 42 horas ap6s a inducdo (50%; 4/8 ou 28,6%;
4/14) e trés ndo ovularam em até 48 horas ap06s a inducgéo (37,5%; 3/8 ou 21,4%; 3/14).

O G2 foi formado por um grupo de 13 éguas, porém foi realizada a inducéo da ovulacéo
em apenas 12 animais, pois uma égua ovulou antes do D10. No D10, momento da primeira

inducdo da ovulacdo, oito eguas (66,7%; 8/12) foram submetidas ao protocolo de inducdo da
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ovulagdo. Deste grupo, quatro éguas ovularam em 24 horas ap6s a indugéo (33,3%; 4/12), trés
ovularam em 42 horas ap0s a inducdo (25%; 3/12) e uma égua ndo ovulou e seu foliculo regrediu
(8,33%; 1/12). Na segunda inducdo que ocorreu no D12, foram administrados 0s mesmos
agentes indutores da ovulacdo nos quatro animais restantes (33,3%; 4/12). No D12, dois animais
(16,7%; 2/12) apresentaram foliculos de didmetro menor do que 35mm, o foliculo que
apresentava 32,7mm no momento da inducéo ndo ovulou e o foliculo com didmetro de 34.9mm
ovulou em 48 horas ap0s a indugdo. As outras duas éguas (16,7%; 2/12) induzidas no D12 que
apresentaram foliculo com didmetro > 35 mm ovularam 30 horas p6s-inducao.

Pode-se considerar que a eficacia da inducdo das ovulagdes em relacdo ao nimero de
animais submetidos a esse tratamento é de 83,3% (10/12). Porém, devido ao fato de que uma
égua ovulou antes de ser submetida ao protocolo de inducéo, a eficicia do protocolo em relacao
ao numero total de animais do grupo experimental (n=13) foi de 76,9% (10/13). Das 13 éguas
que faziam parte do grupo experimental (G2), obteve-se sucesso da indugdo da ovulagdo em 10
animais (76,9%; 10/13).

O G3 foi composto por um total de 14 éguas, porém, duas éguas (14,3%; 2/14) ovularam
antes de serem submetidas ao protocolo de inducdo da ovulacdo. Portanto, no G3 apenas 12
éguas foram submetidas a inducéo da ovulagao.

No G3, seis éguas (50%; 6/12) foram induzidas com 100% de ovulacgdo, ou seja, todos 0s
foliculos foram responsivos aos agentes indutores utilizados. Na primeira inducdo (D10), trés
animais (25%; 3/12) ovularam em 24 horas apds a inducéo, dois (16,7%; 2/12) em 42 horas e um
(8,3%; 1/12) em 48 horas ap6s a inducdo da ovulacdo. No D12, momento da segunda inducao
das ovulagdes, seis éguas foram induzidas (50%; 6/12), e dentre estas, duas ovularam em 24
horas apds a inducédo (16,7%; 2/12), trés (25%; 3/12) em 42 horas e uma égua ndo ovulou em até
48 horas ap0s a inducao (8,3%; 1/12).

Do total das 12 éguas induzidas no G3, 11 éguas ovularam, o que resulta numa eficacia
de 91,6% da inducdo da ovulagdo. Entretanto, considerando-se a eficacia do protocolo em
relacdo ao numero total de eguas no G3 (n= 14), o resultado obtido foi de 78,6% (11/14) de
sincronizacdo das ovulagdes, pois do nimero total inicial (n= 14), apenas 11 éguas ovularam
devido a ocorréncia de ovulagGes espontaneas antes do esperado.

Analisando os resultados obtidos nos experimentos IV e V, o intervalo de ocorréncia das
ovulagbes apds a indugdo com hCG e GnRH foi entre 24 e 48 horas. A maioria das éguas
tratadas com hCG ovulam até 48 horas ap0s o tratamento (variagdo de 12 a 72 horas), enquanto a
maior parte das éguas tratadas com GnRH ovulam entre 36 a 42 horas pds-tratamento (MELO,
2006).
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No G1, dez éguas (10/14) éguas apresentaram foliculos maiores do que 35 mm no
momento das inducbes (D10 e D12), e 90% dos animais com esta caracteristica (foliculo > 35
mm) ovularam (9/10). Uma égua (1/14; G1) apresentou foliculo de 32,5 mm, todavia ovulou
apos a inducdo. No G2, dez éguas (10/13) apresentaram foliculos maiores do que 35mm e
90% dos animais (foliculo >35mm) ovularam (9/10). Uma égua (1/13; G2) apresentou
foliculo de 34,9 mm e também ovulou ap6s a inducdo. No G3, nove éguas (9/12) possuiam
foliculos maiores do que 35 mm e 100% desses animais ovularam (9/9). Duas éguas (2/12;
G3) que apresentaram foliculos de 31,7 e 32 mm também ovularam apo6s a inducdo. Ao
analisar os trés grupos (G1, G2 e G3) constatamos que 93,3% dos animais que possuiam
foliculos com didmetro maior do que 35 mm ovularam. Inclusive, como ndo era esperado,
quatro foliculos de diametro menor do que 35 mm (31,7; 32; 32,5 e 34,9 mm) também foram
responsivos aos agentes indutores (hCG + GnRH). Samper (1997) obteve eficacia semelhante
ao realizar a inducdo da ovulacdo com hCG. Em seu estudo, 95% das éguas que apresentavam
foliculos entre 35 a 40 mm de didmetro e edema uterino elevado ovularam apos a aplicagédo de
hCG.

Considerando-se os experimentos IV e V, no total foram realizados quatro protocolos
de inducgdo das ovulagdes (D10 e D12 — IV; D10 e D12 — V). A avaliagdo da eficacia do
protocolo de sincronizagdo do estro e inducdo da ovulacdo em éguas nestes experimentos foi
de 76,73%.

Cada agente indutor, dose, ou associacdo de hormonios deve estimular uma
porcentagem considerdvel de éguas a ovularem dentro de um periodo previsto. A principal
aplicacdo da sincronizacdo do estro e da ovulagdo em éguas é na transferéncia de embribes
(TE), quando a ovulacdo da égua receptora deve ocorrer um dia antes a dois dias apds a
ovulacéo da égua doadora (SQUIRES, 1993). A sincronizacdo da ovula¢do com o protocolo
proposto também poderd facilitar o procedimento de inseminacéo artificial com sémen fresco
porgue o intervalo entre a inseminacao e a ovulacéo pode variar até 48 horas. O uso do sémen
congelado exige maior acurécia e o intervalo deve ser menor do que 24 horas (PALMER,
1993). A longevidade dos espermatozoides do sémen equino submetido & congelagdo € menor
do que do sémen refrigerado e por essa razdo recomenda-se realizar a inseminacao dentro de
12 horas antes da ovulagdo ou em até seis horas apos sua ocorréncia (LOOMIS e SQUIRES,
2005). Para obtengédo de resultados satisfatérios na TE e em éguas inseminadas com sémen
transportado sob refrigeracdo ou congelado é importante realizar a indugdo da ovulagdo. Neste
protocolo, 100% das ovulagGes ocorreram no intervalo de 24 a 48 horas, 0 que permite

atender as exigéncias de ambas as técnicas de manejo reprodutivo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os dispositivos intravaginais contendo 1,44mg de P4 foram capazes de retardar o
crescimento folicular no periodo reprodutivo independente da fase do ciclo estral em que as
éguas se encontravam. No protocolo estudado o D7 foi definido como o momento mais
adequado para a retirada do DIP; as aplicacdes de prostaglandina devem ser feitas no DO, D6
e no D8 e a inducao das ovulagdes deve ser feita no D10 e D12.

Esse protocolo de sincronizacéo do estro e da ovulacdo trara vantagem em relacdo ao
procedimento de inducdo da ovulacéo individual como normalmente é realizado. A maioria
dos animais apresentou responsividade do foliculo pré-ovulatério ao GnRH e hCG
promovendo o sucesso da inducdo da ovulacdo. Foi promovida a sincronizacao do estro e da

ovulacdo em 76,73% dos animais submetidos ao tratamento hormonal.
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