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RESUMO

DUTRA, Gabriel Almeida. Inducio da ovulagio em éguas durante o periodo de
transicdo primaveril. 2016. 40p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

A antecipacdo da estacdo reprodutiva tem sido assunto de grande interesse frente ao seu
impacto econdmico. A fim de adiantar a primeira ovulacéo e antecipar a fase reprodutiva das
éguas, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar se a técnica de aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom durante o periodo de transicdo primaveril foi capaz de
induzir a ciclicidade em éguas. O experimento foi realizado na area de Reproducdo Animal do
DRAA/IZ/UFRRJ, localizado no municipio de Seropédica-RJ, durante o periodo de transicdo
primaveril (agosto-setembro) e inicio do periodo reprodutivo (outubro) de 2015. Foram
selecionadas 27 éguas da raca Mangalarga Marchador, entre 5-12 anos, pesando entre 350-
450 kg e com histdrico de atividade reprodutiva normal. As éguas selecionadas foram
distribuidas aleatoriamente em trés grupos: Grupo 1- Controle (G1; n=9), sem tratamento
hormonal; Grupo 2- P4 + PGF,, (G2; n=9), 1500mg de progesterona de longa acao, por via
intramuscular (IM), e sete dias ap6s, 7,5 mg de Dinoprost (PGF,,), IM e Grupo 3- Aspiracdo
folicular transvaginal + PGF,, (G3; n=9), maior foliculo aspirado (>25mm) e sete dias apos,
7,5 mg de PGF,,, IM. Previamente ao inicio do experimento, todas as éguas foram avaliadas
por meio da ultrassonografia, sendo critério para o estudo a auséncia de corpo liteo, bem
como a presenca de foliculos ovarianos >25mm. Posteriormente a esta avaliacdo, a atividade
reprodutiva foi monitorada a cada 48 horas até 0 momento da segunda ovulagédo de cada égua.
Quando avaliado o nimero de éguas que ovularam em até 16 dias apés o inicio do tratamento,
observou-se que 0s grupos G2 e G3 foram mais eficientes (P=0,0031) em acelerar a primeira
ovulacdo da estacdo reprodutiva, quando comparados ao grupo G1. No grupo G1, apos 16
dias do inicio do tratamento, nenhum animal ovulou. Nos grupos G2 e G3 oito (88,9%) e seis
(66,7%) éguas ovularam, respectivamente. Analisando o nimero médio de dias a partir do

tratamento até a primeira ovulacdo, os grupos tratados (G2 e G3) foram mais eficientes que o
Vil



grupo controle na antecipacdo da primeira ovulagdo (P<0,001). Em relacdo aos grupos
tratados, ndo houve diferenga (P>0,05) entre eles. Foi possivel verificar que os grupos G2 e
G3 apresentaram uma antecipacdo da primeira ovulacdo em relacdo ao controle em média de
12,2 e 8,9 dias, respectivamente. As eguas foram acompanhadas até a segunda ovulacédo
subsequente ao tratamento. Todas ovularam normalmente, demonstrando que nenhuma delas
retornou ao periodo de transicdo e que a média de dias entre a primeira e a segunda ovulacao,
ndo diferiu entre os grupos (P>0,05). Os resultados do presente estudo nos permitem concluir
que a técnica de aspiracao folicular durante o periodo de transicdo primaveril, associado a
administracdo de 7,5 mg de PGF,, sete dias mais tarde, foi capaz de induzir a ciclicidade em
éguas. Este tratamento mostrou-se téo eficaz quanto o protocolo convencional de P4 + PGF,,,
sendo viavel utiliza-lo na rotina de centros reprodutivos. No entanto, mais estudos sdo
necessarios a fim de avaliar sua eficacia em foliculos com diametros menores no periodo de

transicdo primaveril, assim como sua associag¢ao aos indutores de ovulagéo.

Palavras-chave: sazonalidade, progesterona, aspiracao.



ABSTRACT

DUTRA, Gabriel Almeida. Ovulation induction in mares during the spring
transition period. 2016. 40p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine, Pathology and Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria.

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The anticipation of the breeding season has been the subject of great interest in front of their
economic impact. In order to advance the first ovulation and anticipate the reproductive phase
of the mares, this study aimed to evaluate if the transvaginal follicle aspiration technique
guided by ultrasound during spring transition period, was able to induce cyclicity in mares.
The experiment was conducted in Animal Reproduction area of DRAA / 1Z / UFRRJ, located
at Seropédica-Rj, during spring transition period (August-September) and early reproductive
period (October) 2015. Selected mares were randomly distributed into three groups: Group 1
Control (G1, n = 9), without hormonal treatment; Group 2 P4 + PGF,, (G2, n = 9), 1500 mg
of long-acting progesterone, intramuscularly (IM), and seven days later, 7.5 mg Dinoprost
(PGFy,), IM and Group 3 transvaginal follicular aspiration + PGF,, (G3, n = 9), greater
follicle aspirated (>25mm) and seven days later, 7.5 mg Dinoprost (PGF,,), IM. Prior to the
beginning of the experiment, all mares were evaluated by ultrasonography, and the criteria
for the study was absence of corpora lutea as well as the presence of ovarian follicles larger
than 25 mm. Subsequent to this evaluation, the reproductive activity was monitored every 48
hours until the second ovulation of each mare. When evaluated the number of mares ovulating
within 16 days after initiation of treatment, it was observed that the groups G2 and G3 were
significantly more effective (P = 0.0031) in the first ovulation of the breeding season, when
compared to G1. In G1, 16 days after the start of treatment, no animal ovulated. In G2 and G3
eigh (88.9%) and six (66.7%) mares ovulated respectively. The mares were evaluated until the
second subsequent ovulation treatment. All mares ovulated normally, showing that none of
them returned to the transitional period and the average number of days between the first and
second ovulation did not differ between the groups (P> 0.05). The results of this study allow
us to conclude that follicular aspiration technique during spring transition period associated

with the administration of 7.5 mg of PGF,, seven days later, was able to induce cyclicity in
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mares. This treatment was effective as the conventional protocol P4 + PGF,,, thus possible to
use it in routine reproductive centers. However, more studies are needed to evaluate its

effectiveness during the early spring transition period, as well as its association with ovulation

inducers.

Keywords: seasonality, progesterone, aspiration, mare
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1. Introducéo

E notdrio o crescimento do mercado equino no Brasil. O interesse pela
biotécnica de transferéncia de embrides (T.E.) vem aumentando, assim como a busca
por melhores resultados de fertilidade na espécie (SOUZA et al., 2015). A T.E. em
equinos € amplamente desenvolvida e disseminada no pais. De acordo com o ultimo
levantamento realizado, o Brasil foi o pais com o maior nimero de embribes
transferidos por ano (IETS, 2011).

As éguas apresentam comportamento reprodutivo sazonal, portanto nao estdo
aptas a reproducdo durante todo o ano. O padrdo sazonal da atividade reprodutiva varia
durante as estacdes: geralmente apresenta um decréscimo transicional durante o outono;
torna-se minima ou ausente no inverno; aumenta gradualmente na primavera e ocorre de
forma plena durante o verdo (BERGFELT, 2009).

Desta forma, a antecipacdo da estacdo reprodutiva tem sido assunto de grande
interesse frente ao seu impacto econdmico. Vérias estratégias terapéuticas tém sido
testadas visando antecipar a primeira ovulagdo da estacdo reprodutiva. A utilizagdo de
progesterona (P4) exdgena proporciona os melhores resultados (CUERVO-ARANGO
& CLARK, 2010). Nos ultimos anos, estudos revelaram que a aspiracdo folicular, via
transvaginal, guiada por ultrassom pode gerar uma estrutura luteal capaz de produzir
progesterona em concentracdes plasmaticas compativeis com um corpo luteo fisiol6gico
suficiente para normalizar a atividade enddcrina nas éguas (MOZZAQUATRO et al.,
2012).

A fim de antecipar a primeira ovulacdo e, desta forma, a estacdo reprodutiva das
éguas, o presente estudo teve como objetivo avaliar se a técnica de aspiracdo folicular
via transvaginal, guiada por ultrassom, durante o periodo de transicdo primaveril

(agosto-setembro), foi capaz de antecipar e induzir a ciclicidade estral em éguas.



2. Revisdo de Literatura

2.1. Fisiologia do ciclo estral

O ciclo estral da espécie equina durante a estacdo reprodutiva é uma combinacgao
de eventos fisioldgicos que ocorrem entre duas fases: folicular (estro) e luteal (diestro).
Sdo reguladas por mecanismos enddcrinos e neuroendocrinos, principalmente os
hormonios hipotalamicos, as gonadotrofinas e os esteroides sexuais.

Nas éguas, a estacionalidade reprodutiva é bem marcante, apresentando periodos
de atividade (estacdo ovulatoria) e inatividade reprodutiva (estacdo anovulatoria)
associados com o comprimento de luz/dia (fotoperiodo), condi¢BGes climaticas e
nutricionais (NAGY et al., 2000; GINTHER et al., 2005; SCHUTZER, 2014). As
fémeas entram em anestro no final do outono, por causa da menor quantidade de luz, e
os ciclos ovarianos sdo restabelecidos quando a luz aumenta. A variacdo no fotoperiodo
talvez seja o sinal ambiental mais importante e que orienta o eixo hipotalamo-hipofise-
gbnada, uma vez que tratamentos como fotoperiodo artificial estimulam
desenvolvimento folicular e o inicio da esta¢&o reprodutiva.

O estro € induzido pela acdo do hormonio estrégeno, que atua sobre o sistema
nervoso central, causando mudangas gradativas no comportamento sexual da égua. O
hormonio foliculo estimulante (FSH) liberado atua sobre o foliculo primario,
provocando o seu desenvolvimento. O hormonio luteinizante (LH) atua em conjunto
com o FSH durante todo o processo de desenvolvimento e maturagdo folicular,
resultando na ovulacdo dos foliculos maduros. A fase de estro ou fase folicular é
caracterizada pela presenca de um foliculo com mais de 25 mm de didmetro no ovario,
onde sdo produzidos elevados niveis de estrogenos pelas células da granulosa
(GINTHER, 1992; JACOB, 2008). As quantidades crescentes de estradiol secretadas
pelos foliculos ovarianos induzem o comportamento de estro e a elevacdo dos niveis de
LH, resultando em ovulacédo e formacéo do corpo luteo (MACHADO, 2004).

A elevacdo dos niveis de estrogenos durante a fase estral é responsavel pela
instalacdo do edema uterino; o qual tende a reduzir a sua intensidade nos dois dias que
antecedem a ovulacdo (MCKINNON & CARNEVALE, 1993; BURATINI, 1997;). O
inicio da fase de diestro, é caracterizada pelo término das manifestaces dos sinais do

cio, que ocorrem entre 24h e 48h ap6s a ovulacdo. Nesta fase, a egua torna-se



geralmente agressiva na presenca do garanhdo, sendo o grau de agressividade variavel

de individuo para individuo.

2.2. Periodo de transicéo primaveril

O periodo de transicdo primaveril compreende a época em que ha mudanga
gradual na luminosidade. Associado as secregdes crescentes do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e elevagdo periodica na concentragdo do hormoénio foliculo
estimulante (FSH), enquanto as concentragdes do hormoénio luteinizante (LH)
permanecem minimas até pouco antes da primeira ovulagao (STAEMPFLI et al., 2011).

Durante a transi¢do primaveril, os estros sdo irregulares e varios pequenos
foliculos se desenvolvem e regridem sem ovular (CUERVO-ARANGO & CLARK,
2010). Foliculos menores que 20 mm comegam a diminuir no inicio da primavera com o
concomitante e rapido aumento no numero de foliculos maiores (GINTHER, 1992).
Durante a fase final do periodo de transi¢ao primaveril, os foliculos alcangam didmetros
similares aos de foliculos pré-ovulatorios, porém regridem. Varios foliculos dominantes
continuam a emergir até que um ¢ favorecido e ovula, iniciando, desta forma, a fase

ovulatoria (STAEMPFLI et al., 2011).

2.3. Dinamica folicular

A égua se caracteriza por ser monovulatoria, sofrendo influéncia da estacéo
do ano, com ciclos estrais regulares, no periodo de dias longos. O periodo
interovulatério tem inicio no momento de uma ovulagdo associada ao estro até o final
do estro seguinte, quando ocorre a préxima ovulacdo. Alguns tipos de ondas foliculares
se desenvolvem durante o ciclo estral. Na chamada onda menor, o maior foliculo ndo
chega a se tornar dominante. Por outro lado a onda maior é dividida em priméria e
secundéria sendo que o maior foliculo se torna o dominante (GINTHER et al., 2004).

A maioria das éguas apresenta desenvolvimento de uma onda folicular por
ciclo, que se inicia na metade da fase luteal. Entretanto, aproximadamente em um tercgo
das éguas pode ocorrer 0 desenvolvimento de outra onda folicular iniciada rapidamente
apos a ovulacdo. Quando a emergéncia ocorre durante o estro, denomina-se onda
folicular secundaria e origina um foliculo dominante de diestro, que pode regredir ou

ovular. A emergéncia da onda no meio do diestro é chamada de onda folicular primaria



e produz um foliculo dominante destinado a ovular durante o estro (GINTHER et al.,
1992; GINTHER, 1993; EVANS, 2003).

A emergéncia da onda folicular se caracteriza pelo surgimento de um grupo
de foliculos com didmetros variando entre 6 e 10mm, dando inicio a fase de crescimento
comum que ocorre por volta de 6 dias apos a ovulagdo. Em concomitancia a esta fase,
ocorre 0 aumento das concentracdes séricas de FSH. No momento em que 0s maiores
foliculos da onda atingem diametro > 13mm, a concentracdo de FSH comega a diminuir
devido a producdo de inibina por esses foliculos. O declinio da concentracdo de FSH
desde o pico da onda até o inicio da divergéncia folicular tem sido descrito a medida
que se aumenta a inibina e o nimero de foliculos. A concentracdo de inibina total
comega a aumentar antes do inicio do declinio da onda de FSH. Quando o maior
foliculo alcanca o diametro aproximadamente de 21 a 23 mm, o0 que ocorre em média
aos seis dias apds a emergéncia, verifica-se o fim da fase comum de crescimento e o
inicio da divergéncia (GINTHER, 2000; DONADEU, 2001; GINTHER et al., 2005;
JACOB, 2009).

A divergéncia ocorre quando o maior foliculo atinge 20 a 25 mm de diametro,
havendo alteracbes na taxa de crescimento entre o foliculo dominante e o0s
subordinados, sendo que o dominante continua seu crescimento e 0s demais cessam seu
crescimento e regridem. Essa alteracdo € o principal evento durante a selecdo do
foliculo dominante, sendo precedido pelo aumento nas concentracbes de LH. O
mecanismo da divergéncia impede o crescimento continuo do futuro foliculo
subordinado, desde que 0 mesmo seja capaz de se tornar dominante, como indicado nos
estudos envolvendo aspiracdo de foliculos dominantes (GINTHER, 2000; GINTHER et
al., 2004).

Proximo ao momento da divergéncia em um dos foliculos ocorrera a inducéo
de receptores nas células da granulosa, aumentando sua capacidade de producdo de
estradiol, sua sensibilidade ao FSH e sua especificidade para responder ao LH. Tal
caracteristica permite a ocorréncia de apenas uma ovulacdo, embora, eventualmente,
duas ou mais podem ser alcancadas (GINTHER, 1992; JACOB, 2009).

A elevacdo passageira de LH ocorre durante a divergéncia como parte da
onda ovulatdria de LH. Em éguas jovens, a onda de LH se inicia em torno do 4° dia
antes da ovulagdo, alcangcando seu maximo um dia apos a ovulagéo (JACOB, 2009).

Na fase pds-divergéncia, o foliculo dominante passa a depender do LH para o
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desenvolvimento final, maturacdo e ovulacdo. Além disso, ha também acdo de fatores
de crescimento intrafoliculares e de proteases envolvidas com a esteroidogénese
intrafolicular que leva a ovulagdo (GASTAL et al., 2000; DONADEU et al, 2003;
SPICER et al., 2005).

Os niveis de FSH permanecem baixos até a ovulacdo, sendo esta diminuicao
atribuida especialmente ao foliculo dominante. Os foliculos subordinados ndo
respondem & baixa concentragdo sistémica de FSH, além de ndo possuirem receptores
de LH nas ceélulas da granulosa em abundéncia. Entretanto, tal incapacidade dos
foliculos subordinados em responder ao FSH sistémico pode ser compensada pela
administracdo exdgena de gonadotrofinas antes que a dominancia folicular se estabelega
(DONADEU, 2003; SAMPER, et al., 2007).

2.4. Luteogénese

A luteogénese consiste em todas as mudancas morfoldgicas, endocrinas e
enzimaticas que ocorrem no foliculo ovulatério até que se transforme em corpo lGteo
(CL) funcional capaz de secretar grandes quantidades de progesterona. A luteinizagdo
comeca antes da ovulagdo com mudancas na populacao de receptores de gonadotrofinas,
0s quais estdo localizados na membrana citoplasmatica e que pertencem a familia dos
receptores acoplados a proteina de ligagdo. A gonadotrofina que mais atua nestes
receptores, levando a ruptura do foliculo e sua posterior transformagdo em estrutura
lutea, é 0 LH (SALLES, et al. 2010).

Em éguas, o aumento de LH se inicia cerca de dois dias antes da ovulacéo e
continua apds a ovulacdo. O processo de luteinizacdo das células da granulosa, que
constituem a parede do foliculo pré-ovulatério, se inicia antes da ovulagdo, mediado
pelo LH que tem um papel luteotréfico. O aumento das concentracdes de LH inicia-se
ao redor do dia 17 do ciclo, concomitante a remocdo dos efeitos supressivos da
progesterona do ciclo anterior e do estimulo positivo do estrégeno (GINTHER, 1992;
(FERREIRA-DIAS et al., 2006; JACOB 2009).

Apos a ovulacdo, o espaco ocupado previamente pelo foliculo é invadido por
fibroblastos, células musculares lisas, células do sistema imune células endoteliais,
células da teca interna (CTI) e células da granulosa (CG), que sofrem hiperplasia e/ou
hipertrofia. Esse conjunto de células promove, inicialmente, a formacdo de uma

estrutura denominada de corpo hemorragico (CH). Apos a formacdo do CH, as células



da teca interna e da granulosa se diferenciam em celulas luteais para formar o CL
(DIAZ et al., 2002; SENGER, 2003; STOCCO et al., 2007).

As células luteais pequenas (12 a 20um de diametro) sdo originadas a partir da
teca interna e contém grande quantidade de mitocondrias e gotas lipidicas. Essas células
tém receptores para LH, os quais ativam a proteina kinase A (PKA) por meio do sistema
de segundo mensageiro para estimular a sintese de progesterona. Células luteais grandes
(20 a 45um de diametro) sdo originadas de células da granulosa, responsaveis por 80%
da secrecdo de progesterona in vivo, também pela ativacdo da PKA, e contém grande
quantidade de mitocondrias (McKINNON et al., 2011). As células luteais grandes tém
receptores para PGF,,, por isso podem ser responsaveis pela mediacdo da acao inicial
luteolitica dessa prostaglandina. Na maioria das espécies, ha uma mistura consideravel
de tipos de células luteais grandes e pequenas durante a reorganizacdo do foliculo
recentemente ovulado em CL (STOCCO et al., 2007). A reorganizacdo celular,
objetivando o preparo das células luteais para a sintese crescente de progesterona ao
longo do ciclo estral, também foi caracterizada por uma diminui¢do na expressao das
enzimas que convertem progesterona em 17f-estradiol (P450 17a-hidroxilase e P450
aromatase), por um aumento na expressao das enzimas necessarias para a conversao do
colesterol em progesterona (P450 clivadora de cadeia lateral - P450scc ¢ a 3f-
hidroxiesterdide desidrogenase - 3B-HSD) e aumento da proteina reguladora da
esteroidogénese (StAR) na superficie da membrana mitocondrial (FRASER et al.,
1986). Este processo se completa a partir do terceiro dia apds a ovulacdo, sendo
caracterizado pelo crescimento das células luteinizadas até o nono dia (NISWENDER &
NETT, 1993).

2.5. Funcao luteal

O CL sintetiza a progesterona, sendo esta formada a partir do colesterol que é
transportado para o interior da mitocondria pela StAR e convertido em pregnenolona
por meio da acdo da enzima P450scc. A conversdo de pregnenolona em progesterona
ocorre por meio da enzima 3B-HSD, presente no reticulo endoplasmatico liso
(NISWENDER, 2000).



O colesterol é transportado na forma de lipoproteinas para todos os tecidos
esteroidogénicos. As principais fontes de colesterol disponiveis para a producdo de
hormonios esterdides sdo as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL). O principal mecanismo de obtencdo do LDL ocorre através da
endocitose (CHRISTENSON & DEVOTO, 2003). O HDL extracelular se encontra
conjugado a proteinas do plasma, que se ligam a membrana celular fazendo o transporte
do HDL para dentro da célula. Uma vez no interior da célula, as lipoproteinas séo
quebradas por enzimas do lisossomo e o colesterol disponivel no citoplasma da célula é
utilizado como substrato para a esteroidogénese (NISWENDER, 2000).

O CL tem como principal fungdo produzir progesterona, sendo as células luteais
esteroidogénicas as principais fontes desse hormonio (LeBLANC, 2003). Essa glandula
¢ fundamental na regulacdo do comprimento do ciclo ovariano na maior parte de
mamiferos ciclicos. A extensdo da vida atil desse CL, assim como a secrecdo de
progesterona, € necessaria para a manutencdo da gestacdo (McCRACKEN et al., 1999).
Esse horménio estimula mudancas proliferativas no limen do epitélio uterino e nas
glandulas endometriais preparando o endométrio para receber o embrido, em caso de
fertilizacdo, e também promovendo o comportamento de rejeicdo ao garanhdo
(LeBLANC, 2003).

2.6. Manutencao do corpo luteo e concentracdo de progesterona

A regulacdo da manutencdo da funcdo Idtea assim como a secrecdo de
progesterona, depende do numero e afinidade aos receptores de LH durante o periodo
poés-ovulatério. Nas éguas, o pico de LH atinge concentragdes maximas em média, um
dia apo6s a ovulacdo (JACOB et al., 2009). Entretanto, as concentracdes de LH sdo
muito baixas durante o meio da fase luteal. Por essa razdo, espera-se que qualquer
alteracdo no nimero de receptores de LH e/ou na afinidade do receptor, possa controlar
a funcdo luteal (GINTHER et al., 2005).

Em um estudo realizado por Watson et al. (2000), éguas foram tratadas com um
antagonista do GnRH no oitavo dia do diestro para testar o papel do LH na manutengéo
do CL. O estudo demonstrou que o tratamento de éguas em diestro com antagonista do
GnRH diminuiu a secrecao de progesterona, indicando o papel do LH no suporte do CL

e proporcionou atraso no crescimento folicular e na ovulagéo, provavelmente devido a



falta do suporte gonadotrofico. Os resultados indicam que a liberacdo de alta amplitude
do LH esté envolvida na manutencgdo da producédo de progesterona pelo CL.

As concentragdes de progesterona aumentam gradativamente apds a ovulagéo. O
pico dessas concentracdes (8 a 20ng/mL) é atingido entre os dias cinco e oito pos-
ovulagdo. Seu nivel se mantem elevado até o inicio da luteolise ao redor dos dias 14 e
15, em virtude da liberacdo de PGF,, pelo endométrio (LeBLANC, 2003).

2.7. Aspiracao folicular

A técnica de aspiracdo folicular VIA transvaginal guiada por ultrassom foi
inicialmente desenvolvida para recuperacdo de odécitos em mulheres, associada a
fertilizacdo in vitro (FIV) (DELLENBACH et al. 1984; FEICHTINGER & KEMETER,
1986) e posteriormente, no decorrer dos anos 80, foi adaptada para bovinos (PIETERSE
et al., 1988). O primeiro relato de aspiracdo folicular transvaginal em éguas foi o de
Bruck et al. (1992). Diferentes técnicas sdo descritas para coleta in vivo de 00citos:
aspiracdo folicular depois da exteriorizacdo do ovario (McKINNON et al., 1986),
aspiracdo transcutanea pelo flanco (HINRICHS et al., 1991) e transvaginal guiada por
ultrassom (MOZZAQUATRO et al., 2012). Contudo, o uso desta técnica nao se
restringe somente ao procedimento de recuperacdo de odcitos. Varias equipes de
pesquisadores utilizaram a aspiracdo folicular na espécie equina com o objetivo de
estudar o desenvolvimento folicular, induzir a emergéncia de uma nova onda folicular
estradiol pelo foliculo (BERGFELT et al., 2001; GINTHER et al., 2005).

A aspiracdo folicular tem sido usada extensivamente como uma abordagem néo-
esteroidal para estudar a natureza da dindmica folicular nos equinos, sem a potencial
interferéncia de esterdides exdgenos (GINTHER et al., 2003), tanto na inducdo da
emergéncia da onda folicular quanto na sincronizagdo da ovulagdo entre os animais
(LIMA et al., 2007).

Dentre as reconhecidas vantagens da técnica destacam-se: o fato de ser pouco
invasiva, ndo depender de estimula¢do hormonal, ser utilizada em qualquer fase do ciclo
estral, em animais pré-puaberes ou em gestacdo inicial (VIANA & BOLS, 2005). Nos
ultimos 25 anos, esta técnica vem sendo aplicada como uma ferramenta para a pesquisa
com o intuito de estudar a natureza da dinamica folicular em equinos e bovinos
(GASTAL et al., 1997), a administracdo intrafolicular de farmacos (GASTAL et al.,
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1995), inducdo da emergéncia da onda folicular e sincronizagdo da ovulacdo entre os
animais (AMIRIDIS et al., 2006; LIMA et al., 2007), inducdo de funcdo lutea
(MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et al.,, 2010) e avaliacdo do liquido
folicular e sua influéncia (HINRICHS et al., 1991).

A fertilidade das éguas submetidas ao procedimento nao sofre alteracdo, o que
foi comprovado em experimento realizado por Mari et al. (2005). De 20 éguas que
foram submetidas a trés ou quatro sessdes de aspiracao folicular durante estro e diestro,
10 foram inseminadas e sete ficaram gestantes. Em estudos iniciais desenvolvendo a
técnica em cinco éguas, Bracher et al. (1993) realizaram 24 sessdes (quatro a sete
sessdes por égua) de aspiracdo folicular transvaginal e aspiraram 200 foliculos,
recuperando 34 oocitos. Os autores ndo relataram nenhum efeito sobre o ciclo das
éguas, bem como concluiram que a técnica pode ser empregada repetidamente sem que
haja o risco de peritonite ou aderéncias. Para avaliar funcional e morfologicamente os
ovarios de éguas ap6s repetidas sessdes de ovum pick up (OPU), Bogh et al. (2003)
realizaram estudo em que observaram que todas as éguas mantiveram normal a funcdo
ovariana, definida como a capacidade de ovular e desenvolver corpo luteo regularmente.

Bogh et al. (2000) descreveram que a técnica de aspiracdo folicular é rapida, de
facil repetibilidade, ndo causando traumas substancias ou desconfortos 6bvios para as
éguas. Observaram ainda que a evacuacdo de grandes foliculos pré-ovulatérios pode
causar hemorragia intra-folicular. Todavia, esta hemorragia diminui quando a cavidade

folicular é preenchida de sangue, provavelmente devido a pressao intra-folicular.

2.8. Inducao do corpo lateo pela aspiracéo folicular

A secrecdo de LH pré-ovulatério ocorre progressivamente até aproximadamente
uma semana, comecando proxima a divergéncia folicular e se estendendo em média até
um dia apos a ovulagdo. O LH entdo diminui suas concentra¢Ges a niveis basais até o
préximo foliculo pré-ovulatério (JACOB et al., 2009). Este fator pode ser importante no
desenvolvimento e funcionalidade do CL inicial equino. Entretanto, durante o periodo
em que a concentracdo de progesterona esta elevada, os niveis de LH estdo diminuidos.

As concentragdes de LH e FSH estéo relacionadas durante o ciclo estral. Durante
o crescimento e desenvolvimento de foliculos antrais 0 FSH e o LH desempenham os
seguintes papéis: foliculos pré-antrais adquirem receptores de LH na membrana das
células da teca e para o FSH na membrana das células da granulosa. As células da teca
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produzem andrégenos sob a influéncia do LH. Estes atravessam a membrana basal
dentro do proprio foliculo e sua aromatizagdo em estrégenos ocorre sob a influéncia do
FSH dentro das células da granulosa (MOON et al., 1975). Ambos, FSH e LH, sdo
necessarios para a producdo de foliculos aptos a ovular. Estrogenos induzem a formacao
de receptores de LH nas células da granulosa, preparando os foliculos a se tornarem
responsivos ao aumento pré-ovulatério das gonadotrofinas que ocorre na fase final do
ciclo (PIERSON, 1993).

Algumas mudancas caracteristicas ocorrem com os foliculos equinos com a
aproximacéo da ovulacdo. O numero de receptores de LH diminui ao mesmo tempo em
que as concentracBes de progesterona, testosterona e prostaglandinas no liquido
folicular se elevam (HINRICHS, 1988). Em vacas, tém sido observados padrdes
similares nas concentracdes de esterdides de foliculos pré-ovulatorios. Isto se deve ao
efeito da exposicdo de elevadas concentragdes pré-ovulatorias de LH no plasma,
resultante da inibicdo da capacidade aromatizante das células da granulosa. E causada
uma deplecédo de substrato para sintese de estrogeno no qual as células da granulosa se
diferenciam em células luteinicas. Foi estabelecido que para um foliculo se transformar
em um CL completamente funcional, é necessario que 0 mesmo apresente uma
quantidade adequada de células da granulosa e uma quantidade suficiente de receptores
de LH (DIELEMAN et al., 1983;).

A aspiracdo do fluido de foliculos pré-ovulatorios promoveu uma significante
luteinizacdo, sendo comprovada pelo aumento nas concentragdes de progesterona. A
producdo de progesterona foi consistente entre os dias quatro e cinco nas éguas que
tiveram o foliculo pré-ovulatério aspirado e entre os dias cinco e oito em éguas nas
quais a aspiracdo ocorreu em foliculos entre 30-34mm (MONTECHIESI, 2009,
MOZZAQUATRO et al., 2010). O exame ultrassonografico indicou ainda que um CL
de morfologia aparentemente normal foi formado depois da aspiracdo. Observaram
também que quando comparados os efeitos da aspiracdo e ovulacdo, fica evidente que a
remoc¢édo do liquido folicular ndo mimetiza inteiramente uma ovulagdo. Os efeitos da
aspiracdo e ovulagdo nos valores de FSH foram similares, provavelmente refletindo a
perda na supressdo da pituitaria pela inibina ou estrogeno em ambos os casos. Os
valores de progesterona, todavia, elevaram-se mais rapidamente depois da ovulagéo do
que depois da aspiracdo. Isso e devido a luteinizagdo pré-ovulatéria da parede do
foliculo. Os valores de LH permaneceram altos nos grupos de éguas aspiradas, mas
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declinou no grupo ovulagdo, provavelmente este resultado seja reflexo da rapida
producdo de progesterona com resultante supressao da liberagdo de LH pela pituitéria.
Bracher et al. (1993), aspirando éguas no cio e no diestro prolongado (fase luteal)
observaram que ocorreu luteinizacdo dos foliculos um a seis dias ap0s a aspiracao,
verificado pelos padrbes de P4 no plasma (P4>1ng/mL), quando comparados a aquelas
éguas que tiveram ovulagdo com um ciclo estral normal.

A aspiracdo de todos os foliculos (>10mm) em éguas no periodo de transicéo,
quando o maior foliculo alcancou 30mm de didmetro, resultou em luteinizacdo em 38%
das eéguas (ALVARENGA et al.,, 1999). Hayna et al. (2004), aspirando foliculos
maiores que 25mm, observaram aumento das concentracGes sanguineas de progesterona
maiores que 1ng/mL em 88% dos foliculos aspirados entre 26-30mm e 100% nos
foliculos de diametro 31-34mm, sugerindo que houve formacdo de tecido luteal.

Bogh et al. (2000) verificaram que aspiracdo folicular de éguas nos dias seis e 14
do ciclo estral ndo afetou as concentragdes circulantes de P4, mostrando-se similar a de
éguas ciclicas normais. Além disso, o tamanho médio do ciclo depois da aspiracao
folicular no dia seis (22,6 dias) e no dia 14 (25,3 dias) foi compativel ao tamanho do
ciclo de éguas controle, ndo aspiradas, durante a estacdo reprodutiva (22,6 dias). Desta
forma, os autores concluiram que a aspira¢do de foliculos dominantes, durante o diestro,
ndo resulta em subsequente luteinizagdo. Por outro lado, a aspiracdo de foliculos no dia
18 prolonga o ciclo normal por aproximadamente o tamanho de um ciclo inteiro. Essas
informac@es associadas a mudancas ultrasonograficas observadas, fornecem evidéncias
de que ha luteinizacdo depois da aspiracdo de um foliculo dominante (dia 18 do ciclo)

formando um CL.

2.9. Controle da sazonalidade reprodutiva

Pesquisas sobre a reproducdo equina vém buscando melhor entender e manipular
0S mecanismos que determinam sua sazonalidade reprodutiva (SCHUTZER et al.,
2014). A retomada da ciclicidade ovariana na primavera requer uma série bem ordenada
de eventos enddcrinos a fim de controlar a foliculogénese. Dentre eles, o aumento da
secrecdo de GnRH, possivelmente mediado pela dopamina, seguido pelo consequente
aumento da sintese e secrecdo de gonadotrofinas e a retomada de certo grau de atividade

folicular (DONADEU & WATSON, 2007).
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Protocolos bem sucedidos que estimulam a ciclicidade ovariana em éguas para
superar 0 anestro de inverno e/ou prolongada fase de transicdo s&o de interesse para a
indUstria equina. A necessidade desses protocolos tornou-se ainda mais pronunciada nas
ultimas décadas, desde que a transferéncia de embribes e outras biotecnologias,
cresceram e se espalharam por muitas regides, principalmente no Brasil. Varias
estratégias terapéuticas para o avanco da primeira ovulacdo tém sido testadas (RAZ et
al., 2009). Dentre elas, o uso de progestagenos, que é a mais utilizada e a que
proporciona os melhores indices (CUERVO-ARANGO & CLARK, 2010).

Entretanto, o sucesso do tratamento com progestina ou progesterona depende do
estagio da fase de transicéo e do tamanho folicular, onde de maneira geral, quanto mais
avancado o periodo transicional, mais alta a probabilidade da égua ovular ap6s o
tratamento. Nao devem ser escolhidas para o tratamento éguas com ovarios pequenos e
inativos, mas sim éguas com ovarios contendo mdaltiplos foliculos (20 — 30 mm de
diametro), independente se estdo apresentando sinais de estro (SCHUTZER, 2012).

O uso de progesterona em éguas de transicdo foi primeiro relatado por Niekerk
et al. (1973), onde a injecdo de 100 mg de progesterona oleosa foi administrada
diariamente durante sete dias em éguas na fase de transicdo final, promovendo a
ovulacdo entre seis a sete dias apds o final do tratamento. Outro meio de se administrar
progesterona para éguas € através de dispositivos intravaginais, que tém se mostrado
consistentes na inducdo da primeira ovulacdo da estacdo de monta em éguas em
transicdo primaveril (STORER et al., 2009). Entretanto, éguas submetidas ao uso de
dispositivos de progesterona intravaginais apresentaram no momento da remocdo do
mesmo algum grau de vaginite, evidenciado por corrimento vaginal purulento ao redor
do dispositivo usado (CUERVO-ARANGO & CLARK, 2010). Na ultima década,
compostos de progesterona de longa acdo tém sido disponibilizados, permitindo a
administracdo de progesterona em uma Unica dose. Esses compostos de acdo prolongada
liberam progesterona a uma taxa controlada durante um periodo de sete a 10 dias,
podendo entdo ser utilizados em uma Unica dose de maneira simples e de baixo custo
(STAEMPFLI et al., 2011).

Esses experimentos baseiam-se na hipotese de que o brusco aumento e queda
dos niveis de progesterona em éguas em anestro possam estimular a producdo e
liberacdo de GnRH pelo hipotalamo, com consequente aumento da liberagdo dos
hormbnios LH e FSH pela hipdfise, fundamentais para estimulacdo do crescimento
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folicular e ovulacdo. O crescimento folicular € inibido durante o tratamento com
progesterona. Acredita-se que o LH contido na hipofise se eleve durante o tratamento
com progestageno, resultando em um aumento da secrecdo de gonadotrofinas apos o
término do tratamento. Depois de cessado o tratamento, apenas um foliculo pré-
ovulatorio se desenvolve e ocorre a ovulacdo (MCKINNON et al., 2011).

A progesterona pode ainda ser utilizada em associacdo a Prostaglandina F2a
(PGF,,). De acordo com Randel et al. (1996), a PGF,, poderia aumentar o
desenvolvimento folicular via aumento da sensibilidade da hipofise ao GnRH. Segundo
Noden et al. (1978), a diminuicdo da progesterona sérica 24 horas ap0s o tratamento
com PGF,, foi precedida por um aumento transitorio no sangue de progesterona, LH e
estradiol. Esses autores afirmaram que, alternativamente, a PGF,, pode estimular
diretamente a producéo de estradiol in vivo como aconteceu in vitro durante a cultura de
foliculos bovinos. Em estudos mais recentes, foi demonstrado que a injecdo de P4 em
combinacdo com a injecdo de PGF,, dez dias mais tarde foi mais eficaz que a aplicagéo
isolada de cada um desses hormonios para iniciar atividade ovariana e aumentar a
proporcéo de éguas em transicao primaveril exibindo ciclicidade estral. Acredita-se que
nesse estudo a PGF agiu com a P4, via mecanismo de mimica de um ciclo estral normal.
Com esta combinacdo, provavelmente o centro pulsatil hipotalamico de GnRH foi
inibido por um periodo, possibilitando a hipéfise secretar FSH/LH, que entdo foi

desblogqueado, permitindo um desenvolvimento folicular (BOTELHO, 2012).
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3. Material e Métodos

3.1. Animais experimentais

O presente trabalho foi realizado na area de Reproducdo Animal do
DRAA/IZ/UFRRJ, localizado no municipio de Seropédica — RJ (LAT. 22°46'17.44" S e
LONG. 43°40'25.98" O), durante o periodo de transicdo primaveril (agosto-setembro) e
inicio do periodo reprodutivo (outubro) de 2015. Foram selecionadas, COM BASE NO
EXAME GINECOLOGICO, 27 éguas da raca Mangalarga Marchador, com idade entre
5-12 anos, escore corporal entre cinco e sete e com historico de atividade reprodutiva
normal. Os animais eram mantidos a pasto e tiveram como alimentacdo: pastagem e

concentrado produzido pela prépria universidade.

3.2. Grupos experimentais
As éguas selecionadas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos:

Grupo 1- Controle (n=9) - sem tratamento hormonal,

Grupo 2- P4 + PGF,, (n=9) - 1500mg de progesterona de longa acéo, por via
intramuscular (1.M.), e sete dias ap0s, 7,5 mg de Dinoprost (PGF»,), IM;

Grupo 3- Aspiracéo folicular via transvaginal + PGF,, (n=9) - Maior foliculo (>25

mm) aspirado e sete dias apds, 7,5 mg de Dinoprost (PGF,,), IM.

A aplicacdo de todas as injecGes seguiram os cuidados inerentes a prética.

3.3 Exame Ultrassonografico
Previamente ao inicio do experimento, todas as éguas foram avaliadas por meio
da ultrassonografia transretal (Mindray DPS 2200 Vet SP-Brasil, com sonda linear de
5,0MHz, a fim de observar as condi¢des ovarianas e uterinas. O critério de selecdo para
0 presente estudo foi a auséncia de corpo luteo, bem como a presenca de foliculos
ovarianos >25 mm. Posteriormente a esta avaliacdo, a atividade reprodutiva foi

monitorada a cada 48 horas até 0 momento da segunda ovulacdo de cada égua.

3.4 Aspiracao Folicular
Para realizacdo do procedimento, as éguas foram contidas em brete e sedadas
utilizando 0,5 mg/kg, por via endovenosa (EV), de Cloridrato de Xilazina 10 % e 0,02-
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0,04 mg/kg, (EV), de Cloridrato de Detomidina. Para obtencéo de relaxamento retal foi
utilizado 0,2 mg/kg de Hyoscina N-butyl bromide (Butylscopolamina), (EV). As éguas
receberam duas doses de 1 mg/kg, de Flunixin Meglumine, (EV), sendo a primeira dose
administrada antes do procedimento de aspiracao folicular e a segunda 24 horas apos,
visando uma acdo analgesica e anti-inflamatoria. Receberam ainda Enrofloxacina 10%
(5 mg/kg) administradas a cada 24h durante trés dias. Para a aspiragéo folicular via
transvaginal foi utilizado o aparelho de ultrassonografia equipado com um transdutor
microconvexo de 5,0MHz com guia de polietileno contendo uma agulha de duplo lGmen
de 12 Gauge. O procedimento para aspiracdo foi realizado conforme preconizado por
Carnevale (2004). O transdutor foi posicionado no férnice da vagina, ipsilateral ao
foliculo que foi aspirado. O ovério foi manipulado por via transretal e o(s) foliculo(s)
posicionado(s) sobre a linha de aspiracdo visualizada no monitor do aparelho de
ultrassonografia. A agulha foi posicionada de modo a atravessar a parede vaginal e
ovariana até alcancar o interior do(s) foliculo(s). O contetdo folicular foi aspirado com

0 auxilio de uma bomba de suc¢do a vacuo com pressao proxima a 150 mmHg.

3.5 Anélise Estatistica

Para a avaliacdo da porcentagem de éguas que ovularam até os primeiros 16
dias do experimento, foi utilizado o teste exato de Fischer. Para avaliar a média do
intervalo entre o inicio do tratamento e a primeira ovulacdo e a média do intervalo entre
a primeira ovulacdo e a segunda, foi efetuada a anéalise de variancia (ANOVA) seguida
quando necessario pelo teste Tukey. Todas as estatisticas foram consideradas
significativas quando p<0,05.
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4. Resultados e Discussao

A proposta de avaliar um protocolo utilizando a biotécnica de aspiracéo folicular
para a antecipacdo da primeira ovulagdo da estacdo reprodutiva se baseou em
observacdes de experimentos anteriores. Hinrichs et al. (1991), avaliaram o efeito da
aspiracdo de foliculos pré-ovulatérios de éguas ciclicas, em relacdo a sua capacidade de
luteinizagdo e funcdo luteal. Nesse estudo, a aspiracdo de foliculos pré-ovulatérios de
éguas ciclicas foi associado a uma significante antecipacdo da funcgdo luteal,
determinado pelo tempo de crescimento dos valores de progesterona. Esses achados
confirmam a ideia de que o fluido folicular apresenta um inibidor da luteinizacéo,
indicando que se houver a retirada deste fluido precocemente, ndo seria necessario
esperar até os dias finais de maturacdo folicular para que se desenvolva um corpo llteo
funcional.

Montechiesi (2009) demonstrou que a aspiracdo de foliculos >25 mm permite
que as celulas foliculares se transformem em tecido luteal ativo capaz de produzir
progesterona, alcancando concentragbes compativeis com o diestro. Em outro estudo,
81,8% (9/11) das éguas, em transicdo primaveril, apresentaram formacao luteal apds
aspiragdo de foliculos com diametro > >30 mm. (ALJARRAH, 2004). Portanto os
trabalhos supracitados dao suporte de maneira esperada a hipGtese central deste
trabalho, acreditando-se que a estrutura luteal formada a partir da aspiracdo folicular,
produziu concentracdes de P4 suficientes para inibir o centro pulsatil hipotalamico de
GnRH. Esta inibicdo foi interrompida ap6s o inicio da lutedlise, promovida através da
administragéo de 7.5 mg de Dinoprost (PGF»,.). Desta forma, via mecanismo de mimica
de um ciclo estral normal, foi permitido o crescimento de uma nova onda folicular,
devido a queda da progesterona e aumento da concentracdo de FSH e LH, com
consequente ovulacao de seu foliculo dominante.

Através do exame ultrassonogréafico, observou-se (Tabela 1). que no grupo G3
(aspiracédo + PGF,,), todas as eguas (9/9) apresentaram estruturas semelhantes a um CL,
48h apds o procedimento. Estes dados diferem dos encontrados por Montecchiesi
(2009) e Mozzaquatro et al., (2012), que aspirando foliculos >25 mm verificaram a
presenca de uma estrutura luteal em 66,7% e 57,1% das éguas, respectivamente. Um
fator importante, e que pode justificar a razdo de todos os foliculos aspirados no

presente trabalho responderem positivamente ao procedimento, foi a ndo retirada das
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células da granulosa pela escarificacdo da parede no momento da aspiracdo. A remoc¢ao
das células foliculares pode induzir a formacdo de um CL com baixo nimero de células
luteas (NISWENDER et al., 2002) e de baixa qualidade, uma vez que as células luteais
grandes (20 a 45um de didmetro) sdo originadas de células da granulosa e sdo
responsaveis por 80% da secrecdo de progesterona in vivo (McKINNON et al., 2011).

Dentre as nove éguas aspiradas no presente trabalho, quatro formaram uma
estrutura hiperecogénica homogénea e cinco hiperecogénicas cavitarias. Durante o
diestro em uma ovulacédo fisioldgica, o CL pode ser visto através da ultrassonografia
devido a sua intensa ecogenicidade contendo ou ndo um coagulo ndo ecogénico central.
O desenvolvimento dessa area de fluido central, ndo altera o comprimento do intervalo
interovulatério, tampouco alteram o tempo de visualizacdo ultrassonografica do CL. A
extensdo das rupturas dos componentes vasculares na parede folicular durante a
ovulacdo é que determina, ao acaso, a formacdo ou ndo do coagulo central. Ndo existe
diferencga significativa nos niveis de progesterona produzida pelo CL com ou sem centro
ecogénico (GINTHER & PIERSON, 1984; PIERSON & GINTHER, 1985).
Montechiesi (2009), ndo encontrou diferencas nos niveis de progesterona para éguas
que apresentavam ou nado cavidades luteinicas e sugeriu que estas cavidades ndo causam
efeito sobre a fertilidade.

Analisando o nimero médio de dias a partir do tratamento até a primeira
ovulacdo (Tabela 1), os grupos G1 (controle), G2 (P4 + PGF2a) e G3 (Aspiracdo +
PGF2a) apresentaram uma média de 24,9, 12,0 e 16 dias, respectivamente. Os grupos
tratados (G2 e G3) foram mais eficientes (P<0,001) que o grupo controle (G1) na
antecipacdo da primeira ovulacdo. Entre os grupos tratados, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05). Foi possivel verificar que os grupos G2 e G3 apresentaram uma
antecipacdo da primeira ovulacdo em relacdo ao controle em média de 12,2 e 8,9 dias

respectivamente.
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Tabela 1: Intervalo em dias (média + desvio padrdo) entre o inicio do experimento até a 1°
ovulacdo e antecipacdo de dias dos grupos tratados em relagcdo ao grupo controle.

Grupos Tratamentos Intervalo entre Antecipacéo de dias da 1°
tratamento e 1° OV OV em relacéo ao G1
Gl Controle (sem 249+75 0,0
tratamentos)
G3 Aspiracio 160412 8,9

folicular+ PGF2a

a

b

Valores na mesma coluna com letras diferentes diferem estatisticamente. (p<0,05)
P4 : Progesterona de longa agao
PGF2a: Dinoprost

Quando avaliado o percentual de éguas que ovularam em até 16 dias apds o
inicio do tratamento, observou-se que 88,9% das éguas do grupo G2 (P4 + PGF2a) €
66,7% do grupo G3 (P4 + PGF2a) ovularam, enquanto a primeira ovulagéo do grupo G1
(controle) aconteceu somente 18 dias ap6s o inicio do tratamento. Os grupos tratados
(G1 e G2) nédo diferiram entre si (P>0,05), entretanto foram significativamente mais
eficientes (P=0,0031) em antecipar a primeira ovulacdo da estacdo reprodutiva, quando

comparados ao grupo G1 (0%). Estes dados estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Tamanho (média + desvio padrdo) do diametro do maior foliculo e o nimero de
éguas ovuladas até 16 dias apds o inicio do experimento. Comparagdo entre o grupo controle —
ndo tratado- e 0s grupos tratados.

Grupos Tratamentos Tamanho do > N° de éguas que % de
foliculo no dia do ovularam ovulacdes até

tratamento ateé 16 dias 16 dias

Gl Controle (sem 291407 09" 00.0%

tratamentos)
G3 Aspiragao 289 +11 6/9 66,7%
folicular +
PGF2a

a,b
Valores na mesma coluna com letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).
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P4 : Progesterona de longa acéo
PGF2a: Dinoprost

Vérias estratégias terapéuticas para a antecipacdo da primeira ovulacdo tém sido
testadas. Guillaume et al. (2000), por meio de fotoestimulacdo, visaram estabelecer o
periodo minimo de dias necessario, com menor intensidade de luz e com menor duracéo
diaria de exposicdo a luz requerida, para o avan¢o do inicio da atividade ovariana de
éguas em anestro. Os autores concluiram que 35 dias foram suficientes, bem como 25W
de luz branca incandescente durante uma hora (das 4:00 as 5:00h), foram capazes de
estimular a atividade reprodutiva. Em experimento utilizando protocolos com diferentes
periodos (35 e 60 dias) de exposi¢do a luz artificial, em éguas em anestro sazonal, ndo
foi observado diferenca estatistica entre os grupos tratados em relacdo as éguas que
ovularam até 60 dias ap6s o inicio do experimento. Entretanto, obtiveram valores
significativos comparando os grupos tratados e controle, o que demonstrou a eficiéncia
do protocolo na antecipacdo da estacdo reprodutiva (SCHUTZER et al. 2014). Apesar
dos estudos com fotoestimulacdo relatarem eficiéncia nos resultados alcancados, o
longo periodo requerido (minimo de 35 dias) torna seu uso de dificil aplicabilidade,
além de requerer considerdvel investimento financeiro inicial para preparagdo da
estrutura e manutencdo dos animais durante o periodo de tratamento. O protocolo
proposto no presente estudo envolve apenas o procedimento de aspiracdo folicular, o
que torna o tratamento de facil aplicabilidade por ser uma técnica pouco invasiva, ndo
dependente de nenhum tipo de estimulacdo exdgena e apenas uma etapa € suficiente
para antecipar a primeira ovulacgéo.

Outros tratamentos hormonais também ja foram testados, visando determinar a
eficiéncia do FSH recombinante (reFSH) na estimulacdo do desenvolvimento folicular e
no avango da primeira ovulacdo em éguas em anestro sazonal. Meyers-Brown et al.
(2013) relataram eficiéncia em estimular o desenvolvimento ovariano e o avango da
primeira ovulagéo utilizando o reFSH. O tratamento teve inicio em 31 de janeiro (no
hemisfério norte) com foliculos <20mm e consistiu de duas aplicaces diarias de
0,65mg de reFSH até que os foliculos atingissem 35mm de didmetro, quando foi
administrado 2500 Ul de hCG como agente indutor de ovulacdo. Foi observado 100%
(30/30) das eguas apresentando desenvolvimento de foliculo com diametro >35mm e
somente 77% (23/30) ovularam 72 horas ap6s a aplicacdo de hCG. A porcentagem de

éguas ovulando nesse estudo foi proxima as obtidas no G2 (8/9, 88,9%) e G3 (6/9,
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66,7%) do presente experimento (Tabela 2). Entretanto, as éguas tratadas com reFSH
retornaram ao anestro. Diferentemente do presente estudo, cujas éguas tratadas,
continuaram a ciclar, pois foram acompanhadas até a ovulacdo subsequente ao
tratamento, demonstrando que nenhuma delas retornou ao periodo de transi¢ao (Tabela
3). E valido ressaltar as diferentes fases em que os tratamentos foram estabelecidos
(transicdo no presente estudo e anestro profundo em Meyers-Brown et al., 2013), o que
provavelmente justifica o anestro pos tratamento.

Durante o periodo de transicdo, Niswender et al. (2004) testaram o uso do FSH
equino purificado (eFSH) em 10 eguas. AplicacGes de 12,5mg de eFSH eram realizadas
duas vezes ao dia, iniciando quando os foliculos apresentassem tamanho >25mm até
que atingissem >35mm de diametro, quando era aplicado hCG. A ovulacdo foi
detectada em 80% (8/10) das éguas tratadas. Os autores concluiram que o tratamento
com eFSH foi efetivo em antecipar a primeira ovulacdo. Apesar da sua eficiéncia, a
obtencdo do eFSH ¢ dificil pois 0 mesmo ndo € produzido comercialmente sendo, por
isso, um fator limitante para sua aplicacdo de maneira rotineira. Desta forma, o
protocolo por meio da aspiracao folicular, pode ser utilizado como uma alternativa.

Outro recurso hormonal utilizado no auxilio da inducéo de estro regular, e até
mesmo associado ao tratamento com luz, € o uso da progesterona, que pode ser oral,
injetavel (intramuscular), dispositivo intra-vaginal de liberagdo controlada. Newcombe
JR et al. (2002), analisaram os resultados de 413 éguas em fase de transicdo que
utilizaram CIDR®(controlled internal drug release) associado a indutor de ovulagdo. As
éguas receberam dispositivos contendo 1,9g de progesterona durante 12 dias. Apos a
retirada do CIDR®, dependendo do grupo, as éguas n&o recebiam qualquer tratamento
ou eram tratadas com implante de GnRH (Ovuplant™) ou 1500-2500 Ul de hCG, ap06s
a presenca de um foliculo >30mm de didmetro. Responderam ao tratamento 80,7% das
éguas utilizadas, entretanto, apenas 53,5% das éguas que nao receberam indutores de
ovulagdo apresentaram ovulacdo. Essa média foi inferior & observada no presente
estudo, em que ndo foi feito o uso de nenhum agente indutor de ovulagdo. Os autores
concluiram que tanto o0 GnRH como o hCG foram fundamentais para que houvesse
ovulagdo. Apesar dos bons resultados na utilizacdo desse protocolo, foi relatado a
ocorréncia de vaginite. Em nosso estudo, durante os procedimentos de aspiragdo
folicular ndo foi observado qualquer efeito indesejavel, como ooforite, aderéncias ou
vaginites.
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Tabela 3: Intervalo em dias (média + desvio padrdo) entre a 1° e 2° ovulagéo.

Grupos Tratamentos Intervalo entre a 1° e 2° OV
Gl Controle 23,7+2,0
G2 P4 + PGF2a 251+31
G3 Aspiracao + PGF2a 23,3+2,0

N&o houve diferenca (P=0,2687), entre 0s grupos.
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5. Concluséo

A aspiracdo folicular durante o periodo de transi¢do primaveril, associado a
administracdo de PGF,, sete dias mais tarde foi capaz de antecipar a primeira ovulacéo
e a ciclicidade regular em éguas. Este procedimento mostrou-se téo eficaz quanto o
protocolo convencional de P4 + PGF,,. Mais estudos séo necessarios a fim de avaliar
sua eficacia em foliculos com didmetros menores que 25mm durante o periodo de
transicdo primaveril, assim como sua associac¢ao aos indutores de ovulagéo.
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