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Resumo

Medicamentos que objetivam induzir e sincronizar as ovulagdes sdo usualmente
utilizados em éguas destinadas a inseminacao artificial, doagdo ou recepcao de embrides.
Neste sentido, a progesterona (P4), por varias vias de administracdo sdo Uteis para a
sincronizacdo do estro. Em bovinos, a administragdo de gonadotrofina coridnica equina
(eCG) nos protocolos de P4 intravaginal tem sido recomendada pela acdo no
desenvolvimento dos foliculos de vacas em anestro, melhorando o tamanho do foliculo
ovulatorio (FO), area do corpo luteo (CL) e a taxa de gestagdo das mesmas. Em éguas, a
ovulagéo fora da estagdo reprodutiva pode ocasionar regressao luteal precoce (RPCL),
reduzindo desempenho reprodutivo. Podem estar relacionadas a RPCL a ovulagédo de
foliculos menores e/ou a deficiéncia na secrecdo de esteroides pelo foliculo ovulatério
(FO). Embora utilizada na reproducdo de equinos em protocolos de superovulacao,
poucos trabalhos investigaram o efeito da eCG associado a indutores de ovulagdo (GnRH
ou LH) nas caracteristicas ovulatdrias, o que poderia ser interessante principalmente para
éguas fora da estacdo de reprodutiva. Nossa hipotese € que a sincronizacdo ovulatoria
com implante intravaginal de P4 associada ao eCG possa melhorar o tamanho do foliculo
ovulatério (proporcionando maior producdo de E2 pelo mesmo) e a qualidade do CL
posteriormente formado (relacionando-se a uma maior produgdo de P4 pelo mesmo).
Assim, este estudo tem por objetivo acompanhar o desenvolvimento folicular e avaliar o
momento da ovulacdo, caracteristicas do FO e do CL, bem como niveis séricos de P4 e
E2, comparando a eficacia de dois protocolos de sincronizacdo da ovulagdo a base de P4
intravaginal, associada ou ndo ao eCG, em éguas sincronizadas no periodo de transicao
estacional (ET) e durante a estacao reprodutiva (ER). Foram utilizadas 15 éguas entre 03
e 08 anos de idade, mesticas, em boas condi¢Bes corporais. Todos 0s animais foram
submetidos a0 mesmo protocolo hormonal a base de 1,9 g de P4 intravaginal (1,9 g;
CIDR®, Zoetis, S&o Paulo, Brasil), com 0 hCG (Gonadotrofina Coriénica Humana) como
indutor de ovulacdo (1.750 Ul; 0,7 ml; i.v.; Vetecor®, Hertape, Juatuba, Brasil) durante
0 periodo de transicdo estacional (primavera; periodo de irregularidade na ciclicidade) e
durante a estacdo reprodutiva (verdo; periodo de ciclicidade regular). Metade dos animais
receberam aplicacdo intramuscular de 400 Ul (2ml; i.m.; Novormon®, Zoetis, Sdo Paulo
Brasil) de eCG (grupo eCG) no momento da retirada do implante de P4 enquanto a outra
metade recebeu aplicacdo i.m. de 2 ml de solugéo salina (grupo controle). Os dados foram

comparados por analise de variancia (teste de tukey) considerando P<0,05. No presente



experimento foi observada a ovulacdo em 83% dos animais avaliados. Para taxa de
ovulacdo, foi observada diferenca estatistica entre as estagdes do ano (ET: 67% dos
animais e ER: 100% dos animais; P=0,0042) ndo sendo observada, porém, diferenca entre
0s grupos controle e eCG (Controle: 79% dos animais e eCG 87,5%). Houve interacdo
(P=0,0016) entre estacdo do ano e tratamento, para o diametro do foliculo ovulatério, de
modo que os animais que receberam eCG na ER (33,00 £ 2,53 mm) apresentaram menor
(P=0,0161) diametro folicular que os da ET (37,13 £ 1,76 mm) e menor (P=0,0193)
diametro folicular que os animais controle da ER (36,56 + 2,03 mm). Com relacéo ao
didametro do CL aferido aos 13 dias ap6s ovulacdo, seu diametro medio foi maior
(P=0,0516) nas eguas que receberam eCG na ET (26,60+4,44 mm) em comparacao as
éguas que receberam eCG na ER (22,99+2,26 mm). Adicionalmente, houve tendéncia
(P=0,0814) para maior CL de 13 dias de animais que receberam eCG na ET
(26,60+4,44mm) em comparagao aos animais que nao receberam eCG (Controle) dessa
mesma estacao (22,78+3,82mm). Foi observada ainda tendéncia estatistica para regressao
luteal mais tardia (P=0,0625) nos animais que receberam eCG e se encontravam na ET
(13,99+1,63 dias) em comparacao aos animais que receberam eCG e se encontravam na
ER (12,62+0,52 dias) Adicionalmente, foi observada tendéncia estatistica (P=0,0996)
para maior quantidade de P4 aos 13 dias ap0s a ovulacdo nos animais da ER (5,84 + 0,56
ng/mL) em compara¢do aos animais da ET (4,29 £ 0,63 ng/mL), sugerindo maior
manutencdo luteal nos animais durante o verdo. A aplicacdo de eCG no momento da
retirada do implante de progesterona atrasou 0 momento da regresséo luteal das éguas no
periodo de transicdo, porém, sua aplicacdo ndo se apresentou benéfica para as éguas da
estacdo reprodutiva.

Palavras-chave: égua, eCG, corpo luteo, fertilidade.



Abstract

Hormones aiming to induce and synchronize ovulations are usually used in mares
intended for artificial insemination, donation or embryo reception. In this sense,
progesterone (P4) by various routes of administration is useful for estrus synchronization.
In cattle, the administration of equine chorionic gonadotropin (eCG) in intravaginal P4
protocols has been recommended for action on the development of anestrous cow
follicles, improving ovulatory follicle area (FO), luteo body area (CL) and pregnancy rate.
In mares, out-of-season ovulation can lead to early luteal regression (LRPR), reducing
reproductive performance. RPCL may be related to ovulation of smaller follicles and/or
deficiency in steroid secretion by FO. Although used in equine breeding in superovulation
protocols, few studies have investigated the effect of ovulation inducers (GnRH or LH)
corrected eCG on ovulatory characteristics, which could be of interest especially to mares
outside that breeding season. Our hypothesis is that ovulatory synchronization with
intravaginal P4 implantation associated with eCG may improve ovulatory follicle size
(providing higher E2 production by it) and the quality of the subsequently formed CL
(relating to higher P4 production by it). Thus, this study aims to monitor follicular
development and evaluate ovulation time, FO and CL characteristics, as well as serum E2
and P4 levels, comparing the efficacy of two intravaginal P4-based ovulation
synchronization protocols associated or not to eCG, in mares synchronized during the
transitional season and during the breeding season. Fifteen mares between 03 and 08 years
of age, crossbred, in good body condition were used. All animals were submitted to the
same hormonal protocol based on 1.9g intravaginal P4 (1,9 g; CIDR®, Zoetis, Sdo Paulo,
Brasil) with an ovulation inducer (hCG; 1.750 Ul (0,7 ml) Gonadotrofina Cori6nica
Humana; i.v.; Vetecor®, Hertape, Juatuba, Brasil) during the reproductive season
(summer; period of regular cycling). Half of animals received intramuscular application
of 400 Ul (2ml; i.m.; Novormon®, Zoetis, Sdo Paulo Brasil) de eCG (eCG group) while
the other half received i.m. 2 ml of saline solution (control group). Data were compared
by analysis of variance (tukey test) considering P<0.05. In the presente experimente
ovulation was observed in 83% of the evalueted animals (ET: 67% of the animals e ER:
100% of the animals). For ovulation rate, a statistical difference was observed between
the seasons (P=0.0042), but no difference was observed between the control ande eCG
groups. (Controle: 79% dos animais e eCG 87,5%). There was still interection (P=0.0016)

between season and treatment for ovulatory follicle diameter. In relation to the animals



that received eCG in the RE (33,00 = 2,53 mm) they had smaller (P=0.0161) follicular
diameter than those of ET (37.13 £ 1,76 mm) and smaller (P=0,0193) follicular diameter
that the animals control the RE (36.56 + 2,03 mm). Suggesting that the application of Ecg
negatively affected the FO diameter in mares during RE. (26,60+4,44) Regarding the 13-
day CL, its mean diameter was larger (P=0.0516) in mares that received eCG in
RE(22,99+2,26). Addittionaly, there was a trend (P=0.0814) for a higher 13-day CL of
animals receving eCG in ET (26,60+4,44) compared to animals not receiving eCG
(control) from that same season(22,78+3,82).There was also a statistical tendency for
later luteal regression (P=0.0625) in animals receiving eCG and in ET compared to
animals receiving eCG in RE. In addition, a statistical tendency (P=0.0996) was observed
for a higher amount of P4 at 13 days after ovulation in RE animals (5.84+ 0.56 ng/ml)
compared to ET animals (4.29x+ 0.63 ng/ml), suggesting greater luteal maintenance in
animals during the summer. The application of eCG at the time of progesterone implant
withdrawal delayed the time of luteal regression of the mares in the transition period, but
its application was not beneficial to the mares of the reproductive season.

Key words: mares, eCG, Corpus luteum, fertility.
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1. Introducéo

A fémea equina apresenta inUmeros ciclos estrais durante um periodo reprodutivo
especifico. Esse periodo compreende determinadas épocas do ano, quando a atividade
reprodutiva € influenciada, principalmente, pelo fotoperiodo, por fatores nutricionais e
por fatores climéticos, caracterizando esta espécie como poliéstrica estacional (Samper,
2008).

A inducdo controlada da ovulacdo é um procedimento rotineiro em casos onde se
pretende reduzir o nimero de montas ou inseminacBes artificiais (IA), melhor
aproveitamento do garanh&o ou sémen, reducgdo de gastos, conservar a integridade da
égua e/ou ainda, evitar problemas reprodutivos para a mesma. Portanto, induzir e/ou
sincronizar as ovulacdes permite que se planeje e agende avaliacBes reprodutivas,
reduzindo méo-de-obra e tempo para obtencdo de sucesso na aplicacdo de biotécnicas
reprodutivas (Klug; Jochle; Melo et al., 2012).

Medicamentos que objetivam induzir e sincronizar as ovulagfes sdo usualmente
utilizados em éguas que se prestam a 1A, doacdo de embrides ou de odcitos. Neste sentido,
a progesterona (P4), por varias vias de administracdo, usada isoladamente ou seguida de
prostaglandina (PGF2a ou seus analogos) sdo uteis para a sincronizagao do estro (Greco,
2010). A utilizacdo de P4 permite ainda, iniciar mais precocemente a estagédo de monta,
reduzir o numero de servicos por ciclo reprodutivo e facilita a aplicabilidade de
biotécnicas reprodutivas (Schutzer, 2012)

Além da P4, outros horménios podem ser utilizados no intuito de melhorar a
fertilidade dos animais domésticos. Em bovinos, a administracdo de gonadotrofina
coridnica equina (eCG) nos protocolos de IATF, em vacas lactantes aciclicas tratadas com
P4 ou outros progestagenos, tem sido recomendada pela acdo de FSH e, principalmente
LH no desenvolvimento dos foliculos de vacas em anestro (Ereno et al., 2007; Campos et
al.,2013; Barreiros et al.,2014).

Neste sentido, Baruselli et al. (2004) encontraram maior taxa de gestacdo com uso
de eCG em vacas Nelore lactantes e aciclicas tratadas com implante de progesterona,
guando comparada com vacas de mesma categoria que ndo receberam o0 eCG. Em
ovelhas, quando aplicada no ambito de tratamentos progestagénios e/ou com PGF2a a
eCG gera uma melhora na resposta ovariana aumentando as taxas de fertilidade e
prolificidade, onde, aparentemente gera uma compensacao dos efeitos negativos que 0s

tratamentos progestagénicos longos realizam sobre a dinamica folicular (Dias, 2011).
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Como a fungéo luteal reflete diretamente nas taxas reprodutivas, 0s mecanismos
que estdo envolvidos na formagao, secre¢do e regressdo do corpo luteo (CL) sdo alvos de
estudos. Em éguas, a ovulacao fora da estacéo reprodutiva pode ocasionar o fenémeno da
regressao luteal precoce (RPCL), reduzindo o desempenho reprodutivo (Arbeiter et al.,
1994). Em revisdo realizada por Sa Filho e VVasconcelos (2008), foi abordada como outra
possivel causa da RPCL a deficiéncia na secrecdo de esteroides pelo foliculo pré-
ovulatorio de ruminantes.

As causas de RPCL em pequenos ruminantes ainda ndo estdo totalmente
compreendidas, porém é considerada como uma das principais razes de subfertilidade
nos mesmos, ocorrendo de forma natural em periodos transicionais de condi¢des de
anestro para a ciclicidade (Christensen et al., 2014). Na literatura alguns fatores séo
citados como possiveis causas da RPCL, sendo eles: A superestiulacdo, onde se observa
foliculos persistentes, causando elevadas concentracfes de E2 durante o inicio da fase
luteal (Okada et al., 2000); um inadequado suporte gonadotréfico no periodo de
desenvolvimento folicular ou do CL, assim como maior sensibilidade do mesmo a
substancias luteoliticas, ou a sua ineficiéncia em responder as gonadotrofinas (Braden et
al., 1989); além de ovulacdo de foliculo de menor diametro (Sa Filho e Vasconcelos,
2008). Os efeitos luteotrépicos do eCG sao citados em ovelhas reduzindo as perdas
embrionarias e elevando a taxa de fertilidade, principalmente em associa¢do ao hCG, com
o0 intuito de melhor aproveitar os efeitos FSH (do eCG), melhorando taxas ovulatérias e
LH (do hCG), possibilitando melhor sobrevivéncia embrionéria (Khan et al., 2003 e Dias,
2011).

Poucos sdo os relatos da literatura referentes a eficécia e efeitos da utilizacdo de
implantes intravaginais de P4 em equinos. Adicionalmente, a inclusdo de gonadotrofina
coridnica equina (eCG) nos protocolos hormonais a base de P4 em equinos, bem como
seus efeitos no tamanho do foliculo ovulatério, qualidade do CL formado e producéo de
hormdnios ainda ndo foram avaliados. Desta forma, surge a hipotese de que sincronizagdo
ovulatéria com implante intravaginal de progesterona associada ao eCG possa melhorar
o tamanho do foliculo ovulatério e a qualidade do CL posteriormente formado
(garantindo maior producdo de progesterona pelo mesmo) reduzindo, eventualmente, a
incidéncia de RPCL. A melhora dessas caracteristicas reprodutivas esta positivamente
relacionada com melhora do ambiente uterino e fertilidade de fémeas domésticas.

Assim sendo, o presente estudo teve por objetivo realizar o acompanhamento

folicular, assim como as caracteristicas do foliculo ovulatério e consequente CL formado,
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além darealizacdo de dosagens hormonais de E2 e P4 de éguas submetidas a um protocolo
de sincronizacdo da ovulagdo associado ou ndo ao eCG, em dois periodos distintos:
reprodutivo e de transigao.

2. Revisao de literatura

2.1. Eixo hipotalamo- hipofisario gonadal em equinos

Os organismos sao capazes de expressar respostas adaptadas de forma antecipada
a mudancas ambientais, sendo que o principal sinal de adaptacdo estacional é o
fotoperiodo. A informacéo do fotoperiodo em mamiferos, tém relacdo com a secrecdo do
horménio melatonina pela glandula pineal, tendo pico produtivo noturno. Este atua no
sistema neuroendocrino, gerando mudancas enddcrinas, anatdmicas e fisioldgicas que
geram consequéncias no comportamento, balanco energético e o no sistema reprodutivo
(Morgan & Hazlerigg, 2008).

A melatonina € um horménio produzido na glandula pineal, que influencia
negativamente os niveis de GnRH nos equinos, este fato € possivel através de uma
complexa rede de neurdnios que envolvem neurotransmissores e células alvo que estdo
localizadas no hipotalamo (Malpaux et al., 1996). Os estimulos que controlam sua
producdo, tem inicio no nervo éptico, na fase escura do dia. Sendo assim, a producdo de
melatonina ocorre concomitantemente com a reducdo na producdo das gonadotrofinas,
fato que ocorre no periodo final de verdo e inicio de outono, quando a luminosidade diaria
reduz gradativamente até o inverno. A reducdo da atividade folicular e auséncia de
ovulagdes sdo observadas. Posteriormente, 0 aumento nos niveis de GnRH, LH e FSH e
atividade ovariana sdo aumentadas quando o final do inverno e inicio da primavera se
aproximam, gerando um aumento no periodo de luminosidade (Bergfelt, 2009).

A inibicdo da sintese da melatonina, gera um estimulo positivo das atividades
hipotaldmicas. Sendo assim, a conversdo dos sinais neurologicos e estimulos externos e
internos em descargas hormonais € realizada pelo hipotadlamo. Um de seus produtos o
GnRH, é um composto peptidico com 10 aminoacidos, armazenado na eminéncia média
até o momento em que € visualizado uma despolarizagdo neuronal fazendo com que o
horménio seja capaz de entrar nos capilares fenestrados e chegue até a hipofise via vasos

do sistema porta (Hart et al., 1984).

19



Sabendo que o ciclo estral é regulado por mecanismos enddcrinos e
neuroenddcrinos, principalmente por hormonios hipotaldmicos, gonadotrofinas e
esteroides secretados pelo ovario, o0 GnRH se tornou bastante conhecido por sua
influéncia. Este além da sua secrecéo pelo hipotalamo, pelo sistema porta-hipotalamico-
hipofisario, estimula a liberagdo das gonadotrofinas FSH e LH, quem atuam sob os
ovarios para que haja estimulo de desenvolvimento folicular, ovulacdo e sintese dos
hormonios esteroides na fémea (Constanzo, 1999).

O hipotalamo se liga a hipofise, permitindo que quantidades minimas de
horménios exercam acOes diretamente nas células da hipofise anterior, antes de se
diluirem na circulagdo sistémica. Hormonios da hipdfise dos lobos anteriores e
posteriores sdo liberados dentro dos vasos sanguineos. Assim sendo, os hormonios
primarios da reproducao liberados do lobo anterior da hipdfise sdo horménios do foliculo-
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH) e a prolactina. E a ocitocina € liberada do
lobo posterior da hipdfise (Senger, 2003).

Os receptores de GNRH geram estimulos para as células enddcrinas da hipofise
anterior dando inicio a producdo das gonadotrofinas hipofisarias FSH e LH. Estes, por
sua vez, sao compostos glicoproteicos, que possuem o0 mesmo peso molecular e duas
subunidades diferenciais, chamadas de a ¢ p. A primeira sendo especifica para cada
espécie, sendo essencialmente igual em todos os horménios hipofisarios, ja a segunda,
proporciona a cada substancia sua funcéo bioldgica especifica (Mckinnon & Voss, 1993).

Das gonadotrofinas hipofisarias, depende o ciclo funcional do ovério, sendo assim
a remoc¢do da hipofise causa reducdo da fertilidade, gerando um estagio juvenil nos
ovarios (Mckinnon & Voss, 1993). Sob acdo do FSH, as células da granulosa se
multiplicam através de mitose, aumentando o nimero de camadas do ovdcito e quantidade
de fluido por ele produzido. J& o LH oferece estimulos as células da teca interna e
foliculos terciarios produzindo andrégenos, e quando o FSH estimula a ativacdo da
aromatase nas células da granulosa, possibilita entdo a transformacéo de andr6genos em
estradiol. Além deste fator, o FSH € citado como aumentando a vascularizacéo do foliculo
dominante, gerando a possibilidade de uma melhor nutri¢éo, sendo que outra funcéo € o
estimulo gerado para a formagdo do antro e a expressao de receptores de LH vistos nas
celulas da granulosa do foliculo dominante (Hafez, 2004). A secregéo das gonadotropinas
hipofisiarias entdo, é controlada pelo GnRH hipotalamico, seguindo a uma modulacao
feedback negativa por parte dos esterdides gonadais (P4 e E2). A secre¢do basal das

gonadotropinas acontece de forma pulsatil e um pico massivo de LH durante o estro, a
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interrompe. Esse pico de LH ¢é realizado por um pico de GnRH hipotalamico, causado
por um aumento na liberagcdo de 17 estradiol durante o proestro (feedback positivo)
(Gonzalez, 2002).

Ja a funcdo de reiniciar a meiose no foliculo dominante que se une a receptores de
membrana nas células da teca a granulosa para proporcionar a ovulacdo, fazendo o
controle e manutencdo do CL, é do LH. E relatado que ha um aumento de AMPc através
da enzima Adenil ciclase, que gera a conversdo do colesterol em pregnolona que participa
do processo de ovulagdo. Outro fator, é que o LH nas éguas tem uma maior concentragdo
de carboidratos, assim como de acido sialico, em comparacgdo a outras espécies (Ginther,
1992).

De acordo com Leitdo (2009) vérios fatores de crescimento produzidos pelas
células dos foliculos como a ativina, EGF (Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast
Growth Factor), TGF-o (Transforming Growth Factor-alfa), TGF-p (Transforming
Growth Factor-beta) e IGF-1 (Insulin-like Growth Factor), modulam a ag&o das
gonadotrofinas FSH e LH, controlando a foliculogénese, esteroidogénese e atresia
folicular.

Além destes horménios, os chamados gonadais tém sua origem nas gbnadas. Estes
afetam a funcéo do hipotadlamo, do lobo anterior da hipofise e os tecidos no processo
reprodutivo. Nas fémeas, o ovario produz estrégenos, progesterona, inibina, testosterona,
ocitocina e relaxina (Senger, 2003). Os esterdides gonadais controlam os caracteres
sexuais secundarios e também fazem feedback com o sistema nervoso, onde influenciam
0 comportamento sexual e modulam a secre¢do de GnRH e gonadotrofinas (Sisk &
Foster, 2004). A inibina por exemplo tém sua funcdo de diminuicdo da sintese e a
liberacdo de FSH. Gera um efeito na secre¢do do hormdnio foliculo estimulante que é
lento, porém a reducdo na sintese do mesmo sofre acdo rapida. Na literatura Donadeu &
Ginther (2002) relatam um aumento consideravel na concentragdo de inibina nos foliculos
maiores entre 16 e 19mm sendo indicativo a participagdo no desvio folicular e no
subsequente crescimento diferencial do foliculo dominante. Além dela o estradiol gera
um aumento da atividade da enzima aromatase nas células da granulosa, promovendo a
expressao de receptores de gonadotrofinas, aumentando a sensibilidade do foliculo ao LH
(Gurgel et al. 2008), dentre outros.

Ja em relacdo a maturacdo do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal, sé&o
considerados varios periodos na vida do animal: periodo fetal, periodo infantil, periodo

pré-pubere, puberdade e periodo pds-pubere. O eixo é ativado durante a vida do feto e no
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inicio da vida infantil, porém permanece em dorméncia durante a fase juvenil, sendo
reativado gradualmente no periodo pré-pubere em ovelhas, éguas, ratos e humanos
(Foster, 1981). Relatos em seres humanos sobre o periodo inativo da fase juvenil discutem
gue a mesma ocorre devido, ao feedback negativo que é dependente das gonadotrofinas,
que se encontram reduzidas em individuos recém-nascidos e pré-puberes. Pouco antes da
puberdade, a inibicdo intrinseca do SNC deixa de existir parcialmente devido a menor
sensibilidade ao feedback negativo da GnRH (Hall, 2003).

2.2 Ciclo Estral Equino

As éguas sdo animais poliéstricos sazonais cujos ciclos duram em média 22 dias.
O ciclo estral equino pode ser observado relatando duas fases importantes: o estro e o
diestro (Sharp, 1980). Na fase estral € observada uma receptividade ao garanhdo, fato que
se deve ao estrdgeno circulante (Clayton et al., 1981), 0 mesmo é secretado pelas células
da granulosa presentes no foliculo. A ovulacdo marca o final da fase estrogénica, que tem
sua duracdo em média sete dias, podendo durar de dois a 14 dias. O esclarecimento a
respeito dos mecanismos que envolvem o desenvolvimento folicular, assim como o0s
fatores que levam a selecdo do foliculo dominante sdo necessarios para que haja a
manipulagdo do ciclo estral, gerando a possibilidade da aplicacdo das biotecnologias
reprodutivas. O conjunto de fendmenos foliculares, que obedecem a sequéncia de:
recrutamento, selecdo, dominancia e ovulac¢do ou atresia ¢ denominado ‘onda folicular’
(Chinait et al.,2008), onde na égua existem dois padrdes tipicos para este evento. A
primeira denominada de onda folicular maior, caracterizada por foliculos dominantes e
subordinados e a segunda onda folicular menor, onde ndo se pode atingir o tamanho de
um foliculo dominante pelo maior foliculo existente (Ginther, 2000). As ondas maiores
sdo ainda divididas em: ondas primarias, onde o foliculo dominante se desenvolve e tém
sua ovulacdo possibilitada durante a fase estral e as ondas secundarias, onde o foliculo
dominante ndo chega a ovulacédo, ou tém sua ovulacao posterior a onda primaria e o estro,
sendo relatada na literatura como ovulagéo de diestro (Ginther, 2000). Segundo Ginther
et al. (2003) foi relatado que os maiores foliculos das ondas menores alcangam um
didametro caracteristico ao desvio folicular, cerca de 22,8 mm, porém posteriormente,
param de crescer. J& em relacdo as concentragdes de LH, no inicio do desvio estas foram
maiores N0 momento correspondente as ondas maiores, do que no mesmo periodo das

ondas menores, sendo assim, é possivel concluir que o foliculo dominante originado,
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necessita de um estimulo adicional do LH na fase inicial do desvio folicular, além de que,
é possivel que o LH forneca o estimulo para que haja a conversao de uma onda menor em
uma onda folicular maior (Ginther et al.,2003)

A seguinte fase ou fase luteal também conhecida como diestro, possui um periodo
mais definido de 15 dias em média. Sendo caracteristica a presenca de um corpo luteo
(Mccue, 2003). O ovocito é entdo liberado e é produzido a P4. Em suma, a duragdo média
do estro, diestro e do ciclo estral € de respectivamente 7, 15 e 22 dias nas éguas (Ginther,
1992). O CL ¢é uma glandula endocrina transitoria, que tem responsabilidade
principalmente pela sintese de P4, necessaria para a manutencdo da prenhez em
mamiferos (Niswender et al., 2000).

Em éguas a luteogénese requer um surgimento macico de vasos sanguineos
durante os primeiros trés dias apos a ovulagéo, por outro lado, a regressao do CL é seguida
de uma degradacdo progressiva de sua vasculatura entre os dias 13 e 16 do ciclo estral
(Ginther.,1992). Diferentemente das outras espécies, nas éguas o CL se encontra
totalmente no estroma ovariano, onde se localiza a fossa de ovulagéo, tendo em conta que
sua morfologia pode ser descrita como normal ou cavitaria, fator que néo interfere na
producdo de P4, além destes fatores é citado como um érgdo altamente vascularizado,
que demanda a maior taxa de fluxo sanguineo no corpo das fémeas (Redmer; Reynolds,
1996). Em relacdo a sua formacdao, apds a ruptura folicular, é observada a degradacéo da
membrana basal, sendo um fator importante envolvido na angiogénese luteal. Apos este
processo inicial, ocorre a invasdo das células vascularizadas da teca nas ceélulas
avasculares da granulosa, a migracéo de células imunes, como por exemplo neutrofilos,
eosindfilos e macrofagos, as células endoteliais se proliferam, assim como peridcitos,
fibroblastos e formacao dos brotos vasculares do CL derivados de vasos ja existentes das
células foliculares da teca (Mongiat et al., 2016). Alguns fatores angiogénicos regulam a
angiogénese luteal. Destes, os fatores prd-angiogénicos produzidos pelo CL sdo
destacados, dentre eles: fator de crescimento endotelial A (VEGFA), fator de crescimento
de fibroblastos 2 (FGF2), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
angiopoietina 1 (Angl) (Muller; Ellenberger; Schoon, 2009). Apo6s a ovulagdo é
observada a formagdo de uma estrutura repleta de sangue, transudato, células do sistema
imune e linfa que possibilita a formagcdo de um coagulo, sendo denominada corpo
hemorragico, este por sua vez tem sua importancia relatada na migracdo de células
endoteliais, estabelecendo entdo a angiogénese luteal (Furukawa et al., 2007). Nos

equinos, a vascularizacdo e luteinizagdo do CL, entdo completas entre 3 a 5 dias
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posteriores a ovulacdo, onde, a medida que o CL amadurece, € visualizado um aumento
no didmetro das células luteais, nucleos vesiculados além de vaclolos finos no
citoplasma, sendo relacionados com uma maior proliferacdo celular, além de maior
producdo de P4 (Bergfetl; Adams, 2011).

E observado o término da fase luteal quando ha uma regressdo do corpo luteo,
ou lutedlise, que tem seu inicio através da liberacdo de prostaglandina pelo endométrio
equino, a qual é carreada até o ovario mediante a circulacéo sisttémica (Ginther e First,
1971). O prolongamento da fase luteal ou bloqueio da luteolise ocorre pela presenca de
um concepto, através de sua migragdo pelo Utero da égua, denominado reconhecimento
materno da gestacdo (Allen, 2005). Em relacdo a lutedlise ou também denominada
regressdo do CL, esta ocorre em duas etapas, onde a primeira é definida como lutedlise
funcional, sendo relatada a queda na producao de P4, até que a mesma se encontre menor
que 1ng/ml. Ja a seguinte fase a lutedlise estrutural, ocorre a apoptose das células do CL,
reducdo de tamanho e peso luteais e a substituicdo de tecidos, de vascular para tecido
conjuntivo e fibras de coladgeno (Stocco; Telleria; Gibori, 2007). Em experimento
realizado por Ginther e colaboradores (2011), foi relatado com base em coletas
sanguineas realizadas a cada hora, de concentracdes plasmaticas de P4, que o periodo
luteolitico nas éguas € de aproximadamente 23 horas, assim sendo pode-se considerar a
lutedlise de duas formas: fisioldgica ou induzida.

As prostaglandinas sdo derivadas de acidos graxos oxigenados e insaturados que
apresentam 20 atomos de carbono. Na literatura, o CL de equinos é citado como tendo
maior sensibilidade que o bovino, sendo explicada devido a taxa de metabolizagdo do
mesmo ser 5x mais lenta e a meia vida e tempo de distribuicdo serem 3x maiores em
equinos (Shrestha et al., 2012). As prostaglandinas exercem sua funcéo de acordo com o
tipo de receptor que se ligam, estes, presentes nas células luteas grandes e pequenas, além
de células endoteliais, realizam uma série de alteracdes que levam a lutedlise, sendo 0s
equinos responsiveis no 3° e 4° dia apds a ovulacdo (Meidan et al., 2017). Acredita-se
entdo que o agente luteolitico regule o fluxo sanguineo, diminua a oferta de nutrientes,
oxigénio e substrato para que seja produzida a P4, além de reduzir a esteroidogénese das

células luteas, sendo desencadeada entdo, a cadeia luteolitica (Niswender et al., 2000).

2.3. Formagdo dos célices endometriais
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A producdo de P4 e realizada inicialmente pelo corpo lateo primario, atingindo
concentragOes plasmaticas de 6 a 10 ng/mL no dia 5 apds a ovulacdo e continuam, na
égua prenhe, a crescer até os 35 a 40 dias de gestacdo, quando a eCG comega a ser
produzida pelos calices endometriais (Allen et al., 2002).

Com aproximadamente 70 dias de gestacdo, ha formacao dos calices endometriais,
que s@o pequenas protuberéancias de tecido altamente compacto, semelhantes a um anel,
presentes na por¢do caudal do corno gravidico, resultantes da invasdo de células
trofoblasticas para dentro do endométrio (Ginther, 1992).

Uma sub-populacédo de células trofoblasticas altamente invasivas se diferenciam
entre os dias 25 e 36 de gestacdo para formar uma faixa avascular composta por um tecido
denominado cinta coridnica que circunda o concepto esférico na regido entre o alantoide
em formacdo e o saco vitelinico em regressdo (Ginther, 1992). Ao contrario das demais
células ndo invasivas do trofoblasto equino, as células da cinta coridnica comecam a se
fixar e invadir o epitélio uterino ao redor dos 35 dias de gestacdo (Allen et al., 2002).

As células das cintas cori6nicas se diferenciam em células secretorias binucleadas
durante a formacdo dos calices endometriais, e secretam eCG durante aproximadamente
os dias 33 a 120 da gestacdo. A sua concentracdo permanece alta até 90 dias e apds esse
periodo declina sendo aos 150 dias ausente. O pico de secrecdo de eCG ocorre ao redor
dos 55 a 70 dias de gestacdo e corresponde ao periodo de tamanho méximo dos célices
endometriais (Allen, 2002).

A eCG pertence a familia dos hormdnios glicoproteicos, com alto peso molecular
e sua funcéo ainda nédo é totalmente compreendida, sendo bastante complexa. Além desta,
0 LH e o FSH hipofisarios, bem como a hCG, pertencem a mesma familia de horménios,
as quais sdo bastante utilizadas na medicina humana e veterinaria mimetizando os
mecanismos endocrinos que regulam os ciclos reprodutivos (Allen,2001). A placenta da
égua e da mulher sintetizam gonadotropinas com caracteristicas similares as
gonadotropinas hipofisarias. Estes horménios por sua vez, sendo eles hCG e eCG, atuam
sobre as células gonadais da fémea gestante estimulando a biossintese dos horménios
esteroidais. Porém as cadeias oo de hCG e eCG sdo maiores quando comparadas com as
gonadotropinas hipofisarias, além de possuirem maior numero de carboidratos, o que
influencia na meia vida mais prolongada (Gonzalez,2002).

Sendo assim, é relatado na literatura que o eCG no sangue materno aparece pela
primeira vez em torno de 37 a 40 dias posteriores a ovulagdo, sendo que suas

concentragfes aumentam acentuadamente em torno de 55-70 dias (40-250 iu/ml), até que
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seja completamente desaparecida do soro sanguineo em torno de 100-140 dias. Este
declinio do eCG sérico ocorre de forma paralela a degeneracdo e eventual morte dos
calices endometriais do endométrio (Wooding et al. 2001).

Alguns fatores na literatura sdo demostrados como influenciando as concentracdes
de eCG no sague materno entre os dias 40 e 100 de gestacao, sendo eles: o tamanho da
égua (Allen et al. 2002); fatores intrinsecos da égua (Martinuk et al. 1990); influéncias da
paternidade do concepto (Manning et al. 1987); genotipo e género fetal, gestaces
gemelares, além do ambiente uterino (Allen et al. 1993). A quantidade de eCG no sangue
materno entdo, € a principal funcdo da quantidade de tecido de célices endometriais
presentes no Utero, que por sua vez, sdo regidos pela largura e desenvolvimento geral da
cinta coridnica progenitora e seu contato com o endométrio. O efeito das diferengas de
largura da cinta na producdo de eCG pode ser ilustrada por acasalamentos interespécies.
Por exemplo, o cinturdo que se desenvolve em éguas (Equus caballus) €
consideravelmente mais amplo do que em mulas (Equus asinus), resultando em célices
endometriais maiores e consequente niveis mais altos de eCG (Allen, 1969).

O desenvolvimento da cinta coridnica invasiva entre os dias 25 e 35 da gestacao
é estimulado principalmente pela secrecdo do fator de crescimento mitogénico, fator de
crescimento de hepatocitos, outros fatores como fator de crescimento epidérmico, fator
de crescimento endotelial vascular e fator de crescimento transformador bl. Estes séo
secretados por componentes do endométrio na época do desenvolvimento e invasdo dos
calices endometriais (Allen et al. 2007). Porém os estimulos precisos para proliferacao,
diferenciacéo, adquirir fendtipo invasivo e a capacidade de sintetizar e secretar eCG
permanecem pouco evidenciados (Wilsher & Allen., 2011).

Nos dias 80 a 90 da gestacdo, ocorre uma intensa resposta leucocitaria materna
associada a regressdo dos tecidos dos calices. Consideravel numero de leucdcitos
maternos, linfocitos, plasma celular e eosinofilos aparecem acumulados na base dos
calices endometriais, formando uma barreira imunoldgica entre os tecidos materno e fetal.
Comiisto, os célices sdo degenerados e destruidos, reestabelecendo a passagem dos ductos

obstruidos das glandulas endometriais (Allen, 2002).

2.4 Caracteristicas Farmacodinamicas da eCG
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A eCG possui uma meia vida de até 48 h (Murphy e Martinuk, 1991), sendo um
farmaco produzido nos célices endometriais das éguas em periodo gestacional,
compreendendo dos dias aproximados 40 e 130 dias de gestacéo.

O mesmo tem uma caracteristica individual sendo a Unica gonadotrofina com a
capacidade de se ligar tanto aos receptores de FSH como aos de LH, ou seja, tem uma
atividade tanto de foliculo estimulante quanto luteinizante. Este fato possibilita quando
ligada aos receptores foliculares de FSH e LH, o crescimento, maturacdo folicular e
ovulagdo (Murphy e Martinuk, 1991).

E observada em sua composi¢io duas subunidades (o - composta por 96
aminoacidos; e § - composta por 149 aminoacidos). Tem como caracteristica a existéncia
de aproximadamente 45% de sua massa, em quantidade de carboidratos onde a N-acetil-
neuramina (ou acido sialico) se destaca, sendo presente na subunidade B da molécula de
eCG, fato este que lIhe garante uma longa meia-vida (Murphy e Martinuk, 1991).

Um fator relatado na literatura sobre o eCG, segundo Flores-Flores e
colaboradores (2014) foi o observado em éguas prenhes, onde concentracdes de eCG
em matrizes que obtiveram prenhezes por garanhGes foram dez vezes mais altas do que
em éguas que foram emprenhadas por jumentos. Em relacdo a lutedlise quando
submetidos ao cloprostenol (0,25 mg), a mesma foi completa em prenhezes por
jumentos em 30 horas apds a primeira aplicacédo, e por garanhGes foram necessarias 96
horas (o tratamento foi repetido 48, 72 e 96 horas ap6s a primeira aplicacdo) e 3
aplicacdes do mesmo. Com isto, as altas concentracdes de eCG sdo citadas como
agente protetor aos corpos luteos da gestacdo contra os efeitos luteoliticos da PGF2a.
Este é um fato importante de ser ressaltado quando comparado ao experimento em
questdo, onde no periodo de transicdo as éguas controle obtiveram a regressdo luteal
mais precoce (11,60 £ 1,52), sugerindo a possibilidades de que o eCG possa ter
protegido o CL contra a liberacdo enddgena de PGF2a.

Ainda, devido ao alto peso molecular e a presenca de acido sialico, a molécula de
eCG é carregada negativamente, o que dificulta a sua filtracdo glomerular e aumenta
ainda mais sua meia-vida (Baruselli et al., 2008). Receptores de LH do CL, podem sofrer
ligagbes pelo eCG, promovendo um aumento das células luteais grandes, que séo
responsaveis por cerca de 80% da sintese de P4, conferindo-lhe maior volume e maior
capacidade de producéo progesteronica (Souza et al., 2009), sendo relatada seu uso, como
um aporte para melhora das concentracdes plasmaticas de P4 em ciclos estrais

subsequentes (Baruselli et al., 2000).
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Cada subunidade protéica das gonadotropinas é composta de duas cadeias de
oligossacarideos unidos por ligagdes N-glicosidicas. As unidades monossacaridicas mais
comuns sdo: manose, glicosamina, fucose e acido sialico. Este, tem responsabilidade
sobre a meia-vida do hormonio, sendo que antes da degradacdo hormonal, deve ocorrer a
remocao dos residuos de acido sialico. Assim, quanto maior é a proporcao de acido sialico
na molecula, maior € a meia-vida do horménio (Gonzélez, 2002).

Em relagdo ao seu metabolismo, 0 eCG foi primeiro investigado por Catchpole e
colaboradores (1935), onde foi relatado uma meia vida de 24 horas do hormonio quando
injetado em camundongos. O mesmo teve seu prolongamento para trés dias quando foi
injetada em um cavalo macho castrado. Muitos anos depois, 0 mesmo grupo de pesquisa,
Cole e colaboradores (1967) relatou uma meia vida entre 6 e 6,5 dias em duas éguas
poneis histerectomizadas em torno de 60 dias de gestacdo, com o intuito te remover a
fonte de suprimento. Posteriormente, foi relatado por Aggarwal & Papkoff (1981), em
modelo proposto com camundongos, que 0 eCG, desaparecia da circulacdo de maneira
bifasica, com o plasma, figado e rins, onde todos desempenhavam um papel na
desativacdo e metabolismo do horménio. Wilsher & Allen (2011), sugerem que Varios
outros fatores estdo envolvidos com a determinacdo da liberacdo de eCG no sangue

materno, incluindo a vida atil prolongada dos calices endometriais em alguns animais.

2.5 Controle da sazonalidade reprodutiva: Progesterona

A utilizacdo de dispositivos intravaginais de P4 nos periodos de anestro e transi¢do
em éguas, tem como principal finalidade a antecipacdo da ciclicidade, fato este que
iniciaria mais precocemente o periodo reprodutivo destes animais (Oliveira et al., 2012).
O protocolo se justifica em equinos, ja que a P4 ndo inibe completamente a
foliculogénese, fazendo com que ovulacdo antecipada seja possivel (Newcombe et al.,
2002). A atuacdo da P4 esta relacionada com a inibicdo do pico pré-ovulatério do LH,
sendo observado seu acimulo na hipdfise, favorecendo a ovulacao dos foliculos que estédo
em crescimento, além deste fato, a retirada do implante intravaginal gera uma queda
abrupta hormonal, onde seus niveis plasmaticos atingem um valor aproximado de 1ng/ml,
sendo observado um comportamento de estro (Staempfli et al., 2011). Mesmo que na
literatura a foto-estimulacdo seja eficiente para realizacdo da antecipacdo ovulatoria,
ainda ndo sendo um método hormonal, quando este € acrescentado a hormonioterapia no

final do regime que o animal esteve sob estimulo de luminosidade, ocorre a antecipacao
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da primeira ovulacdo, gerando um aumento na eficicia do programa de luz (Schutzer,
2012). Porém para que seja eficaz o tratamento a base de P4, é necessario compreender o
periodo da fase de transicdo além do status de crescimento folicular, onde quanto mais
avancado o periodo de transi¢do, maiores sdo as chances de ovulacfes apds o tratamento.

A P4 se torna ineficiente para inducdo de estro quando utilizada no inicio do
periodo de anestro, onde os ovarios tem suas caracteristicas de diminuicdo de tamanho e
inatividade funcional (Leblanc, 2005). Em relacdo aos implantes intravaginais de P4 na
literatura, Arbeiter et al. (1994) obtiveram sucesso demonstrando o uso do implante
intravaginal de progesterona (CIDR-B®; 1,9 g de Progesterona) em éguas em anestro
durante a fase de transicdo e durante a estacdo de monta. Além disso, administracdo da
deslorelina (analogo sintético de GnRH) como indutor da ovulacéo foi avaliado, apés a
retirada do CIDR-B®, quanto aos seus efeitos para assegurar e/ou acelerar ovulacGes para
tornar os resultados do tratamento mais previsivel. Com a aplicacdo do CIDR-B®, 0s
niveis de progesterona plasmaética se elevaram, caindo drasticamente apds sua remocao
no D10 e D12. O tratamento com progesterona mostrou resultado em 93% das éguas
tendo sua atividade ovariana diminuida significativamente. Apos a retirada do implante,
as ovulacdes ocorreram entre 24 e 52 horas. Adicionalmente, Klug (2001) e Cuervo-
Arango (2010) demonstraram que a progesterona liberada a partir de um dispositivo
intravaginal, suprimia e, ap0s sua retirada, sincronizava o estro, acompanhada ou néo de
aplicacdo de estradiol (10 mg).

Em relacdo a sua classificacdo a P4 ¢ um hormdnio sexual esterdide que tém
funcdo juntamente com o E2 de sincronizacdo funcional do sistema reprodutor feminino,
possibilitando a ocorréncia da fertilizacdo e consequente desenvolvimento embrionario.
(Ulbrich et al., 2003). Os hormonios esterdides possuem uma estrutura similar e sdo
derivados do colesterol, estes sdo produzidos pelas glandulas adrenais e ovarios através
da endocitose de lipoproteinas, clivadas nos lisossomos. O colesterol livre passa por
esterificacdo e em forma de goticulas é estocado ou pode também sofrer uma conversdo
para o esteroide apropriado. Sendo lipossoliveis a membrana celular é ultrapassada por
difusdo, ndo havendo hormdnios estocados no interior das células por este motivo
(Niswender, 1993). Os tecidos que geram respostas aos horménios esterdides possuem
um receptor de proteinas intracelular, que se liga ao hormdnio ativo. Ja dentro da célula
0 esteroide se encontra no citoplasma ligado a uma proteina. O complexo de ligagédo
formado acaba por penetrar no nicleo gerando respostas fisiolégicas proprias daquela
célula (Hafez, 1995).
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Segundo Press e colaboradores (1988) os eventos bioldgicos evolvidos no
mecanismo de agdo dos hormonios sdo regulados pela interacdo hormonio-receptor, onde
os efeitos hormonais estdo envolvidos pela concentragdo hormonal, concentracdo de
receptores no tecido alvo e afinidade receptor-horménio. Neste sentido o receptor de P4
€ uma proteina que se localiza dentro da célula, sendo que sua sintese sofre influéncia da
acdo do E2 nas células alvo. Através de difusdo passiva ou facilitada o E2 é englobado
pela célula e liga-se a seu receptor. Este complexo sofre interacdo com a cromatina
nuclear e geram uma producao de um grupo de RNAm que irdo codificar os receptores
de P4 (Press et al., 1988). Xiao & Goff (1993) relataram que no Utero 0 ndmero de
receptores de P4 é mais alto no estroma que nas células epiteliais, além de que o estradiol
retroalimenta seus receptores préprios e que a P4 inibe a ativacdo do estradiol sob 0s
receptores progesterdnicos no estroma e epitélio. Em relacéo a cérvix, foi encontrada uma

concentracdo de receptores para P4 bem mais baixa do que no utero (Re et al.,1995).

3. Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo geral acompanhar o desenvolvimento
folicular e avaliar o momento da ovulacdo, caracteristicas do foliculo ovulatério (FO) e
do corpo lateo (CL), bem como niveis plasmaticos de hormonios esteroides (estrogeno e
progesterona), comparando a eficacia de dois protocolos de sincronizacdo da ovulacéo,
ambos a base de progesterona (P4) intravaginal (1,9g), associada ou ndo ao eCG,
utilizando hCG como indutor de ovulacdo, em éguas sincronizadas no periodo de
transicdo estacional e durante a estacdo reprodutiva. Portanto, o presente estudo foi

realizado com os seguintes objetivos especificos:

1) Avaliar a taxa de crescimento folicular antes e apds a remocdao do implante intravaginal
de progesterona em 15 éguas sincronizadas durante periodo de transi¢cdo e das mesmas
15 éguas sincronizadas durante estacdo reprodutiva, utilizando hCG como indutor da
ovulagéo, associado ou néo ao eCG;

2) Avaliar a taxa de ovulagdo, momento da ovulagdo, tamanho do foliculo ovulatorio e
eficdcia na inducdo da owvulagdo, ap6s a remocdo do implante intravaginal de

progesterona, bem como tamanho e qualidade do corpo Iuteo formado aos 9 e 13 dias
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apos a ovulagdo, em 15 éguas sincronizadas durante periodo de transicdo e das mesmas
15 éguas sincronizadas durante estacdo reprodutiva, utilizando hCG como indutor da
ovulagéo, associado ou néo ao eCG;

3) Avaliar o nivel de progesterona plasmatico no momento do inicio do protocolo, durante
e no fim da realizacdo do protocolo hormonal, no momento da inducéo da ovulagéo, e aos
9 e 13 dias ap6s ovulacdo, em 15 éguas sincronizadas durante periodo de transicao e das
mesmas 15 éguas sincronizadas durante estacdo reprodutiva, utilizando hCG como

indutor da ovulacéo, associado ou ndo ao eCG;

4) Avaliar o nivel de estrégeno plasmaticos ao fim do protocolo hormonal e no momento
da inducdo da ovulacdo, em 15 éguas sincronizadas durante periodo de transicao e das
mesmas 15 éguas sincronizadas durante estacdo reprodutiva, utilizando hCG como

indutor da ovulagéo, associado ou ndo ao eCG;

4. Material e Métodos

4.1. Animais

O presente experimento foi realizado utilizando 15 éguas entre 04 e 08 anos de
idade, de raca mestica, em boas condigdes corporais (protocolo CEUA UFMG 57/2018 e
protocolo CEUA PUC Minas 017/2018; anexos 1 e 2) na fazenda experimental da
universidade pontificia catdlica de Minas Gerais. O protocolo de sincronizacdo foi
realizado duas vezes em cada animal (uma vez durante o periodo de transicéo estacional
e uma vez durante estacdo reprodutiva). Portanto, as éguas foram sincronizadas durante
a primavera (periodo de transicdo- setembro 2018) e as mesmas éguas durante o verdo

(estacdo reprodutiva- janeiro 2019).
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Figura 01: Animais utilizados em ambas as fases experimentais.

4.2. Desenho do estudo

Todas as éguas (n = 15) receberam o mesmo protocolo hormonal a base de
implante intravaginal de P4 para sincronizacdo do estro, sendo utilizado o hCG como
indutor da ovulacdo. Dentre esses animais, em 8 éguas a eCG foi administrada no
momento da remoc¢do do implante de P4 (grupo tratamento-eCG) e em 7 éguas foi
aplicada apenas solucéo salina no momento da retirada do implante (grupo Controle).

O protocolo estabelecido para sincronizacdo da ovulacdo consistiu na
administracdo de benzoato de estradiol (EB), PGF2a e aplica¢do do implante intravaginal
de P4, no primeiro dia do protocolo, determinando o dia 0 (D0) do mesmo. O implante
de P4 permaneceu por 10 dias. Em todas as éguas, no dia 10 (D10), foi realizado a
remoc¢édo do implante de progesterona e aplicagdo de PGF2a. Nas éguas do Grupo eCG
foi ainda administrado 400 Ul (2ml) de eCG no D10 e nas éguas do grupo controle este
procedimento ndo foi realizado.

Durante o periodo de presenca do implante de P4 (DO a D10) foi realizado a
avaliacdo ovariana por ultrassonografia, diariamente (uma vez por dia, sempre no mesmo
horério), para acompanhamento do diametro folicular de cada égua.

Apos a remocédo do implante (D11 em diante) a avaliagdo ovariana por ultrassonografia

passou a ser realizada duas vezes por dia. Ao surgimento de um foliculo com > 35 mm, a

32



ovulacgéo foi induzida com hCG e o monitoramento folicular continuou por até 15 dias
apos a ovulacgdo, para monitoramento do CL.

Foi realizado colheita de sangue de cada animal no dia do inicio do protocolo
(D0), no quinto dia da presenca do implante (D5) e no dia da remocao do implante de
progesterona (D10 ; antes da retirada do dispositivo), no dia da inducéo da ovulagéo (dia
em que o foliculo dominante atingiu > 35mm de didmetro) e aos nove e treze dias apds a
ovulacdo, onde foram realizadas as dosagens de estrdgeno e progesterona por
quimioluminescéncia.

Um esquema do delineamento experimental do presente trabalho se encontra na

figura 2.
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Figura 2. Desenho do estudo

Esse experimento foi realizado em duas etapas, sendo o protocolo realizado em
15 éguas durante a transicao estacional de primavera (7 éguas do grupo Controle e 8 éguas
do grupo tratamento/eCG) e nas mesmas 15 éguas durante o verdo (7 éguas do grupo
Controle e 8 éguas do grupo tratamento/eCG). Portanto, ao final do experimento
obtivemos 4 grupos experimentais: 1) Grupo Controle verdo (n = 7); 2) Grupo eCG veréo

(n =8); 3) Grupo Controle inverno (n =7); 4) Grupo eCG inverno (n=8)

4.3 Protocolo hormonal e doses utilizadas
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O protocolo estabelecido para sincronizacdo da ovulagdo consistiu na
administracdo de benzoato de estradiol (4mg;4ml, i.m.; Gonadiol®, Coopers, S&o Paulo,
Brasil) e aplicacdo do implante intravaginal de progesterona (1,9 g; CIDR®, Zoetis, Sdo
Paulo, Brasil), no primeiro dia do protocolo, determinando o dia 0 (D0). Adicionalmente,
no dia 0 (DO), foi realizada a administracéo de prostaglandina (5 pg; 1ml de dinoprost
I.m.; Lutalyse Zoetis, S&o Paulo, Brasil).

No dia 10 (D10), foi realizada a remocdo do implante de progesterona e uma
segunda dose de prostaglandina foi administrada (5 pg;1ml de dinoprost i.m.; Lutalyse;
Zoetis, S&o Paulo, Brasil). Nas éguas do grupo eCG foram ainda realizadas a
administracdo de gonadotrofina coridnica equina (eCG; 400 Ul; 2ml, i.m.; Novormon®,
Zoetis, Sao Paulo Brasil).

Ao surgimento de um foliculo com > 35 mm, a ovulagdo foi induzida com
Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG,1.750 Ul; 0,7 ml intravenosa (i.v).; Vetecor®,
Hertape, Juatuba, Brasil) em todas as éguas.

Figura 03: Materiais utilizados para realizagdo dos protocolos hormonais.

4.4 Acompanhamento ultrassonogréafico do desenvolvimento folicular

Como anteriormente relatado, durante o periodo de presenca do implante de

progesterona (do DO a D10) foi realizada avaliacdo ovariana por ultrassonografia (Aloka
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Ssd-500) diariamente (uma vez por dia, sempre no mesmo horario, pela manhd), para
acompanhamento do didmetro folicular de cada égua.

Ap0s a remocgdo do implante (a partir do D11), a aferi¢do do maior foliculo foi
realizada duas vezes ao dia (no mesmo horario das demais aferi¢des, pela manhg, e
também no final da tarde).

Durante as avaliagdes, o diametro do maior foliculo foi determinado considerando
a média da maxima 4rea transversal da altura e da largura de uma imagem “congelada”
obtida pela ultrassonografia.

Uma vez que um foliculo > 35 mm foi detectado, a ovulacdo foi induzida (com
hCG), sendo considerado como Hora 0 (h0) o momento da inducdo da ovulacao,
considerado Hora 12 (h12), o momento de 12 horas apds, e assim por diante.

A ovulacdo foi detectada pela inexisténcia do maior foliculo ovariano (foliculo
pré-ovulatorio) anteriormente detectado no exame ultrassonografico anterior.

As taxas de crescimento folicular foram determinadas pela somatéria das
diferencas do didmetro folicular em dias consecutivos e dividido pelo numero de
intervalos envolvidos.

A ovulacéo foi detectada pelo desaparecimento do foliculo pré-ovulatério e pela
presenca de um corpo lateo (CL) recente caracterizado na imagem feita pelo exame
ultrassonografico, corroborando com as descri¢fes de Ginther (1990).

A mensuracdo do CL até os 15 dias ap6s a ovulacao seguiu 0 mesmo procedimento
descrito para o foliculo dominante. Ou seja, o didametro do CL foi determinado
considerando a média da maxima &rea transversal da altura e da largura de uma imagem

“congelada” obtida pela ultrassonografia.
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Figura 04: Acompanhamento folicular diério.

45 Coleta de sangue para dosagem de estrogeno e progesterona por

Quimioluminescéncia

Foram realizadas colheitas de sangue (10 mL) da veia jugular de cada animal no
dia do inicio do protocolo (D0), no quinto dia do protocolo hormonal (D5), no dia da
remocao do implante de progesterona (D10; antes da retirada do dispositivo), no dia da
inducdo da ovulacdo (dia da deteccdo de um foliculo > 35mm de didmetro) e aos nove e
treze dias ap0ds a ovulacdo (dias em que o CL estara formado), para posterior realizacao
das dosagens de estrogeno e progesterona por quimioluminescéncia.

As amostras de sangue foram obtidas utilizando-se tubos siliconizados (tampa
vermelha) e agulha de 25mm x 8mm (sistema Vacutainer®) utilizando-se kits comerciais
pelo método de quimioluminescéncia. Para dosagem hormonal, o plasma foi obtido a
partir da centrifugacdo do sangue (900xg por 15 min) e submetido ao congelamento (-
20°C) até o momento da realizacdo das dosagens hormonais de estrégeno e progesterona

por quimioluminescéncia.
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Figura 05: Amostras obtidas realizacdo das dosagens hormonais.

4.6. Analise estatistica

As variaveis avaliadas foram representadas em termos de médias e erro-padrao.
Para estudo do efeito da utilizagdo do eCG, estacdo e da interacdo entre os dois fatores
foi proposto um modelo linear misto considerando o efeito de animal como aleatorio. Foi
realizada analise de variancia e teste F. Em caso de interagdo significativa as combina¢tes
entre utilizacdo ou ndo de eCG e estagdo foram comparadas por meio do teste de
Tukey. Transformacdo logaritmica foi realizada para a anélise das variaveis que ndo
apresentaram distribuicdo normal ou homocedasticidade dos residuos e 0s mesmos testes
anteriores aplicados. O nivel de significancia considerado em todas as anélises foi de 5%.

As avaliagdes foram realizadas por meio do software R 3.6.1 (R core Team, 2019).

5. Resultados e discussao

Embora utilizada na reproducdo de equinos em protocolos de superovulacéo,
poucos trabalhos investigaram a utilizacdo do eCG associado a progesterona como
auxiliar na inducéo da ovulacdo e/ou da melhora na resposta ovulatoria em éguas com
foliculo > 35 mm, o que pode ser interessante principalmente para éguas fora da estacao
de reprodutiva como no periodo de transicdo estacional. No presente experimento foi

possivel observar que a utilizacdo de progesterona intravaginal (1,9 g) permite controle
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folicular satisfatorio e que a utilizacdo de eCG parece auxiliar na manutencao do corpo
luteo (CL) das éguas em periodo de transicao.

No presente experimento ndo foi observado efeito de escore de condigéo corporal
(ECC) entre os tratamentos, estacdo do ano e/ou interacdo entre eles (P>0,05),
demonstrando que os animais utilizados apresentaram ECC semelhante (2,82 + 0,37) e
foram distribuidos de forma equiparada entre os grupos (Controle/estacdo reprodutiva:
2,81+ 0.45; Controle/transicdo: 2,75+0,38; eCG/estagdo reprodutiva: 2,89 + 0,33;
eCGltransicéo: 2,83+0,35).

Com relacdo a taxa ovulatoria, neste trabalho foi observada a ovulacdo em 83%
dos animais avaliados, sendo que no periodo de transicao foi detectada ovulagdo em 67%
dos animais e no periodo reprodutivo em 100% dos animais, conforme demonstrado na
tabela 1.

Tabela 1. Taxa de ovulacdo (%) de éguas mesticas submetidas a protocolos de
sincronizacdo de estro utilizando implante intravaginal de progesterona (P4; 1,99g) na
estacdo reprodutiva e na estacédo de transicdo primaveril.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicao Total
Controle 100% (7/7) 57 % (4/7) 79% (11/14)
Ecg 100% (8/8) 75 % (6/8) 87,5% (14/16)
Total 100% (15/15) a 67 % (10/15) b 83% (25/30)

Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferenca entre grupos por meio do teste
Exato de Fischer (p<0,05).

Para taxa de ovulacdo, foi observada diferenca estatistica entre as estacdes do
ano (P=0,0042) ndo sendo observada, porém, diferenca entre os grupos controle e eCG
(tabela 1). O comportamento reprodutivo estacional, ou seja, a ndo fertilidade dos
animais durante todo o ano, tem sido relatado na maior parte das éguas. A mudanca da
relacdo luminosidade e escuriddo leva primeiramente a uma modificacdo fisioldgica e
morfoldgica dos 6rgédos relacionados a reproducgdo, definindo assim a sazonalidade
reprodutiva (Bergfelt, 2009). Quando ha um rompimento do foliculo ovariano e
liberacdo do odcito, possibilitando sua captacdo pela tuba uterina e consequente
fertilizacdo, se denomina ovulacdo (Ginther, 1992). A incidéncia de ovulagdes pelo
padréo de sazonalidade da atividade reprodutiva das éguas, geralmente se apresenta
reduzidas durante o outono, tornando-se ausentes ou minimas no inverno, tendo um
aumento na primavera e sendo observada de forma maxima durante o periodo de verao,

dados estes que sdo semelhantes aos obtidos pelo experimento, onde 100% das eguas
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tiveram suas ovulacdes no periodo reprodutivo, e encontraram-se com ovulacfes
reduzidas no periodo transicional (Bergfelt, 2009).

A queda nas concentracOes de LH se tornam evidenciadas na fase de transicao
de outono, quando as ovulagdes se fazem ausentes e a atividade folicular ovariana se
apresenta reduzida (Palmer & Guillaume, 1992). Estas concentracGes se tornam
minimas no anestro, ou seja, no periodo anovulatério. Neste periodo sdo observadas
baixas concentra¢fes hipotaldmicas de GnRH, de LH na hipofise e dos esteroides
ovarianos estrogeno e progesterona (Bergfelt,2009). A secrecdo de GnRH e
gonadotrofinas, assim como a retomada do desenvolvimento folicular,
comportamentos de estro e ovulagdo € verificada na fase de transi¢do de primavera
(Nagy et al., 2000).

Arbeiter et al. (1994) obtiveram sucesso demonstrando o uso do implante
intravaginal de progesterona (CIDR-B®; 1,9 g de Progesterona) em éguas em anestro
durante a fase de transicdo e durante a estacdo de monta.

Porém, como foi possivel observar na tabela 1 do presente estudo, mesmo sendo
utilizado implante de P4 em todos os animais, o0 desempenho reprodutivo referente a taxa
de ovulacdo das éguas em periodo de estacdo reprodutiva se apresentou melhor ao das
éguas em estacgdo de transi¢do primaveril.

Com relagdo a taxa de crescimento folicular, ndo foi observada diferenca
estatistica seja antes ou ap0s a remocao do implante de progesterona, tanto para animais
na estacdo reprodutiva, quanto para animais no periodo de transicdo, conforme

demonstrado nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Taxa de crescimento folicular (mm/dia) durante a utilizacdo do implante intravaginal
de progesterona (P4; 1,9g) de éguas mesticas submetidas a protocolos de sincronizacéo de estro
na estacao reprodutiva e na estacdo de transicéo.

Estacéo reprodutiva Estacéo de transicédo Total
Controle 2,04 £0,76 2,31+£225 2,18 £ 0,37
Ecg 1,21+0,61 2,12 +142 1,66 + 0,34
Total 1,62+0,34 2,22 + 0,36 1,90+0,13

Tabela 3. Taxa de crescimento folicular (mm/dia) ap6s a remogdo do implante intravaginal
de progesterona (P4; 1,9 g) de éguas mesticas submetidas a protocolos de sincronizacgdo de
estro na estacdo reprodutiva e na estacédo de transicdo. Belo Horizonte, 2020.

Estacdo reprodutiva  Estacdo de transicdo Total
Controle 3,17+ 0,62 4,03+1,17 3,65+0,35
eCG 3,90 £ 0,86 3,64 +1,22 3,84 £ 0,29
Total 3,62 £ 0,27 3,87 £0,28 3,70+ 0,10
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Na literatura, trabalhos com a utilizacdo de dispositivos intravaginais de
progesterona em éguas tem-se baseado na hipotese de que o aporte rapido deste horménio,
assim como posteriormente a retirada do dispositivo e sua consequente queda,
estimulariam a producéo e liberacdo de GnRH hipotalamico no periodo de transicéo e
anestro estacional, aumentando os niveis de LH e FSH hipofiséarios estimulando o
crescimento folicular e ovulacdo. Neste sentido, Hanlon e colaboradores (2010), em éguas
na estacao de transicao de primavera submetidas ao implante intravaginal de progesterona
(Cue-Mare®) por 10 dias, observaram um pico de progesterona (3,3+0,7 ng/ml) um dia
apos a utilizacdo do mesmo, ja as concentracfes plasmaticas de LH e FSH observadas em
declinio. Do terceiro ao quinto dia de utilizacdo do implante o FSH teve suas
concentracdes aumentadas e se manteve em plat6 (9,4+0,8 ng/ml no dia 3), tendo um
declinio de seus niveis plasmaticos nos dias 5 e 9. Em relacdo ao LH, nos dias 6 e 7, pode-
se observar um aumento em suas concentragdes em relacéo ao primeiro dia de dosagens.

Ainda sobre os tratamentos a base de P4, relatos sobre sua importancia na
reproducdo equina tém sido reportados. Os mesmos visam manutencdo de prenhezes,
tratamentos para algumas patologias reprodutivas, regulacdo e sincronizacdo do estro
além de ser utilizada para inovulacdo de embrides como coadjuvante. Acelera entdo a
ciclicidade das éguas, principalmente no periodo de transicao, facilitando e melhorando
0 manejo reprodutivo durante este periodo. Segundo Cuervo-Arango (2010) os fatores
acima se devem a maior resposta folicular a indutores de ovulacdo em éguas que foram
previamente expostas a P4. Assim como Botelho (2012) demostrou que o tratamento mais
eficaz para se iniciar a atividade ovariana, apresentando ciclicidade normal em éguas no
periodo de transicdo de primavera foi a aplicacdo intramuscular de P4 longa acdo
associada a PGF2 a, dez dias posteriores a mesma. Além disso, em éguas tratadas com
implante intravaginal de progesterona segundo Hanlon & Firth (2012), foi observado que
estas seriam servidas mais precocemente durante a estacdo de monta do que as do grupo
controle, sendo que o intervalo do primeiro servico foi de 13.9 + 3.0 vs 26.7 £ 13.2 dias,
assim como também foi verificado que a duracdo do tratamento com o implante
intravaginal obteve uma diferenca no primeiro servico, onde éguas submetidas a sete dias
de implante, foram servidas 2,5 dias mais precocemente do que as eguas que foram
submetidas a 10 dias de P4. Ao final da estacdo reprodutiva, haviam maior nimero de
animais que foram submetidas ao implante prenhes, do que as do grupo que ndo

receberam tratamento. Com estes fatores, 0s progestdgenos, tem sido utilizado para
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controlar de forma mais consistente o periodo de transi¢do, reduzindo o periodo de
anestro de inverno até que ocorra a primeira ovulag&o.

Embora nas tabelas 2 e 3 néo tenha sido observada diferenca na taxa de
crescimento folicular entre as estagdes do ano, € interessante observar na tabela 4 que
houve efeito de estacdo no momento da ovulacdo (P=0,0073), de modo que 0s animais
ovularam mais precocemente (em numero de horas) enquanto se encontravam na estagao
reprodutiva (31,5 = 2,79 hs) do que quando estes se encontravam no periodo de transi¢do
(40,50 + 2,85 hs; P=0,0078).

Tabela 4. Numero de horas (hs) desde 0 momento da indu¢do com gonadotrofina coriénica humana
(hCG) até a ovulacdo detectada por ultrassonografia e nimero de dias (d) desde a remocdo do
implante intravaginal de progesterona (P4; 1,9g) até a ovulacdo, de éguas mesticas submetidas a
protocolos de sincronizacdo de estrona estacdo reprodutiva (ER) e na estacao de transicao (ET).
Horas desde a inducdo até a ovulagdo (hs) Dias desde a remocéo do implante de
P4 até a ovulacéo (d)
ER ET Total ER ET Total
Controle | 31,71+8,28 37,20+6,57 35,10+3,75 | 3,81+ 2,33 4,90£2,07 4,36+ 0,57
eCG 36,00+12,58 40,28+12,83  36,80+3,53 | 4,67+2,02 4,36+£1,60 4,51+0,51
Total 31,56+2,79a 40,50+2,85b 36,24+10,46 | 4,24+ 0,49 4,63+0,59 4,40+1,96
Letras minasculas distintas na mesma linha indicam diferenca entre grupos por meio de analise de
variancia (p<0,05).

Um dos fatores importantes na atividade reprodutiva das éguas é a melatonina.
Esta por sua vez, é produzida na glandula pineal possuindo uma atuacao negativa sob 0s
niveis de GnRH através de uma rede de neurdnios que envolvem neurotransmissores e
células alvos que estdo localizadas no hipotalamo (Maupaux et al., 1999). Do nervo 6ptico
partem os estimulos nervosos responsaveis pela producao de melatonina que ocorrem na
fase escura do dia. Ao final do verdo e inicio do outono, é observado um aumento da
producdo de melatonina e reducgéo da producdo de gonadotrofinas, isso resulta na reducao
da atividade folicular concomitante com a auséncia de ovulacdo. Na estacdo reprodutiva
0 processo inverso ocorre devido a um aumento do periodo de luminosidade, aumentando
o0s niveis de GnRH, FSH e LH (Bergfelt.,2009).

De acordo com Botelho (2012) a retomada da ciclicidade ovariana se faz
necessaria com uma sequéncia de eventos enddcrinos que geram o controle e coordenagéo

da foliculogénese. O aumento da secre¢do de GnRH, juntamente a maior sintese e
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secrecdo de gonadotrofinas sédo fatores que possibilitam a retomada da atividade ovariana.
Newcomb e colaboradores demostraram que grande parte de éguas (80%) com a
utilizacdo de dispositivos intravaginais de progesterona tiveram crescimento folicular
imediato apds a retirada do implante, sendo foliculos pré ovulatorios entre 4 e 5 dias.
Quando é realizada a retirada dos dispositivos intravaginais de P4, as concentragdes deste
horménio caem abruptamente.

A utilizagdo de protocolos de sincronizagdo associado a agentes indutores de
ovulacdo é uma importante estratégia na aplicacdo das biotecnologias reprodutivas. Para
que o mesmo possa ser eficiente, a utilizacdo desses deve ser realizada com o
acompanhamento diario da atividade ovariana, através de palpacdo retal e
ultrassonografia, monitorando o crescimento folicular e o edema uterino, para que a
administracdo dos farmacos seja realizada no momento adequado e que se minimizem as
possiveis falhas.

Conforme observado na tabela 4 do presente trabalho, os animais apresentaram
menor tempo para ovulacdo apds o indutor de ovulacdo na estagdo reprodutiva (31,5 +
2,79 hs) quando comparados a estacdo de transicdo (40,50 + 2,85 hs). Os resultados
apresentaram dentro do esperado quando comparados a literatura, que relata o tempo
médio de ovulacdo apds a inducdo de 24 e 48 horas em aproximadamente 80% dos
animais (Samper et al., 2002; McCUE et al., 2004). Além entdo da observada vantagem
fisioldgica, ndo se pode ignorar a possibilidade de que a utilizacdo de P4 possa ter
contribuido para o maior estoque hipofisario de gonadotrofinas (Samper et al., 2002),
reduzindo o tempo para ovulacdo posteriormente a aplicagédo do indutor de ovulacao,
fazendo de ambas observacdes a possibilidade de uma ovulagdo mais precoce na estacéo
reprodutiva.

Os dados referentes ao diametro médio do foliculo dominante durante o periodo

de insercéo da progesterona (dias 0, 5 e 10 do protocolo) se encontram na tabela 5.
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Tabela 5. Diametro médio (x erro padrdo) do foliculo dominante observado em diferentes
momentos do protocolo hormonal (dia 0=DO0; dia 5=D5; dia 10=D10) de éguas mesticas
submetidas a protocolos de sincronizacdo de estro utilizando implante intravaginal de
progesterona (P4; 1,99) na estacdo reprodutiva (ER) e na estacéo de transicédo (ET).

DO (mm) D5 (mm) D10 (mm)
ER ET Total ER ET Total ER ET Total
Controle | 14,64 18,69 16,70 = 18,47 20,42 1950 | 26,46 23,54 25,00
+3,45 +9,72 £1,71 | 3,32 45,76 +£1,02 | £8,60 6,03 1,67
eCG 16,13 23,11 19,60 | 18,35 22,39 20,40 | 20,37 24,37 22,40
+3,70 +7,06 +161 | +359 +3,31 +0,96 | £5,46 +6,41 +158
Total 15,40 20,90 18,20 | 18,40 21,40 19,90 | 23,40 24,00 23,60
+166a +166b +043 | +0,99a +099b +0,43 | +162 +1,62 0,68

Letras minusculas distintas na mesma linha dentro de um mesmo momento indicam diferenca
entre grupos por meio de anélise de variancia (p<0,05).

De acordo com a tabela 5, foi observado efeito de estacdo para os didmetros
foliculares no DO (P=0,0332) e no D5 (P=0,0498) do protocolo hormonal, de modo que

maior didmetro médio foi observado para as éguas da estacdo de transicdo em comparagao

as éguas da estacdo reprodutiva nesses momentos de avaliagcdo. No D10 do protocolo essa

diferenca entre estacGes ndo foi observada.

Os dados referentes ao diametro médio do foliculo dominante apds a remogéo do

implante de P4 (dia da inducéo e dia da ovulagdo) se encontram na tabela 6.

Tabela 6. Diametro médio (+ erro padrdo) do foliculo dominante observado no dia da aplicacdo do indutor
de ovulacdo (hCG) e no dia da ovulacdo em éguas mesticas submetidas a protocolos de sincronizagdo de
estro utilizando implante intravaginal de progesterona (P4; 1,99) na estacdo reprodutiva (ER) e na estacéo
de transicéo (ET).

Diametro aferido no dia da inducédo da Diametro aferido no dia da ovulacdo (mm)
ovulagdo (mm)
ER ET Total ER ET Total
Controle | 36,76+2,60 36,00+0,79  36,40+0,49 | 36,56+2,03a 33,62+2,17ab  35,10+0,62
eCG 35,62+0,81 36,05+1,29  35,80+0,46 | 33,00+2,53b 37,13+1,76a  35,10+0,55
Total 36,20+0,45 36,00+0,46  36,10+0,16 34,80+ ,53 35,40+ ,64 35,10+ ,28

Letras mindsculas distintas na mesma linha dentro de um mesmo dia indicam diferenca entre grupos por
meio de analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05).
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Na tabela 6 foi interessante observar que houve interacdo (P=0,0016) entre
estacdo do ano e tratamento, para o diametro do foliculo ovulatério (FO) observado
no dia da ovulacédo (ou seja, ultima afericdo do FO realizada 12 horas antes da ovulagéo
ser detectada). Ainda, foi possivel notar que animais que receberam eCG na estagédo
reprodutiva (33,00 £ 2,53 mm) apresentaram menor (P=0,0161) diametro folicular que
0s animais que receberam eCG na estacdo de transicdo (37,13 £ 1,76 mm) e menor
(P=0,0193) diametro folicular que os animais Controle da estacéo reprodutiva (36,56
+ 2,03 mm). Assim, parece que a aplicacdo de eCG afetou negativamente o didmetro
do foliculo ovulatdrio nas éguas durante a estacéo reprodutiva.

De acordo com McCue (1996) ndo h&a um produto hormonal capaz de induzir
maltiplas ovulagBes em éguas como ocorre em bovinos, onde o eCG, no inicio do
protocolo hormonal tem sido utilizado rotineiramente em bovinos para este fim.
Porém, em éguas, mesmo quando utilizado em altas dosagens, os relatos indicam que
este farmaco ndo apresentou efeito no desenvolvimento folicular ou ovulatério.
Trabalhos de Murphy e Martinuk (1991), relatam que a sub-unidade B da molécula do
eCG seria idéntica ao LH na espécie equina e que ambas seriam codificadas por um
unico gene. Ja Ginther e colaboradores, (2008) observaram que os equinos, divergindo
de outras espécies, apresentam uma persistente elevacdo do LH, até atingir o nivel
maximo 1 a 2 dias ap0s a ovulacdo, gerando a hipotese de que o eCG pode agir como
LH gerando um aumento da condensacdo das células luteinicas e estimulando uma
maior atividade glandular e além de uma maior ecogenicidade do corpo ldteo.

Uma possivel explicacdo para os achados do presente experimento seria
considerar a possibilidade de uma possivel menor afinidade e/ou ocorréncia de
competicdo do eCG pelos receptores de LH, sendo que a molécula de eCG
possivelmente obteve uma acdo menos eficiente que o horménio enddgeno, podendo
ter sido prejudicial ao desempenho reprodutivo das éguas no periodo reprodutivo. Isso
porque neste periodo (estacdo reprodutiva), entende-se que 0s animais possuem
concentracdes de LH suficientes para o ciclo estral fisioldgico.

Gastal e colaboradores (1999) demostraram efeito da progesterona exdgena no
crescimento folicular em éguas, onde o tratamento precoce com P4 por 10 dias
influenciou positivamente no desenvolvimento do foliculo apods sua utilizagdo no
periodo de agosto a outubro o que ndo podemos descartar a possibilidade em nosso
experimento. Porém, Canisso e colaboradores (2013) demonstraram que, quando a

suplementacéo de progesterona foi realizada por dois dias na estacdo reprodutiva com
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implante intravaginal (1,9g) e suplementacdo oral com 0,044 mg/kg/dia de altrenogest,
a P4 ndo afetou a ovulagdo e a taxa de crescimento do foliculo pré ovulatorio.

Vale também destacar que foi observada tendéncia estatistica (P=0,0801) para
maior tamanho do foliculo ovulatério nos animais do grupo eCG na estagdo de
transicdo (37,13 + 1,76mm) comparados aos animais do grupo controle na estacéo de
transicdo (33,62 + 2,17mm). Assim, parece existir uma sugestdo de que o eCG pode
melhorar este parametro do foliculo ovulatdrio nas éguas que se encontram no periodo
de transicdo e, portanto, apresentam menores estoques gonadotroficos de LH.

Porém, conforme pode ser observado nas tabelas 7 e 8 do presente trabalho, as
concentragdes séricas de estrogeno (E2) ndo confirmaram este achado, de modo que
n&o foi observada diferenca entre 0s grupos para este parametro reprodutivo.

Os dados das concentrages séricas de E2 no dia da remocao do implante de P4
(D10) e no dia da inducdo da ovulacdo com hCG (foliculo > 35 mm) se encontram nas

tabelas 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7. Concentracéo sérica de estradiol (ng/mL) no dia da remocéo do implante intravaginal
de progesterona (P4; dia 10 do protocolo) de éguas mesticas submetidas a protocolos de
sincronizacao de estro na estacdo reprodutiva e na estacdo de transicao.

Estacdo reprodutiva Estacdo transicao Total
Controle 44,77 + 22,29 46,63 + 18,53 44,50 + 5,81
Ecg 44,33 + 19,34 41,44 + 13,64 44,00 £ 5,31
Total 44,10 £ 5,07 4430+ 4,94 44,08 + 17,37

Tabela 8. Concentracdo sérica de estradiol (E2; ng/mL) no dia da indugéo da ovulagdo com
hCG (foliculo dominante > 35 mm) de éguas mesticas submetidas a protocolos de
sincronizacao de estro na estacdo reprodutiva e na estacdo de transicéo.

Estacdo Reproducéo Estacdo Transicdo Total
Controle 49,27 £ 15,70 28,77 £ 7,77 43,12 £ 16,61
eCG 39,52+ 11,30 41,53 £ 19,13 40,39 + 14,51
Total 44,07 + 13,96 37,28 £ 16,87 42,46 + 14,74

Embora o tamanho do foliculo ovulatdrio seja frequentemente relacionado com
a quantidade de estrogeno produzido tanto em éguas (Okolski et al., 1995) como em
outras espécies Sunderland et al., 1994; Evans et al., 1997; Kulick et al., 1999), no

presente trabalho ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos de tratamento
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e/ou estacdo do ano, nem efeito de interacdo para nivel de E2 nos dias avaliados,
conforme demonstrou as tabelas 7 e 8.

Além de ser frequentemente relacionado ao nivel de estrogeno, o didmetro do
foliculo ovulatério também tem sido frequentemente relacionado com o tamanho do
corpo luteo (CL) formado em diversas espécies domésticas (Bartlewski et al.,1999; Sa
Filho e Vasconcelos, 2008; Mohktari et al., 2016)

Os dados referentes ao diametro médio do CL observado apos a ovulagdo nos

diferentes grupos experimentais se encontram nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Diametro médio (£ erro padrdo) do corpo lateo (CL) observado em diferentes momentos
apos a ovulacdo (dia 5=CL 5 dias e dia 9= CL 9 dias) de éguas mesticas submetidas a protocolos de
sincronizacdo de estro utilizando implante intravaginal de progesterona (P4; 1,99) na estacdo
reprodutiva (ER) e na estacdo de transicdo (ET).
CL de 5 dias (mm) CL de 9 dias (mm)
ER ET Total ER ET Total
Controle | 32,45+2,69  32,50+2,64 32,50+0,81 | 28,47+2,80 29,74+7,02 29,10+1,28
eCG 30,67+1,95 3541+3,95 33,00+0,72 | 28,37+£3,20 31,3745,30 29,90+1,13
Total | 31,60+0,69b 34,0+0,83a 32,60+0,32  28,40+1,09 30,60+1,31 29,40+0,44
Letras mindsculas distintas na mesma linha dentro de um mesmo dia indicam diferenca entre
grupos por meio de analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 10. Didmetro médio (+ erro padrdo) do corpo luteo (CL) observado aos 13 dias apds a
ovulacdo (CL de 13 dias) de éguas mesticas submetidas a protocolos de sincronizacdo de estro
utilizando implante intravaginal de progesterona (P4; 1,9g) na estacdo reprodutiva (ER) e na
estacdo de transicdo (ET).

CL de 13 dias (mm)
ER ET Total
Controle 25,70+ 3,01 a 22,78 +3,82a 24,20 + 0,96
eCG 2289+226b 26,60 + 4,44 a 24,70 + 0,85
Total 24,30 £ 0,81 24,70 + 0,99 24,50 + 0,36

Letras minGsculas distintas entre linhas e/ou colunas indicam diferenca entre grupos por meio de
analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05).

Conforme observado na tabela 9, houve efeito de estacdo sobre o tamanho do
CL de 5 dias (P=0,0310), de modo que os animais da estacdo de transi¢cdo primaveril
apresentaram maior (P=0,0512) diametro luteal em comparagdo aos animais da estagdo
reprodutiva, quando o CL foi analisado neste momento.

Com relagéo ao CL de 13 dias (tabela 10), foi observada interacdo (P=0,0259)

entre estacdo do ano e tratamento, para o didmetro do CL aos treze dias apds a
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ovulagdo. Assim, o didmetro médio do CL de 13 dias foi maior (P=0,0516) nas éguas
que receberam eCG no periodo de transicdo em comparagd0 com as éguas que
receberam eCG na estacdo reprodutiva. Adicionalmente, houve tendéncia (P=0,0814)
para maior CL de 13 dias de animais que receberam eCG na transicao (26,6 mm) em
comparagdo aos animais que ndo receberam eCG (Controle) dessa mesma estacéo
(22,8 mm).

O tratamento com eCG vem sendo citado na literatura bovina como melhorador
de indices de fertilidade, atraveés de mudancas em padrdes de crescimento folicular e
qualidade do corpo luteo formado. Este fato se deve pela acdo deste hormonio em
aumentar o didmetro do foliculo pré-ovulatério, melhorando as taxas de ovulacéo e
aumentando as concentracOes de P4 durante a fase lutal, o que evidencia a agéo
gonadotréfica da eCG (Baruselli et al.,2008; Uribe-Velasquez, 2010).

Wecker et al. (2012) avaliaram vacas ndo lactantes da raca Brangus e
observaram que as tratadas com 400Ul de eCG sete dias ap0s a realizacdo da IATF
demonstraram maior numero de corpos luteos (CL) com area maior que 2 cm? (21 e
13, 80,8 e 54,2% dos animais; P < 0,01), o que evidencia a acdo luteotrofica da eCG.
Além disso, receptores de LH do CL podem sofrer ligaces pelo eCG, promovendo
um aumento das células luteais grandes, que sdo responsaveis por cerca de 80% da
sintese de P4, conferindo-lhe maior volume e maior capacidade de producéao
progesterdnica (Souza et al., 2009). Assim, esse efeito luteotrofico da eCG pode ter
ocorrido nas éguas em periodo de transicdo do presente trabalho. Porém, visto que a
eCG possui uma meia vida media de até aproximadamente 48h em éguas (Murphy e
Martinuk, 1991), ha de se considerar que esse efeito pode ter ocorrido apenas nos
animais em que a ovulacdo ocorreu proximo a este periodo apés a sua aplicacdo. Em
bovinos, Baruselli et al. (2008) observaram meia vida média de 48 h da eCG.

Estudos sob a funcéo luteal e sua relagdo com fertilidade em vacas demonstram
correlacdo positiva entre producdo luteinica de P4 e taxas de prenhez. Vacas que
apresentam diametros maiores do foliculo pré ovulatério produzem um CL de maior
tamanho e consequentemente uma maior producdo de P4, favorecendo a gestacéo
(Bisinotto et al., 2012). Muitos estudos com manipulagfes hormonais em programas
de sincronizagéo do ciclo estral e inducdo da ovulacéo séo realizados com o objetivo
de manipular o desenvolvimento folicular aumentando a qualidade dos oocitos e taxas

de prenhez (Barruselli et al., 2004; Sa Filho et al., 2010). Sendo assim, estes trabalhos
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demonstram que as maiores taxas de prenhezes sdo obtidas quando um CL de maior
tamanho esta presente.

J& a regressdo precoce do CL tem sido associada com problemas reprodutivos
como infertilidade, abortos e desordens no ciclo ovariano (Giometti et al., 2009). Em
ovelhas, ainda é citada como importante obstaculo na producéo in vivo de embrides,
onde é relatada ocorréncia em 75% em ovelhas superestimuladas. A baixa recuperacao
embrionaria nestes casos provavelmente ocorre por condi¢cdes uterinas com baixas
concentracdes de P4 (Oliveira et al., 2013).

Os dados referentes ao dia da regressdo luteal do presente trabalho se

encontram na tabela 11.

Tabela 11. Dia da regressao estrutural do corpo luteo de éguas mesticas submetidas

a

protocolos de sincronizacdo de estro utilizando implante intravaginal de 1,99 de

progesterona ha estacdo reprodutiva e na estacao de transicao.

Estacdo reprodutiva  Estacdo transi¢cdo Total
Controle 13,25+ 1,03 a 11,60+£1,52b 12,61 £ 0,40
eCG 12,62 £ 0,52 ab 1399+163a 13,29 £ 0,37
Total 12,94 £ 0,85 12,70 £ 4,36 12,96 £ 1,40

Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferenca entre grupos por meio
analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05).

Na tabela 11 foi possivel observar que houve interacdo (P=0,0091) entre
estacdo do ano e tratamento, para o dia da regressao estrutural do CL. A regresséo
estrutural do CL neste estudo foi definida pela deteccéo de reducdo do didmetro luteal,
consecutiva por 2 dias em, pelo menos, 10% do tamanho aferido no dia anterior. Neste
sentido, a presente tabela (tabela 11) demonstrou que o dia da regressdo luteal mais
precoce foi detectada nas éguas do periodo de transi¢do que ndo receberam eCG.

Nota-se, portanto, que 0s animais do grupo controle apresentaram regressao
luteal mais precoce (11,6 dias apds ovulagdo) quando se encontravam na estacdo de
transicdo (P=0,0344) em comparagdo aos animais do grupo controle da estacdo
reprodutiva (13,3 dias apo6s ovulagdo). Ainda, os animais que receberam eCG na
estacdo de transicdo apresentaram regressao luteal mais (P=0,0311) tardia (14 dias
apos ovulacdo) do que animais controle desta estacdo (11,6 dias apds ovulacdo). Por
fim, cabe destacar que houve tendéncia estatistica (P=0,0625) para regressao luteal

mais precoce nos animais que receberam eCG e se encontravam na estacdo reprodutiva

de
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(12,6 dias apos ovulacdo) em comparacdo aos animais que receberam eCG e se
encontravam na estacdo de transicdo (14 dias ap6s ovulacao).

Assim sendo, observa-se que regressdo estrutural do CL mais tardia foi
detectada nas éguas do grupo eCG na estacdo de transi¢cdo bem como do grupo controle
na estacao reprodutiva, principalmente quando comparadas com as éguas do grupo
controle na estagéo de transicdo. Esse resultado sugere que , na estagéo de transi¢éo, a
eCG pode permitir melhor manutencdo luteal em comparagdo aos animais que néo
receberam este farmaco.

Em resumo, a média de duracdo do estro, diestro e do ciclo estral na espécie
equina sdo respectivamente: sete, quinze e vinte dois dias. Sendo assim, a fase luteal
dura em média 15 dias e culmina com a regressdo do CL, através da liberacdo de
PGF2a pelo endométrio equino, que é transportada até o ovario mediante circulagdo
sistémica (Ginther & Fisrt, 1971). Ginther (1992) relata que a regressdo do CL ocorre
por uma progressiva degradacdo vascular entre os dias 13 e 16 do ciclo estral, fato que
concorda com os dados experimentais tanto do periodo reprodutivo (12,90 + 2,05),
quanto do periodo transicional (12,70 £+ 4,36). Em relacdo a vascularizac¢do do CL,
Brito & Ginther (2017), relatam que tratamentos utilizando GnRH e hCG, séo capazes
de estimular a perfusdo vascular do CL equino sem que haja interferéncia nas
concentracdes de progesterona plasmatica, fato que deve ser levado em consideracao
ja que o mesmo foi utilizado como indutor de ovulagdo no presente estudo.

A tendéncia estatistica observada para regressao luteal mais tardia nos animais
que receberam eCG e se encontravam na estacdo de transicdo em comparagao aos
animais que receberam eCG e se encontravam na estacdo reprodutiva parece ser mais
um indicio que a aplicacdo de eCG durante o periodo de transi¢cdo pode permitir que
este parametro ovariano apresente desempenho semelhante ao das éguas controle da
estacdo reprodutiva. Porém, a aplicacdo de eCG na estacdo reprodutiva parece
promover um desempenho inferior aos animais controle desta mesma estacao.

Além da avaliacdo estrutural do CL (avaliagio morfolégica por
ultrassonografia), avaliou-se também a avaliacdo do seu desempenho funcional
(producdo de progesterona) nos diferentes grupos. Os dados referentes aos niveis
hormonais de progesterona, coletado em diferentes momentos do protocolo hormonal

se encontram na tabela 12.
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Tabela 12. Concentracdo sérica (ng/mL) de progesterona no dia do inicio (D0) do
protocolo de sincronizagdo do estro com implante intravaginal de progesterona (P4; 1,99)
de éguas mesticas avaliadas na estacdo reprodutiva e na estacdo de transicao.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicao Total
Controle 7,53 £ 6,64 ab 2,29+2,66 b 4,91+1,37
eCG 13,114791a 1,48+1,42 b 7,30+1,42
Total 10,32+1,42 a 1,88+1,37 b 5,97+6,88

Letras minusculas distintas na mesma linha indicam diferenca entre grupos por meio de
analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05).

Como era de se esperar, foi observado efeito da estacdo (P=0,0009) na
concentracdo de P4 no dia do inicio do protocolo (DO), conforme mostrou a tabela 12, de
modo que foi observada maior (P=0,0016) concentracdo de P4 nas éguas da estacao
reprodutiva (10,32+1,42 ng/mL) em comparacdo ao periodo de transi¢do (1,88 +1,37
ng/mL). Adicionalmente, observou-se que as éguas do grupo eCG que estavam na estagao
reprodutiva apresentaram maior concentragdo circulante P4 em comparacgdo as éguas do
grupo controle da transicdo (P=0,0122) e das éguas do grupo eCG da transicdo
(P=0,0095). Assim sendo, de acordo com a tabela acima, nota-se que 0s animais do
experimento se encontravam em diferentes momentos reprodutivos no inicio do
protocolo, o que reflete a diferenca do status hipofisario de estoques gonadotréficos dos
animais em diferentes estacfes do ano, conforme ja mencionado anteriormente.

Os dados referentes as dosagens de P4 durante a presenca do dispositivo

intravaginal de P4 (D5 do protocolo hormonal) se encontram na tabela 13.

Tabela 13. Concentracdo sérica (ng/mL) de progesterona no dia 5 (D5) do protocolo de
sincronizacdo do estro com implante intravaginal de progesterona (P4; 1,9g) de éguas
mesticas avaliadas na estacdo reprodutiva e na estacdo de transicéo.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicio Total
Controle 3,84 + 2,68 2,61+1,43 3,23+0,42
Ecg 387+121 3,09 £1,07 3,48 £ 0,39
Total 3,86 +£0,41 2,85 0,40 3,35+ 1,65

Com relagéo a dosagem de P4 no D5 (tabela 13), ndo houve efeito de estacéo, de
tratamento e nem interacdo entre tratamento e estacdo. N&o foi observada diferenca entre

0s grupos, indicando que a aplicacdo de PGF2a no DO pode ter permitido que o status
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progesterdnico dos animais do experimento estivessem equiparados neste momento do
protocolo.

Os dados referentes as dosagens de P4 no momento da retirada do dispositivo de
P4 (D10) se encontram na tabela 14.

Tabela 14. Concentracao sérica (ng/mL) de progesterona no dia da remog&o do implante
intravaginal de 1,99 de progesterona (D10) de éguas mesticas avaliadas na estacéo
reprodutiva e na estacdo de transicao.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicao Total
Controle 3,67 2,56 1,54 +0,51 2,60 +0,38
eCG 2,14+ 114 1,93+0,76 2,03+ 0,36
Total 2,90 £ 0,378 1,73 +0,37b 2,33+1,62

Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferenca entre grupos por meio de
analise de variancia (p<0,05).

Observou-se na tabela 14 que na fase reprodutiva foi observada maior
(P=0,043) quantidade de P4 no D10 (2,90 £ 0,37 ng/mL) quando comparada ao total
da estacdo de transicdo (1,73 0,37 ng/mL). Esse resultado foi influenciado
principalmente pela dosagem sérica das éguas controle da estacao reprodutiva, onde se
observou tendéncia (P=0,0648) para maior quantidade de P4 (3,67 £ 2,56 ng/mL) neste
momento quando comparado com as éguas controle (1,54 £ 0,51 ng/mL) da estacédo de
transicdo. Este resultado pode estar relacionado com a possibilidade de que alguns
animais ciclicos podem ter apresentado CL néo responsivo a PGF2a no dia do inicio
do protocolo, de modo que no D10 os mesmos vieram a apresentar um CL
completamente organizado e altamente produtor de P4. Analisando o mapeamento
ovariano das éguas do presente trabalho foi possivel observar que isso ocorreu com
apenas dois animais, sendo ambos do grupo controle da estacdo reprodutiva,
justificando assim esse achado.

As funcgdes das prostaglandinas sdo exercidas de acordo com o tipo de receptor
que se ligam. Quando essa ligacao ocorre com seus receptores que estdo presentes nas
células endoteliais e nas células luteas grandes e pequenas, uma série de alteracdes que
levam a ocorréncia da lutedlise ocorrem. Para que a PGF2a exerca seu efeito
luteolitico, é necessario que o estagio de desenvolvimento do CL seja responsivo a ela.
Em asininos e equinos o CL se torna responsivo a partir do 3° e 4° dia ap6s a ovulacéo,

respectivamente (Carluccio et al., 2008).

51



Em relacdo ao fenbmeno de refratariedade do CL, Alvarenga (1989) sugere
que éguas que se encontram em D6 posterior a ovulagdo, sdo melhores candidatas a
receptoras embrionérias, pelo fato de que, neste periodo, o corpo liteo ainda pode ser
refratario a uma possivel liberacdo de prostaglandina F20, consequente de
manipulacdo uterina realizada no momento da inovulacdo do embrido. Ainda em
relacdo a este fenbmeno, apesar de relatos afirmando que o CL equino é refratério a
PGF2a até o D4 (Ginther, 1992), a literatura demonstra que a funcionalidade do CL
recém-formado pode ser comprometida pela administragio de PGF20 durante a
luteogénese (Troedsson et al., 2001; Brendemuehl, 2002). Quando administrado nos
dias 0, 1 e 2 apos a ovulacdo o Cloprostenol pode afetar o desenvolvimento do CL
interferindo na manutencéo da gestacdo. Porém, o tratamento precoce com PGF2a ndo
gera necessariamente a regressdo completa do CL (Troedsson et al., 2001). Assim,
juntando os achados de dosagens de P4 nos dias 5 (D5) e 10 (D10) do presente
protocolo hormonal, acreditamos que as éguas que ndo responderam a PGF2a no inicio
do protocolo (D0) apresentavam um CL formado ha menos de 4 dias.

Além das concentracdes de P4 durante a presenca do implante, as
concentracdes de P4 em momentos posteriores a remocao do implante também foram
avaliadas neste estudo. Os dados dos niveis séricos de P4 no dia da indugdo da ovulacao
com hCG (momento da presenca de um foliculo >35mm) se encontram na tabela 15.

Tabela 15. Concentracdo sérica (ng/mL) de progesterona no dia da inducdo da ovulacao
com hCG (foliculo > 35 mm) de éguas mesticas avaliadas na estacdo reprodutiva e na
estacao de transicao.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicéo Total
Controle 0,93+0,53 0,90 + 0,05 0,91+0,19
eCG 1,16 + 0,60 0,49 + 0,22 0,83+0,12
Total 1,04 £0,12 0,69 +0,19 0,88 + 0,52

Com relacdo a concentracdo de P4 no dia da aplicacdo de hCG (tabela 15), ndo
foram observadas diferengas entre os grupos, indicando semelhante concentragcdo de
progesterona nos animais do experimento no dia da indugdo da ovulagdo. Assim, este
resultado mostra que a segunda aplicagdo de PGF2a, realizada no D10 do protocolo

hormonal garantiu que todos animais do experimento apresentassem adequada lutedlise.
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Essa reducdo da P4 tem grande importancia para a ocorréncia da ovulagdo. De
acordo com Ginther (2006), o efeito da administracdo de PGF2a sobre a regressao do CL
e sintese de P4 depende da idade dessa glandula, do anélogo da droga luteolitica e sua
posologia, dentre outros. A utilizacdo de 10 mg de dinoprost trometamina (Lutalyse)
resultou na lutedlise e reduziu o intervalo interovulatério (101) em éguas e possibilitou a
ocorréncia da proxima ovulacdo, demostrando a importancia da ocorréncia da lutedlise
antecedendo o momento ovulatorio.

Em relacdo a ovulagdo com ocorréncia durante o tratamento com P4, Squires et
al. (1983) descreveram o uso do progestagéneo altrenogest no controle do ciclo éstrico de
éguas ciclicas. O comportamento éstrico foi suprimido em dois dias apds o inicio de
tratamento em 10 éguas nas quais o tratamento comegou durante o estro. Destas 10 éguas,
sete ovularam durante o tratamento. J& Bandeira et al. (2018), com o dispositivo
intravaginal (Cronipres®, Laboratério Biogénesis) por 12 dias, observou no dia da
retirada do implante que 2 éguas haviam ovulado, mesmo com a presenca do dispositivo,
enquanto 1 égua apresentou foliculo de 38mm. Em estudos anteriores (dados ndo
publicados) nosso grupo de pesquisa observou ovulacdo durante a presenca do implante
contendo 1g de progesterona em 4 de 9 éguas mesticas avaliadas (Sincrogest; Ouro Fino;
1g de P4). Porém, quando se utilizou dois implantes em cada égua (inser¢do concomitante
de 2 implantes de 1g de P4 no mesmo animal) ndo foram observadas ovulagdes em
nenhuma das 9 éguas. No presente trabalho, nenhuma égua ovulou durante a presenca do
implante intravaginal contendo 1,9 g de progesterona, demonstrando que a dosagem de
1,9g de P4 presente no implante deste estudo garantiu satisfatorio controle folicular, de
modo que 0s animais somente ovularam apds remocdo do mesmo, sempre associado a
aplicacdo de PGF2a no momento da remocao do dispositivo de P4.

Apds a ovulacdo espera-se a formacdo de um CL que deve estar completamente
formado em torno de 5 dias, sendo que a luteinizagdo e vascularizacdo no corpo liteo
equino estdo completas neste periodo. A medida que o CL amadurece, as células luteais
sdo caracterizadas por um aumento no diametro, nucleos vesiculados e vacutolos finos no
citoplasma, os quais indicam um aumento na proliferacdo celular e producédo de P4
(Bergfelt & Adams, 2011). No presente estudo, niveis séricos de P4 foram avaliadas aos

9 e aos 13 dias apos a ovulagéo e se encontram nas tabelas 16 e 17, respectivamente.
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Tabela 16. Concentracdo sérica (ng/mL) de progesterona aos 9 dias ap6s a ovulacao de
éguas mesticas submetidas a protocolos de sincronizacdo de estro utilizando implante
intravaginal de progesterona (P4; 1,99) na estacdo reprodutiva e na estacao de transicao.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicao Total
Controle 7,38+£2,78 5,23+£1,96 6,31 £ 0,67
eCG 6,73+ 1,86 5,44 £ 2,56 6,09 £ 0,61
Total 7,06 £ 0,59 5,33 +0,69 6,33 £ 2,40

Né&o foi observada diferenca entre os grupos na concentracdo de P4 ao nono dia
apos a ovulagdo (tabela 16), indicando semelhante quantidade de P4 produzida pelo CL
dos animais, independente do tratamento. Foi observada, porém, tendéncia estatistica para
maior quantidade de P4 aos 9 dias apds ovulacdo nas éguas (P=0,0894) do periodo
reprodutivo (7,06 £ 0,59 ng/mL) em comparacao as da transi¢cdo primaveril (5,33 = 0,69
ng/mL) condizente com o maior suporte gonadotréfico de origem hipofiséria para o CL
dos animais durante o periodo de maior luminosidade. Os resultados referentes as

dosagens de P4 aos 13 dias apds ovulagdo se encontram na tabela 17.

Tabela 17. Concentracao sérica (ng/mL) de progesterona aos 13 dias ap0s a ovulagéo de
éguas mesticas submetidas a protocolos de sincronizacdo de estro utilizando implante
intravaginal de progesterona (P4; 1,9g) na estacdo reprodutiva e na estacao de transicao.

Estacdo reprodutiva Estacdo de transicao Total
Controle 6,10 £ 2,65 3,45+ 2,30 4,78 £2,61
Ecg 557+1,30 513+2,10 5,35+ 0,58
Total 5,84 £ 0,56 4,29 £ 0,63 522 £ 2,23

De acordo com Ginther e colaboradores (2008) existe intima relacdo entre a
perfusdo sanguinea luteal e a funcdo secretora do CL equino . Os autores observaram
aumento simultaneo na vascularidade luteal e na concentracdo plasmatica de P4 entre 0s
dias D1 e D5 de formacdo do CL, enquanto a lute6lise funcional, a qual ocorreu entre o0s
dias 15 e 16 onde foi acompanhada por uma diminuicdo progressiva na perfusdo
sanguinea do CL.

Embora na tabela 17 ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre 0s grupos
experimentais, foi interessante notar tendéncia estatistica (P=0,0996) para maior

quantidade de P4 aos 13 dias apos a ovulagdo nos animais da fase reprodutiva (5,84 +
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0,56 ng/mL) em comparacdo aos animais do periodo de transicdo (4,29 + 0,63 ng/mL),
sugerindo maior manutencéo luteal nos animais durante o verao.

Outro dado interessante foi observar a relagdo dos valores da tabela 11 com os da
tabela 17, onde na tabela 17 o grupo em gue se observou numericamente menor (P>0,05)
quantidade de P4 no dia 13 apds ovulagéo (3,45 + 2,30 ng/mL; Grupo controle — Estacédo
de transi¢do) foi 0 mesmo grupo em que se observou na tabela 11 estatisticamente menor
(P<0,05) periodo para ocorréncia da regressdo luteal (11,60 £ 1,52 dias; Grupo controle
— Estacéo de transicdo). De maneira semelhante, os dados da tabela 10 mostraram que o
diametro médio do CL aos 13 dias apds ovulacdo foi menor (P<0,05) nas éguas que ndo
receberam eCG no periodo de transi¢cdo (controle/estacdo de transigdo: 22,78 + 3,28mm)
em comparagdo com as éguas que receberam eCG (26,60 + 4,44 mm) nesta mesma época
do ano.

Conforme anteriormente citado, os estagios do periodo luteinico compreendem
desenvolvimento (luteogénese), manutencao e regressdo (lutedlise), onde mudancas na
rede vascular do CL estdo presentes durante toda a fase luteal, sugerindo que numerosos,
mas ainda ndo definidos fatores angiogénicos sdo produzidos pelo CL equino durante
toda a sua vida ativa. A densidade microvascular aumenta durante as fases de
desenvolvimento e manutencdo do CL, enquanto que uma diminuicdo da mesma €
observada nos estagios pré-luteolitico e luteolitico (Ferreira-dias et al., 2006). Neste
sentido, a importancia da melhor manutencdo do CL, assim como sua permanéncia em
atividade prolongada, gera impactos significativos na fertilidade. Segundo McCue e
McKinnow (2011), a insuficiéncia luteal priméaria é responséavel pela diminuicdo na
producdo de progesterona pelo corpo luteo primério e falha no reconhecimento materno
da gestacdo. Ainda segundo Pinto (2011), as baixas concentracdes de progesterona sdo
associadas com a perda embrionéria precoce na égua.

A relacdo da alta P4 e alta fertilidade se relacionam com o ténus uterino
caracteristico do diestro, sendo atribuido & P4, como indicam os estudos com
suplementacdo de progesterona em éguas ndo cobertas durante a estacdo anovulatoria e
ovulatoria (Bonafos et al., 1994). Ja Carnevale e colaboradores (2000), realizaram uma
associacdo entre o tonus uterino reduzido e a pior qualidade da receptora com baixas taxas
de prenhez, sendo ainda possivel detectar uma elevada taxa de perda embrionaria. Com
isso, puderam concluir que o tdnus uterino reduzido pode indicar um ambiente uterino
ndo totalmente compativel com o crescimento e o desenvolvimento embrionario. Além

disso, secregdes do utero, chamadas de “leite uterino”, s@o citadas em relacdo a sua
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importancia na nutricdo do concepto no inicio da gestacdo. A habilidade do endométrio
em originar uma quantidade adequada de secrecdes depende em grande parte da P4. O
total de proteina na secregdo uterina ao longo do ciclo estral tem sido estudado e os
resultados indicam que o contetdo total cai abruptamente com o declinio da p4. Quando
ocorre a manutencdo do corpo luteo e a producédo de progesterona se mantém, o conteudo
protéico da secrecdo uterina permanece elevado (Zavy et al., 1979). Assim, fica
evidenciado na literatura a importante relacdo da qualidade do corpo liteo com a

fertilidade das fémeas mamiferas.

6. Considerac0es finais

No presente experimento foi possivel observar que a utilizacdo de progesterona
intravaginal (1,9 g) permite controle folicular satisfatorio e que a utilizacéo de eCG parece
auxiliar na manutencao do corpo luteo (CL) das éguas em periodo de transi¢ao.

Mesmo sendo utilizado implante de P4 em todos os animais, o desempenho
reprodutivo referente a taxa de ovulacdo das éguas em periodo de estacao reprodutiva se
apresentou melhor ao das éguas em estacdo de transicdo primaveril.

Embora ndo tenha sido observada diferenca na taxa de crescimento folicular entre
as estacdes do ano, foi interessante observar que os animais ovularam mais precocemente
(em namero de horas) quando se encontravam na estacdo reprodutiva do que quando estes
se encontravam no periodo de transi¢do. Assim, 0s animais apresentaram menor tempo
de ovulacdo apo6s a aplicacdo de hCG (31,5 + 2,79 hs) quando comparados aos animais
estacao de transicdo (40,50 £2,85 hs).

Foi possivel notar que animais que receberam eCG na estacdo reprodutiva
apresentaram menor didmetro do foliculo ovulatério do que os demais grupos
experimentais, enquanto os animais que receberam eCG na estacdo de transicdo
apresentam desempenho semelhante aos animais do grupo controle da estacdo
reprodutiva. Assim, parece que a aplicacdo de eCG afetou negativamente o diametro
do foliculo ovulatério nas éguas durante a estacao reprodutiva, sendo benéfico, porém,
na estacdo de transicdo. Entretanto, as concentragdes sericas de estrégeno (E2) ndo se
demonstraram diferentes entre os grupos.

O didmetro médio do corpo luteo (CL) aos 13 dias apds a ovulagdo foi maior

nas éguas que receberam eCG no periodo de transicdo em comparagdo as éguas
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Controle da estacao de transicdo, e foi maior do que das éguas que receberam eCG na
estacdo reprodutiva. Ainda, o dia da regresséo luteal ocorreu mais precocemente nas
éguas do periodo de transicdo que ndo receberam eCG em comparagdo com as éguas
que receberam eCG neste periodo. Porém, a aplicacdo de eCG na estagdo reprodutiva
ndo beneficiou o desempenho reprodutivo dos animais desta estacao.

Embora ndo tenha sido observada diferencga na concentracdo de P4 ao nono e ao
13° ap6s a ovulacdo entre os grupos experimentais, foi observada tendéncia para maior
quantidade de P4 nos animais da fase reprodutiva em comparacao aos animais do periodo
de transicéo.

Outro dado interessante foi observar que o grupo em que se observou
numericamente menor quantidade de P4 no dia 13 ap6s ovulacdo foi 0 mesmo grupo em
que se observou estatisticamente menor periodo para ocorréncia da regressdo luteal
(Grupo controle — Estacdo de transi¢do). Adicionalmente, o diametro medio do CL no dia
13 apds ovulacdo foi menor nas éguas que ndo receberam eCG no periodo de transicdo
em comparagdo com as éguas que receberam este hormonio neste periodo.

Portanto, éguas que ndo receberam eCG no periodo de transi¢do apresentaram
regressao luteal mais precoce do que os animais que receberam esse horménio nessa
época do ano. Assim, a aplicacdo de eCG parece ter auxiliado adequada manutencéo do
corpo luteo na fase de transi¢cdo estacional dos animais. Porém, na estacdo reprodutiva, a
aplicacdo de eCG parece refletir em parametros reprodutivos inferiores, embora mais

estudos se facam necessarios para confirmar estes achados.

7. Concluséao

A utilizacdo de dispositivo intravaginal contendo 1,99 de progesterona permitiu
adequado controle folicular, tanto na estacdo de transicdo como na estacdo reprodutiva.
Porém, o desempenho ovulatério dos animais no verdo foi superior ao dos animais em
transicdo primaveril.

A aplicacdo de eCG no momento da retirada do implante de progesterona atrasou
0 momento da regressdo luteal das éguas no periodo de transicdo, porém, sua aplicacédo

se apresentou indiferente para as éguas da estacdo reprodutiva.
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9.0 Anexos
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