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RESUMO GERAL

Dentre os horménios indutores da ovulacdo equina, destaca-se o Acetato de Deslorelina
(AD; Sincrorrelin®, Ouro Fino, Brasil), analogo sintético ao horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), com comprovada eficacia em programas de estacao reprodutiva
equina. As prostaglandinas desempenham diversas fun¢des no organismo animal, sendo a
prostaglandina F2, (PGF2,) um potente agente luteolitico, e suas fun¢bes bidlogicas no
mecanismo da ovulacdo vem sendo estudadas. O Dinoproste trometamina (DT;
Lutalyse® Pfizer, EUA), analogo a PGF20, pode apresentar beneficios quando utilizado
em associacdo com outros hormoénios em programas de estacdo reprodutiva equina. O
objetivo foi determinar a eficiéncia do DT e sua associagdo com o analogo sintético da
GnRH, o AD na induc¢do da ovulagdo de éguas ciclicas e na melhora da taxa de gestacao.
Eguas Mangalarga (n = 30), com idade entre 4 - 15 anos e escore de condicéo corporal 5 -
6 foram examinadas diariamente através de ultrassonografia transretal. Edema 2, cérvix
aberto e diametro folicular de pelo menos 35 mm foram condi¢des minimas de inclusdo das
éguas neste estudo. Ciclos estrais (n = 52) foram distribuidas em um dos cinco tratamentos:
tratamento 1 (n = 17) 7,5 mg de DT; tratamento 2 (n = 10), 1,0 mg de AD (controlo
positivo); tratamento 3 (n = 4), 0,5 mg de AD (controle negativo); tratamento 4 (n=7), 1,0
mg de AD + 7,5 mg de DT e tratamento 5 (n = 14), 0,5 mg de AD + 7,5 mg DT. Os animais
foram examinados a cada 6 horas - o didmetro do foliculo dominante e 0 edema endometrial
foram registrados até o diagndstico da ovulacdo e a gestacdo registrada aos 12 dias pos-
ovulacdo. O nimero de tratamentos (52) e de diagndsticos gestacionais (52) foram
analisados por SAS ® (Cary - NC, EUA). Os dados da gestacdo foram submetidos a analise
do chi-quadrado utilizando o procedimento GENMOD com a opg¢éo binomial. As taxas de
ovulacdo (%) foram 62.5, 90, 75, 100 e 92.31 para os tratamentos. 1-5, respectivamente,
havendo diferiram entre o tratamentol para com os demais somente, sendo considerados
significativos os efeitos do tratamento, periodo transicional, edema pré-ovulatorio e classe
dominante, quando p <0,05. O tempo médio entre inducdo e ovulagdo foi de 54,52 + 5,19
h (17- 184 h). O diametro do foliculo pré-ovulatério médio (39,71 £ 0,23 mm e mediana
39,7 mm) e ndo diferiu entre os tratamentos. N&o houve efeito do tratamento (p = 0,67) e
periodo de transicdo (p = 0,81) na taxa de gestacao. As taxas de gestacdo ndo foram afetadas
pelo edema no momento da indugdo (p = 0,66), classe de diametro do foliculo pré-
ovulatorio (p = 0,96) e edema pré-ovulatério (p = 0,45). As taxas de ovulacdo similares,
obtidas neste estudo, confirmam a hipétese de que as associagdes entre os analogos da
prostaglandina e GnRH podem sustentar 0 mecanismo ovulatério comparado ao uso
individual do ultimo. Esse efeito complementar pode reduzir o custo dos protocolos de
sincronizacdo atualmente utilizados, que dependem exclusivamente dos analogos de
GnRH, de custo elevado. Os resultados corroboram o papel ativo das prostaglandinas no
mecanismo de ovulacgéo.

Palavras-chave: andlogos da GnRH, ovulacdo, equinos, prostaglandina, foliculo
ovulatério.



GENERAL ABSTRACT

Among the inducing hormones of equine ovulation, deslorelin acetate (DA;Sincrorrelin®,
Ouro Fino, Brasil), a synthetic analogue of gonadotrophin releasing hormone (GnRH), is
well known, with proven efficacy in equine reproductive season programs. Prostaglandins
play several roles in the animal body, with prostaglandin F2-alfa (PGF2,) being a potent
luteolytic agent, and its biologic functions in the ovulation mechanism have been studied.
Dinoprost tromethamine (DT;Lutalyse® Pfizer, EUA), analogous to PGF2,, may have
benefits when used in combination with other hormones in equine reproductive season
programs. This dissertation presents a chapter. The objective was to determine the
efficiency of DT and its association with the synthetic analogue of GnRH, DA in inducing
ovulation of cyclic mares and in improving gestational rate. Mangalarga mares (n=30),
aged between 4 - 15 years and body condition score 5 - 6 were examined daily via
transrectal ultrasonography. Edema 2, open cervix and a follicular diameter of at least 35
mm were minimum conditions of mares inclusion in this study. Estrous cycles (n=52) were
allocated to one of five treatments: treatment 1 (n=17) 7.5 mg of DT treatment 2 (n= 10),
1.0 mg of DA (positive control); treatment 3 (n= 4), 0.5 mg of DA (negative control);
treatment 4 (n=7), 1.0 mg of DA + 7.5 mg of DT and treatment 5 (n = 14), 0.5 mg of DA
+ 7.5 mg DT. The animals were examined every 6 hours — Dominant follicle diameter and
endometrial edema were recorded until ovulation and pregnancy diagnosis performed at 12
days post ovulation. Number of treatments performed (52) and number of gestational
diagnoses were recorded (52). Data were analyzed by SAS®, (Cary - NC, USA) procedures.
Gestation data were submitted to chi-square analysis using the GENMOD procedure with
the binomial option. Ovulation rates (%) were 62.5, 90, 75, 100 and 92.31 for treatments
1-5, respectively and differ among treatments1 to others. Effects of treatment, transitional
period, pre-ovulation edema and dominant follicle class were considered significant if
p<0.05. The mean time-interval between induction and ovulation was 54.52 + 5.19 h (17-
184 h). Mean pre-ovulatory follicle diameter (39.71+0.23 mm and median 39.7mm) did
not differ among treatments. There was no effect of treatment (p= 0.67) and transitional
period (p= 0.81) on gestation rate. Gestation rates were not affected by edema at the time
of induction (p= 0.66), pre-ovulatory follicle diameter class (p= 0.96) and pre-ovulatory
edema (p= 0.45). The similar ovulation rates obtained in this trial, support the hypothesis
that the associations between prostaglandin and GnRH analogues may sustain the ovulatory
mechanism compared to the individual use of the latter. This complimentary effect may
reduce the cost of synchronization protocols currently used which rely solely in the more
expensive GNRH analogues. The results corroborate the active role of prostaglandins in the
ovuluation mechanism.

Key-words: GnRH-analogues, ovulation, equines, prostaglandin, ovulatory follicle.
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1 INTRODUCAO

O Brasil lidera a producédo de embrides equinos respondendo por cerca de 50% dos
embribes transferidos no mundo (LOSINNO e UROSEVIC, 2015), sendo a inducdo da
ovulacdo um componente muito importante nesse processo. Este procedimento é necessario em
programas de reprodugéo sincronizada, que utilizam sémen congelado ou transportado a fresco;
tanto para a obtengdo de gestacdo direta em matrizes como para fertilizagdo de doadoras e
sincronizacao de receptoras nas transferéncias de embrides. Além disso, a inducao da ovulagéo
permite a diminuicdo do numero de vezes que as éguas sao cobertas, diminuindo custos e
desgaste de reprodutores e matrizes com manejos adicionais devido ao aumento do periodo de
ciclicidade da égua e diminuigdo dos ciclos estrais, levando a eficiéncias reprodutivas, nimero
de embriBes recuperados em tranferéncias de embrides e de prenhezes (FARIA e GRADELA,
2010; ALVARENGA e TONGU, 2017).

As éguas sdo poliéstricas estacionais e seu ciclo reprodutivo é dividido em estacéo
reprodutiva, com receptividade sexual durante primavera/verdo e de estacdo nédo reprodutiva,
no outono/inverno, controladas por diversos fatores, sendo o principal a variacao do fotoperiodo
anual (ROMANO et. al.,1998). Conhecendo a fisiologia reprodutiva equina, os horménios
indutores sao empregados de diversas formas, com ac¢Ges centrais e respostas diversas, afim de
maximizar a estacdo reprodutiva equina (FARIA e GRADELA, 2010; MCCUE, 2016).

Um dos hormdnios comumente utilizados, como indutor ovulat6rio em éguas em estadio
reprodutivo € a gonadotrofina cordnica humana (hCG). Esse indutor ovulatorio, injetado na fase
inicial de estro de éguas exerce funcdo semelhante ao horménio luteinizante (LH), culminando
na ovulagédo dentro de 24 a 48 horas. Estudos anteriores comprovaram que existe um fator
limitante na utilizacdo, pois este leva, em alguns casos, ao surgimento de concentragdes
elevadas de anticorpos anti-hCG, o que pode favorecer retardo no tempo ovulatorio em alguns
animais apds trés ou mais utilizagées (WILSON et. al., 1990). Além do hCG, outros horménios
naturais ou sintéticos podem ser utilizados no manejo reprodutivo de éguas, sendo o Acetato de
Deslorelina o principal indutor de ovulacdo. O GnRH (acetato de Deslorelina) sintético estimula
a secrecdao do horménio luteinizante (LH) da hipofise, aumentando as taxas circulantes desse
hormonio até 12 horas ap6s uma Unica aplicacdo intramuscular (KINO et. al., 2014).

Porém outros indutores ovulatorios, em substituicdo aos ja conhecidos hCG e Acetato
de Deslorelina vem sendo pesquisados, afim de aumentar as opcGes de escolha em eficiéncia e
economia. A prostaglandina F-2, endégena tem agdo na ovulagdo (KIENER, 2010), quando

utilizada de forma exdgena, de seus agonistas e analogos em diversas categorias animais, tem
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sua funcdo luteolitica comprovada na reproducao (ALLEN e COOPER, 1975; NEELY, 1983)
e possivelmente pode ser uma ferramenta importante na inducéo da ovulagdo em equinos em

estacao reprodutiva.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Fisiologia reprodutiva equina

As eguas sdo poliestricas sazonais e seus ciclos estrais tem duracdo média de 21 a 22
dias e demonstram receptividade sexual durante os periodos do ano de maior incidéncia
luminosa, na primavera e verdo, e diferentemente, no periodo de menor incidéncia solar ocorre
0 periodo anovulatério de anestro (GINTHER et. al., 2004). Essa caracteristica estaciondria
ocorre devido as caracteristicas dependentes de luminosidade, de fotoperiodo positivo da
espécie, que por meio do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, ativa o sistema neuro-
enddcrino desencadeando a ciclicidade e as respostas reprodutivas (FITZGERALD e
MCMANUS, 2000).

O fator de maior importancia para desencadear as respostas reprodutivas estacionarias
em éguas é a melatonina, liberada pela glandula pineal. H4& uma grande relacdo entre
hipotalamo, glandula pineal e liberacdo de horménios da reproducdo (GINTHER et. al., 2004).
Um impulso nervoso gerado através da estimulacdo da retina, se dirige ao nucleo
supraquiasmatico, ganglio cervical superior e finalmente a glandula pineal, pelas terminacdes
neurais adrenérgicas, com isso, um neurotransmissor, serotonina, € liberado, transformado em
normelatonina e ao se juntar com N-acetilserotonina o-metiltransferase (ASMT) sintetiza a
melatonina (SATUE e GARDON. 2013). Apds a liberagdo de melatonina ha a inibicdo de
GnRH e consequentemente hormdnios gonadotroficos, com supressao da ciclicidade equina em
periodos prolongados de baixa luminosidade (NAGY et. al., 2000).

A égua apresenta duas fases do ciclo estral, com duracdo média de 22 dias, quando em
dias longos. Uma fase quando em niveis crescentes de estrdgeno, apresentando receptividade a
copula, com condigdes de Utero, vagina e endométrio favoraveis ao acolhimento do sémen e
fertilizacdo do odcito, com duracdo média de 5 — 7 dias, outra fase, a égua, quando na presenca
do corpo ldteo, ndo apresenta receptividade a cépula com aumento da atividade das glandulas
endometriais e € caracterizada por concentracfes elevadas de progesterona circulante, com
concentragbes maximas proximos ao dia 8 e o sistema reprodutivo estd apto ao
desenvolvimento embrionério e fetal, com duragdo média de 15 dias finalizando a fase na

auséncia da fixacdo do embrido e secre¢des subsequentes de PGF2, (AURICH, 2011).

2.1.1 Dinamica folicular
O desenvolvimento folicular em éguas se da em ondas (BERGFELT e GINTHER,

1993), o primeiro tipo de onda folicular é denominada onda maior, que por sua vez é dividida
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em onda priméaria, com ocorréncia ap6s a metade do diestro. A onda priméaria da origem ao
foliculo ovulatdrio, ao atingir didmetro >35 mm. A segunda forma de ocorréncia da onda maior
é denominada secundaria, no estro, originando foliculos anovulatorios, com didmetro > 20 mm
(GINTHER et. al., 1989). As ondas menores que possam ocorrer, ndo apresentam foliculos
dominantes (GINTHER e BERGFELT, 1992). Embora vérios foliculos possam estar presentes
nos ovarios, normalmente somente um ou dois crescem um didmetro de 35 mm ou mais, séo
selecionados, estabelecem dominancia e ovulam, os subordinados sofrem atresia (HINRICHS,
1990).

A onda folicular na égua esta associada a um pico de FSH, trés dias antes do desvio
folicular, correspondente a 13 dias pds-ovulacdo, em média e quando os foliculos quiescentes
estdo com cerca de 13 mm (GINTHER, 2017). O inicio da divergéncia ocorre quando ha uma
diminuicdo de FSH, logo ap6s o pico, durante o diestro (ADAMS et. al., 1992), devido a inibina
e estrégeno, liberados principalmente pelo foliculo dominante, exercendo feedback negativo
sobre a liberacdo dessa gonadotrofina (DONADEU e GINTHER, 2001; GINTHER e
BERGFELT, 1993) e atresia dos foliculos subordinados (MCCUE, 1996; DONADEU &
GINTHER, 2001). Com baixas concentracdes de FSH, o foliculo dominante é capaz de
continuar a crescer numa propor¢do maior que seu competidor devido a maior quantidade de
receptores (GINTHER et. al., 2003).

A elevacdo passageira de LH plasmatico ocorre durante a divergéncia, iniciando-se a
um ou dois dias antes da sua ocorréncia, como parte da onda ovulatoria de LH (GASTAL et al.,
1999; 2000; BERGFELT et. al., 2001). Diferente de outras espécies domésticas, em éguas nao
ha um pico pré ovulatério de LH, no entanto, a concentracdo de LH é mantida elevada por
alguns dias até a ovulacdo (GASTAL et al 1999; GINTHER, 2000; AURICH, 2011).

2.1.2 Mecanismos da ovulagdo em éguas

A ovulacdo é definida como a libera¢do do ovacito 11, a partir de uma sequéncia de
acontecimentos bioquimicos, morfoldgicos e bioldgicos necessarios para que ocorra liberacGes
hormonais desencadeando na cascata ovulatoria até a ruptura do ovocito maduro (KIENER,
2010). Essa cascata ovulatoria € mediada por mudancas hormonais, com respostas vasculares e
estruturais (AZNAR et. al., 2007). Nas éguas, os foliculos se desenvolvem de forma central,
com revestimento do ovario por tecido conjuntivo resistente, com Unico ponto de ruptura,
chamada fossa da ovulacdo (YOON, 2012).
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O foliculo atinge didmetro médio de 22 cm, sendo considerado o foliculo dominante,
apos concentragdes de FSH atingirem os valores maximos (GASTAL, 1999), havendo a
supressdo dos demais foliculos e das concentracdes de FSH circulantes (GINTHER et. al.,
2003). Logo apos a selecédo, o LH controla o crescimento folicular e a secrecdo estrogénica, ao
adquirir nas células da granulosa, receptores LH (RAWLINGS et. al., 2003) no foliculo pré-
ovulatério (HSIEH et. al., 2007). O LH esta diretamente envolvido com os mecanismos da
ovulacdo, por mudancas estruturais das células da granulosa, esteroidogenese e atividade
proliferativa, e expressdo e sintese de receptores para fatores de crescimento (SHAO et. al.,
2004). Fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs) do tipo 1 e 2 estimulam tanto a
atividade mitogénica quanto esteroidogénica no foliculo dominante, em células da teca e da
granulosa (VOGE et al., 2004), além de serem fatores de induc¢éo da ciclooxigenase 2 (Cox-2),
com acao no fluxo sanguineo do foliculo pré-ovulatério, juntamente com promotores de
tumores, gonadotrofinas e interleucina 1 (KIENER, 2010). O IGF-1 livre, a inibina A e o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) tem suas concentragcdes aumentadas na divergéncia
do foliculo e diminuem na eminencia da ovulacdo, sugerindo que possam estar envolvidos no
crescimento e na sua posterior cessacdo (BASHIR et. al., 2016).

Apos atingir um didmetro maior que 40mm, o foliculo dominante tem a sua integridade
no tecido ovariano comprometida, com diminui¢do da dependéncia de FSH (GINTHER et. al.,
2008) e aumento progressivo das concentragdes de LH (BOAKARI et. al., 2017). Juntamente
com o aumento de LH ha o aumento da liberacdo de endotelina 1, angiotensina Il e peptideo
natriurético atrial, com interacdo na camada das células da granulosa dos foliculos maduros,
promovendo alteragdes no fluxo sanguineo, com agdo no processo ovulatério, por modularem
o0 tonus vascular (ACOSTA et al., 1999).

Primeiramente as mudancas vasculares ocorrem pela histamina e posteriormente é
assumida pela bradicinina e prostaglandinas (KIENER, 2010). As bradicinina e histamina tém
sua liberagéo estimulada pela interleucina 1B, com a degranulagdo dos mastécitos (GRAZUL-
BILSKA et. al., 2006). A histamina induz, juntamente com demais fatores, a ruptura do foliculo
e extrusdao do odtico maduro (ESPEY, 1992) e a bradicinina aumenta consideravelmente
quando na eminéncia da ruptura folicular, sendo um fator permissivo & estimula¢do das
prostaglandinas, promovendo a biossintese destas, por meio da ativacdo da fosfolipase A2,
liberando o acido araquidénico e levando a conversdo das prostaglandinas pelas
ciclooxigenases (YOSHIMURA et. al., 1988). As prostaglandinas iniciam o processo de lise da

parede do foliculo (ACOSTA et. al., 1999), com o0 aumento da presenca de receptores na teca
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interna de foliculos pré-ovulatorios (BERISHA et. al., 2004), com possivel acdo na
remodelagdo e na determinagdo do local de ruptura destes foliculos (FIELD et. al., 2014). A
PGE: induz a hiperemia no ovario, especificamente no foliculo dominate, com aumento do
fluxo sanguineo a medida que a ruptura do foliculo se aproxima e a PGF2a aumenta as
concentragfes no foliculo, com conseguente vasoconstricao e reducdo do fluxo sanguineo no
apice do foliculo (YOON, 2012).

A liberacdo de prostaglandinas intrafolilular também esta associada a liberacdo da
enzima éxido nitrico sintase endotelial (NOSe) (ACOSTA et. al., 1999) que sintetiza o0 6xido
nitrico (NO) (GRAZUL-BILSKA et. al., 2006), nas células da granulosa dos foliculos, com
fungBes variadas. O NO dilata a musculatura lisa e vasos sanguineos, libera PGE: e
prostaciclinas pelas ciclooxigenases (KIENER, 2010), porém seus mecanismos nos ovarios nao
sdo totalmente conhecidos. Sugere-se que NO module a esteroidogénese folicular, com acéo na
progesterona, sendo demonstrada sua relagdo positiva ao estradiol pelas células da granulosa,
podendo ter acdo direta, quando em altas concentragcfes, na modulacdo da enzima aromatase,
envolvida na conversdo da androstenediona em estradiol (KHAN et. al., 2015), no comeco da
divergéncia folicular, de modo a ndo interferir no crescimento folicular por inibir que os
foliculos subordinados adquiram dominancia (FORTUNE, 2003).

O aumento de LH leva a liberagdo de fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-a),
ocasionando a inducgéo de colagenases, com a degeneracdo da base da membrana que sustenta
o0 epitélio e também da granulosa do foliculo, dessa forma formando o estigma por estreitamento
da parede ovariana, considerados resultantes da transducgédo dos sinais apoptéticos. O conjunto
desses diversos fatores leva ao contato intimo das células do ovario com as células epiteliais do
foliculo, caracterizando a ruptra folicular e consequente ovulagdo (SOUZA et. al., 2010).
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2.2 Indutores de Ovulagdo Equina
3.2.1 Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) como indutor da ovulacgéo

A hCG é uma glicoproteina produzida e secretada por células da placenta humana e,
quanto utilizada no estro de éguas se comporta de forma semelhante ao LH (WILSON et. al.,
1990), sendo o medicamento mais utilizado em programas de inducéo de ovulagdes e reducéo
de duracédo do estro em éguas (McCUE et. al., 2004; KUHL et. al., 2017).

A hCG contém duas cadeias peptidicas, com galactose e hexosamina, e meia-vida de
oito a 12 horas (VOSS et. al., 1993). Devido a sua semelhanca com o LH, o hCG estimula os
receptores foliculares, com mesma acdo de maturacdo e ovulacdo (WILSON et. al., 1990), essa
semelhanca se d& devido as sub-unidade alfa e seqiiéncia de aminoécidos da sub-unidade beta,
em parte similares as da gonadotrofina coridnica equina (eCG) e outras gonadotrofinas
(SUGINO et. al., 1987).

O tratamento com hCG se da quando os foliculos se apresentam 35 mm ou mais de
didmetro (NEWCOMBE et. al., 2011). O sucesso é relatado quando utilizada via intramuscular,
intravenosa ou subcutanea, com doses variando de 1000 a 5000 Ul, com uma taxa de ovulacéo
variando entre 70 a 100% (BARBACINI et. al., 2000; AWAN et. al., 2016) e tempo de resposta
entre 24 e 48 horas (SAMPER et. al., 2002). Porém, foi relatada eficacia em doses de tratamento
de hCG mais baixas, como 750 Ul (MOREL e NEWCOMBE, 2008).

O uso repetido desta gonadotrofina implica na reducdo de sua eficécia, pela formacéo
de anticorpos ap0s repetidas aplicacdes (WILSON et. al., 1990; BARBACINI et. al., 2000),
com variacao de resposta na estacdo de monta, com menor eficacia no periodo de transicdo e
em éguas mais velhas (BARBACINI et. al., 2000).

2.2.2 Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH): seus analogos na reproducao
equina

O GnRH natural (gonadorrelina) e seus analogos, por meio da liberacdo de LH
enddgeno, levam a ovulacdo (BARRIER-BATTUT et. al., 2001), porém o uso do GnRH
natural, em éguas nas quais se pretende sincronizar a ovulagdo, ndo se mostra uma ferramenta
viavel devido a sua curta meia-vida e poténcia (SAMPER, 2008). Analogos de GnRH séo
utilizados na inducéo de éguas, que apresentam foliculos maiores que 35 mm, favorecendo a
utilizacdo de inseminagdes com melhor assertividade (BOTT et. al.,1996). Quando utlizados
diferentes analogos de GnRH, ndo houve diminui¢do na variabilidade do intervalo de ovulacdo
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utilizando gonadorelina (BENTON et. al., 2010) e da mesma forma fertirelina (MARCHIORI
et. al., 2009).

O analogo Acetato de Deslorelina, um peptideo sintético € um dos mais utilizados na
reproducdo equina, estimulando a liberagcdo de LH e FSH a partir da glandula hipofise anterior
(CAMPBELL, 2012). Sua a¢do na diminuicdo do tempo de ovulagdo se da por interacdo com
receptores de GnRH (GnRHr), estimulando a liberacdo de gonadotrofinas pela hipofise.
Quando utilizado analogos ao GnRH de forma continua ha reducéo da regulacdo de GnRHr,
com diminuicédo da sensibilidade da hipofise ao GnRH enddgeno e consequente diminuicéo da
pulsatilidade do LH (SCHNEIDER et. al., 2006).

O Acetato de Deslorelina parece ser, aproximadamente, 100 vezes mais potente que 0
GnRH (PADULA, 2005), acelerando a ovulacdo de foliculos pré-ovulatérios menores
(CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008). Ao realizar a administracdo do agonista no
momento adequado, a inducdo da ovulacdo se da em intervalo muito estreito, de 40-46 horas,
quanto utilizada na forma injetéavel, lenta (I.M.) e na concentragdo de 1,5 mg (MCCUE et. al.,
2007).

Melo et. al. (2012), sincronizou éguas com Acetato de Deslorelina e observou que
apenas 6,9% ndo responderam ao tratamento em até 48 horas, mostrando que esse agente
indutor funciona de forma eficaz na inducdo da ovulacdo de éguas em periodo fértil. Esses
autores utilizaram 1,0 miligrama (mg) de deslorelina em veiculo injetavel de liberacdo lenta
(I.M.), detectaram ovulacdes em 79,3% das éguas entre 24 e 48 horas apds sua aplicacao,
quando estas apresentavam um foliculo >35mm.

A hCG, comparativamente a deslorelina parece funcionar melhor no inicio da estacéo
reprodutiva. Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de que a hCG atua diretamente no
ovario, enquanto a Deslorelina estimula a hip6fise anterior e com isso estimula maior liberacédo
de LH (SQUIRES, 2008). Porém os dados sdo poucos e divergentes quanto as respostas, ndo
havendo diferenca entre as taxas de ovulacdo obtidas com Deslorelina e hCG no periodo

transicional ou na estacdo ovulatoria (GOMES et. al., 2014).

2.2.3 Prostaglandina F-2 « (PGF2 «): seus analogos na reproducéo equina
As prostaglandinas sdo moléculas de lipideos pequenas, que no organismo exercem
diversas funcdes, reprodutivas, imunoldgicas, renais, dentre outras (HARRIS et. al., 2002). As

prostaglandinas sdo sintetizadas por acidos graxos essenciais, principalmente derivada do acido
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araquidonico (&cido 5,8,11,14-eicosatetraendico) e sua reacdo é catalisada pela Prostaglandina
endoperoxido sintase, produzindo endoperoxidos PGG-2 e PGH-2. Estes degradam
espontaneamente levando & formacao das prostaglandinas (GREEN et. al., 1981). A PGH-2 é
convertida em varias prostaglandinas, incluindo PGI12, PGF2,, PGD2 e PGE2 (HARRIS et. al.,
2002).

A PGF2,, um &cido graxo de cadeia longa modificado (GINTHER, 1971), é um potente
agente luteolitico (ALLEN e COOPER, 1975; KINDAHL et. al., 1976; NEELY, 1983), A
lutedlise fisioldgica, é iniciada aproximadamente 14 dias ap6s a ovulacdo e com tempo medio
de 23 horas. Ap0s a sintese e secrecdo pelas células endometriais uterinas, a PGF2, chega aos
ovarios pela via simples, artéria uterina que irriga diretamente os ovarios (GINTHER et. al.,
2011). Levando ao declinio da producéo e secrecdo de progesterona e perda dos componentes
e integridade celulares pela apoptose celular, concomitante a lutedlise morfoldgica, onde a
estrutura do corpo luteo é quebrada. Esta etapa € marcada pela reducdo do suprimento vascular,
proliferacdo do tecido conjuntivo, aumento da desorganizacéo celular, degeneracéo e fagocitose
das células luteais (MIYAMOTO et. al., 2009).

Como forma de diminuir o tempo de permanéncia das éguas em diestro (ALLEN e
COOPER, 1975; COFFMAN e PINTO, 2016) e potencializar seu uso reprodutivo, o uso de
PGF2, exogenos na luteolise do CL resulta em concentracbes menores de progesterona
circulante, com consequente aumento das concentracdes de LH e FSH, e retorno ao estro entre
2 e 4 dias e posterior ovulacdo em média aos 7 dias ap6s administracdo no oitavo dia do diestro
(NETT et. al., 1979; WITHERSPOON et. al., 1975).

A PGF2, pode ser administrada pelas vias intramuscular (IM), intravenosa (1V), intra-
uterina (IU) ou intra-luteal, a via IM é a de maior praticidade e que apresenta menores efeitos
colaterais. Estudos mostram que a égua € muito mais senssivel a acdo da PGF2, em relacdo as
outras espécies (ALCANTARA et. al., 2005; ALLEN e WILSHER, 2017). Os efeitos colaterais
sdo observados em 10% das éguas, poucos minutos ap6s a administracdo com sinal clinico mais
frequente de sudorese, podendo haver também taquicardia, distrbios abdominais,
incoordenacdo motora e prostracdo (Lutalyse®, Pfizer Satide Animal).

Novos questionamentos quanto as atribui¢fes das prostaglandinas no ciclo reprodutivo
em eguas vem sendo levantados. Estas sdo parte essencial da ovulacdo (ROBKER et. al., 2000).
Em um estudo realizado com ratas, comparando-se diferentes prostaglandinas, PGE> e PGF2,
na ovulacdo (GAYTAN et. al., 2002), a PGE. se mostrou superior na ruptura de foliculos

dominantes em comparacdo a PGF2,, porém quando avaliadas concentracdes de
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prostaglandinas no liquido folicular de éguas tratadas com hCG (WATSON e HINRICHS,
1988; GINTHER et. al., 2009) houve uma proporcéao de 4:1 de PGE> e PGF2,, sugerindo que
ambas prostaglandinas desempenham papel na ovulacdo equina. Mais recentemente, em um
trabalho retrospectivo (BURDEN et. al., 2015), onde foram avaliadas éguas tratadas com
cloprostenol, um analogo sintético de PGF2,, observou-se um intervalo de ovulagdo inverso ao
didmetro folicular, com um menor tempo de ovulagdo as aquelas com didmetro maior que 35
milimetros. Um analogo PGF2,, Fenprostaleno, na concentragcdo de 250 microgramas, foi
utilizado em éguas com trés dias de estro, para ovulacédo, havendo 80% das éguas ovuladas com
48 horas, diminuendo também a duracdo do estro, diferindo do controle a base de solugéo salina,
demonstrando que analogos de PGF2, podem ser eficientes indutores (SAVAGE e
LIPTRAP,1986). Em contraste, quando utilizado Luprostiol, outro analégo de PGF2, em
comparacdo com um analogo de GnRH e hCG, houve diferenca entre os indutores, sendo o
Luprostiol menos eficaz em diminuir o tempo entre tratamento e ovulagéo, sugerindo que esse
analogo de PGF2, ndo induz a liberacdo de LH e FSH suficientes para estimular a ovulagdo na
espécie equina (HARRISON et. al., 1991).

Em uma série de estudos em relacdo a ocorréncia de foliculos hemorragicos
anovulatérios (FHA), a PGF2,, na forma de seu anéalogo cloprostenol aplicada de forma
sistémica logo ap6s o surgimento dessa patologia, teve resultados promissores na inducéao
ovulatoria (CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008). Porem quando induzido o HAF por
meio de inibidor de sintese de prostaglandina, a aplicacdo sistémica de cloprostenol teve
resultados desapontadores (CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2012). E quando utilizado
a administracdo intrafolicular da associacdo de PGF2, e PGE2 em éguas com HAF induzido, as
ovulagdes e prenhezes subsequentes ao tratamento foram satisfatérias (MARTINEZ-BOVI e
CUERCO-ARANGO, 2016).

Duas preparacdes comerciais sdo utilizadas em tratamentos hormonais em éguas: 0
cloprostenol sddico e a dinoproste trometamina (Figura 2), ambas sdo analogos sintéticos da
PGF2,. Dinoproste trometamina tém a mesma forma molecular da ocorréncia natural da
molécula de PGF2,, enquanto cloprostenol sddico é considerado agonista (EMEA, 20044, b;
ESTERMAN et al., 2016). O tempo de meia-vida dessas substancias sintéticas é diferente,
cloprostenol sodico aproximadamente 3 horas, enquanto Dinoproste trometamina minutos
(EMEA, 2004a, b).
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Figura 1 — Moléculas de Dinoproste trometamina e Cloprostenol, andlogos sintéticos de PGF2,
Q

A B
OH

A: forma molecular de Dinoproste trometamina; B: forma molecular de CloprostenolFonte:
<pubchem.nchi.nlm.nih.gov> Acessado em: 21 mar. 2017)
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A capacidade de iniciar a ciclicidade estral das éguas é influenciada por fatores
ambientais, como a incidéncia luminosa das estacdes sazonais. Devido a essa influéncia é
necessaria a maximizacao do periodo reprodutivo desses animais, sendo utilizado diferentes
hormonios sintéticos analogos aos horménios reprodutivos enddgenos.

Aa prostaglandinas enddgenas sdo importantes substancias na cascata ovulatoria e a
utilizacdo destas na formas de analogos sintéticos podem ter fungédo similar ou somatéria, como
no caso do analogo sintético Dinoproste trometamina, de forma molecular semelhante a PGF2,
enddgena na espécie equina.

Dessa forma os objetivos propostos sao:

3.1 Objetivo geral
Conduzir uma andlise das respostas a inducdo da ovulacdo em éguas, comparando 0s

efeitos do Dinoproste Trometamina, do Acetato de Deslorelina e de suas associagoes.

3.2 Objetivos especificos

-Verificar o efeito de inducgdo ovulatéria do Dinoproste Trometamina com o tempo de ovulacéo;
-Verificar o efeito de inducdo ovulatéria do Acetato de Deslorelina com o tempo de ovulagéo;
-Verificar o efeito de inducdo ovulatoéria da associagdo do Dinoproste Trometamina e Acetato
de Deslorelina com o tempo de ovulacéo;

-Verificar o efeito de inducdo ovulatoria do Dinoproste Trometamina sobre as taxas de gestacao
quando utilizados esses diferentes indutores da ovulagdo em monta natural;

-Verificar o efeito de inducdo ovulatoria de Acetato do Deslorelina sobre as taxas de gestacao
guando utilizados esses diferentes indutores da ovulacdo em monta natural;

-Verificar o efeito de inducdo ovulatoria da associacdo de Dinoproste Trometamina e Acetato
de Deslorelina sobre as taxas de gestacdo quando utilizados esses diferentes indutores da
ovulagdo em monta natural;

-Avaliacdo da acdo desses diferentes indutores hormonais em animais com diferenca na
condicdo do ambiente em que os animais estardo submetidos, afim de registrar a eficiéncia dos

farmacos envolvidos.
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Ii. Resumo

O objetivo foi determinar a eficiéncia do dinoprost trometamina (DT;Lutalyse® Pfizer,
EUA) e sua associagdo com o andlogo sintético da GnRH, o acetato de deslorelina
(AD;Sincrorrelin®, Ouro Fino, Brasil) na inducdo da ovulagio de éguas ciclicas e na
melhora da taxa de gestacdo. Eguas Mangalarga (n = 30), com idade entre 4 - 15 anos e
escore de condicdo corporal 5 - 6 foram examinadas diariamente através de
ultrassonografia transretal. Edema 2, cérvix aberto e diametro folicular de pelo menos 35
mm foram condi¢des minimas de incluséo da égua neste estudo. Ciclos estrais (n = 52)
foram distribuidas em um dos cinco tratamentos: tratamento 1 (n = 17) 7,5 mg de DT; 2
(n =10), 1,0 mg de AD (controlo positivo); tratamento 3 (n = 4), 0,5 mg de AD (controle
negativo; tratamento 4 (n =7), 1,0 mg de AD + 7,5 mg de DT e tratamento 5 (n = 14),
0,5 mg de AD + 7,5 mg DT. Os animais foram examinados a cada 6 horas - o didmetro
do foliculo dominante e o edema endometrial foram registrados até o diagndstico da
ovulacdo e a gestacdo registrada aos 12 dias p6s-ovulacdo. O nimero de tratamentos (52)
e de diagndsticos gestacionais (52) foram analisados por SAS ® (Cary - NC, EUA). Os
dados da gestacéo foram submetidos a analise do chi-quadrado utilizando o procedimento
GENMOD com a opgéo binomial. As taxas de ovulagdo (%) foram 62.5, 90, 75, 100 e
92.31 para os tratamentos. 1-5, respectivamente diferindo entre o tratamento 1 dos
demais, sendo considerados significativos os efeitos do tratamento, periodo transicional,
edema pré-ovulatdrio e classe dominante, quando p <0,05. O tempo médio entre inducdo
e ovulacdo foi de 54,52 £ 5,19 h (17- 184 h). O diametro do foliculo pré-ovulatério médio
(39,71 + 0,23 mm e mediana 39,7 mm) e nao diferiu entre os tratamentos. Nao houve
efeito do tratamento (p = 0,67) e periodo de transicdo (p = 0,81) na taxa de gestacdo. As
taxas de gestacdo ndo foram afetadas pelo edema no momento da inducéo (p = 0,66),
classe de diametro do foliculo pré-ovulatério (p = 0,96) e edema pré-ovulatério (p = 0,45).
As taxas de ovulacdo similares, obtidas neste estudo, confirmam a hipdtese de que as
associacOes entre os andlogos da prostaglandina e GnRH podem sustentar 0 mecanismo
ovulatério comparado ao uso individual do Ultimo. Esse efeito complementar pode
reduzir o custo dos protocolos de sincronizagdo atualmente utilizados, que dependem
exclusivamente dos analogos de GnRH, de custo elevado. Os resultados corroboram o
papel ativo das prostaglandinas no mecanismo de ovulacéo.

Palavras-chave: analogos da GnRH, ovulagdo, equinos, prostaglandina, foliculo
ovulatorio.

iii. Introducao

A inducdo hormonal é uma importante ferramenta usada em programas de
reproducdo assistida equina, permitindo a diminui¢do do nimero de vezes que éguas sdo

cobertas, reducdo de custos e desgaste de reprodutores e matrizes com manejos
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adicionais. Com destaque no aumento do periodo de ciclicidade da égua e diminuicao dos
ciclos estrais, levando a maior eficiéncia reprodutiva, nimero de embrides recuperados e
de prenhezes (Faria e Gradela, 2010). Esses tratamentos farmacologicos, juntamente com
métodos de diagndsticos (Allen e Wilsher, 2018) e predicéo de parto (Ewert et. al., 2018),

sdo ferramentas importantes para a eficacia e economia desses programas.

A gonadotrofina coriénica humana (hCG) é uma glicoproteina que se comporta
de forma semelhante ao horménio luteinizante (LH) na espécie equina (Wilson et. al.,
1990), sendo o medicamento mais utilizado em programas de inducdo de ovulacgdes e
reducdo de duracdo do estro em éguas (McCue et. al., 2004; Kuh et. al., 2017). Seu
sucesso é relatado em programas de estacdo reprodutiva com taxas de ovulagdo variando
entre 70 a 100% (Barbacini et. al., 2000; Awan et. al., 2016) e tempo de resposta entre 24
e 48 horas (Samper et. al., 2002; Phetudomsinsuk, 2017), porém com eficécia reduzida
quando aplicada em repetidas vezes no mesmo animal, pela formacdo de anticorpos

(Wilson et. al., 1990; Barbacini et. al., 2000).

Outros indutores ovulatérios vem sendo criados a fim de fornecer opgbes de
utilizacdo em diferentes situacdes e programas de reproducdo assistida equina e com isso,
novos questionamentos quando as atribui¢bes das prostaglandinas, ndo somente como
potente indutor luteolitico (Allen e Cooper, 1975; Kindahl, 1976; Neely, 1979) mas
também em outras func¢des no ciclo reprodutivo em éguas, vem sendo levantados. Estas
sdo parte essencial da ovulacdo (Robker et. al., 2000), porém questiona-se a atribuicdo de
analogos de PGF2, como indutor ovulatorio pela ndo indugéo a liberagéo de LH e FSH

suficientes para estimulacdo da ovulagdo na espécie equina (Harrison et. al., 1991).
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O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), leva a ovulacdo de éguas em
estadio reprodutivo por meio da liberacdo de LH enddgeno (Barrier-Battut et. al., 2001)
e sua utilizacdo se da na forma de anélogo, Acetato de Deslorelina, sendo um peptideo
sintético e um dos farmacos mais utilizados na reproducdo equina. O Acetato de
Deslorelina estimula a liberacdo de LH e FSH (Campbell, 2012), com resultado
ovulatorio de aproximadamente 80% das éguas entre 24 e 48 horas apds sua aplicacédo
(McCue et. al., 2007). A hCG, quando comparada ao Acetato de Deslorelina parece
funcionar melhor no inicio da temporada reprodutiva. Essa diferenca pode estar
relacionada ao fato de que a hCG atua diretamente no ovario enquanto o Acetato de
Deslorelina estimula a hipdfise anterior e com isso estimula maior liberacdo de LH

(Squires, 2008).

O objetivo nesse estudo foi determinar a eficiéncia reprodutiva da prostaglandina
F2, associada ou ndo ao analogo sintético de GnRH, Acetato de Deslorelina, em induzir

a ovulacéo de éguas ciclicas e promover aumento na melhoria da taxa gestacional destas.
iv. Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado respeitando-se os principios éticos da experimentacdo
animal (Lei 11.794/2008) e a Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais da
UNESCO (Organizacao das Na¢des Unidas para Educacéo, a Ciéncia e a Cultura). Além
disso, o presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Universidade Federal de Lavras (Protocolo nimero 058/17).

Um total de 30 éguas reprodutoras Mangalarga, idade entre 4 e 15 anos, com

escore de condicéo corporal de 5 e 6 (escala de 1 a 9) (Henneke et. al., 1983) e peso de
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420-500 Kg, foram examinadas para comprovacdo da higidez, e posteriormente

submetidas ao delineamento experimental.

As éguas se encontravam em uma latitude 21° 14' 43 sul e a uma longitude 44°
59' 59 oeste em uma mesma fazenda. Em relagdo aos periodos na estacdo de monta, foram
considerados para efeitos de analises os seguintes periodos, 1- transicdo inicial- inicio de
setembro a final de outubro de 2017; 2- estagdo reprodutiva- inicio de novembro de 2017
a final de fevereiro de 2018 e 3- transi¢do final- inicio de marco a final de abril de 2018.
Os periodos estacionais foram definidos de acordo com dados climéticos adquiridos junto
ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, Brasil): temperatura maxima entre
inducdo e ovulacao; temperatura minima entre inducdo e ovulagdo; precipitagdo chuvosa
em milimetros cubicos entre inducdo e ovulacdo; tempo (horas) de insolacdo entre

inducdo e ovulacéo.

Os animais foram examinados diariamente via ultrassonografica (Aloka, SSD
500, transdutor linear 5.0Mhz), até caracteristicas indutoras presentes de edema uterino 2
(escala de 0 a 3; Ginther e Bergfelt, 1992), cérvix aberta e diametro folicular minimo de
35 mm (Ginther e Pierson, 1989). Para fim de exemplificacdo de parametros indutores e
ovulatorios, foram salvas imagens ultrassonograficas de diferentes estadios uterinos e
foliculares (Mindray DP-20, transdutor linear 5.0Mhz). Em desenho experimental
change-over os animais foram designados aleatoriamente para tratamentos de inducéo da

ovulagéo a cada ciclo estral (tab. 1).

Os hormdnios utilizados foram: Acetato de Deslorelina (Sincrorrelin®, Ouro Fino,
Brasil) e Dinoproste trometamina (Lutalyse®, Pfizer, EUA). No tratamento 1 (n = 17

estros) os animais receberam 1,0mg de Acetato de Deslorelina, no tratamento 2 (n= 10
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estros), 7,5 mg de Dinoproste trometamina (controle positivo), no tratamento 3 (n= 4
estros) 0,5mg de Acetato de Deslorelina (controle negativo), no tratamento 4 (n= 7
estros), 1,0mg de Acetato de Deslorelina + 7,5 mg de Dinoproste trometamina e no
tratamento 5 (n= 14 estros), 0,5mg de Acetato de Deslorelina + 7,5 mg de Dinoproste

trometamina. Todos os tratamentos foram administrados via intramuscular profunda.

A primeira hora dos tratamentos hormonais foram consideradas HO e primeiro dia
DO e os animais foram examinados via ultrassonografia transretal a cada 6 horas, com o
registro das imagens, até a deteccdo da ovulacéo e posteriormente a partir de 12 dias de
cobertura para confirmacdo gestacional. Os animais foram encaminhados para cobertura
direcionada com garanhdo testado quando observadas caracteristicas de ovulacdo
eminente (Gastal et. al., 2006a; Gastal et. al., 2006b). Os animais que ndo foram
diagnosticados como gestantes foram designados aleatoriamente para um dos cinco
tratamentos, de formas que, um mesmo animal poderia receber 0 mesmo tratamento em

ciclos estrais distintos.

As seguintes variaveis foram avaliadas em cada ciclo estral: ocorréncia de
ovulacdo (até 72 horas apds a inducdo; Harrison et. al. 1991; Samper, 2008), intervalo
(horas) da inducéo ovulatéria até a ovulacdo; diametro do maior foliculo no momento da
inducdo; diametros do crescimento folicular a cada 6 horas a partir da inducéo ovulatoria;
diametro do foliculo pré-ovulatério, que foi classificado como foliculos dominantes:
classe 1- <38mm; classe 2- 38-40mm e classe 3- > 40mm; escore de edema endometrial
no momento da indugdo ovulatdria, dicotomizados em duas classes: 1 e 2, sendo edemas
0-1 e 2-3, respectivamente; escore de edema endometrial no momento da Gltima avaliagdo
do foliculo pré-ovulatério; ocorréncia de ovulagédo até 48h ap0s a inducédo; gestacao entre

os dias 12-18 (sim/ndo) e ocorréncia de anomalias de desenvolvimento folicular, tais
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como, foliculo hemorragico anovulatério, cistos ovarianos e endometriais. O método de
mensuracdo dos foliculos e estimacdo do escore de edema endometrial no momento da

indugdo hormonal estéo apresentados na figura 1.

Os dados de intervalo ovulatorio foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov do procedimento UNIVARIATE (SAS®, Cary - NC, USA) e
constatados como distribuicdo anormal tendo sido transformados em Log e quando
constatada a normalidade foram submetidos a andlise de variancia, via procedimento
GLM (SAS®). Os dados de gestagdo foram submetidos a analise de chi-quadrado via
procedimento GENMOD (SAS®) com a opgdes de distribuicdo binomial e pscale. Os
efeitos de tratamento, periodo, edemas inicial e final (pré-ovulacao) e classe de foliculo
dominante (segundo o didametro) foram considerados significativos se p<0,05. Os dados
de didmetro do foliculo dominante foram analisados descritivamente pelo procedimento

UNIVARIATE.
v. Resultados

A taxa de ovulacédo foi de 62.5% no tratamento 1, 90% no tratamento 2, 75% no
tratamento 3, 100% no tratamento 4 e 92.31% o tratamento 5, havendo diferenca entre o
tratamento 1 e 4 e 1 e 5 (p<0.05) e ndo havendo diferenca entre tratamento 2-5 (p>0.05).
O maior tempo de crescimento folicular, a partir da indugdo com edema endometrial igual
a 2, foi de 184 horas (Trat. 1), correspondendo a 7 dias, com medida folicular indutora de
42,5mm. O menor tempo observado entre inducéo e ovulagédo foi de 17 horas (Trat. 1),
dia 1 de indugdo, com diametro folicular de 33,5mm e edema endometrial 1. O tempo
médio em horas entre inducdo e ovulacédo de todos os tratamentos foi de 54,52 + 5,19

(média + e.p.m) e tempo mediano de 44,00 (p< 0.0001), enquanto a média em milimetros
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dos foliculos pré-ovulatorios, denominados foliculos dominantes foi de 39,71 + 0,23
(média £ e.p.m) e diametro mediano de 39,70 (p< 0.0001). N&o foram observadas

anomalias de desenvolvimento folicular e uterinas.

N&o houve efeito (p=0,67) dos tratamentos sobre a taxa de gestacdo (Tabela 2).
N&o houve efeito (p = 0.81) do periodo reprodutivo sobre a gestacdo (Tabela 3). Da
mesma forma, as taxas de gestacéo ndo diferiram entre as classes de edema no momento
da inducdo hormonal (p = 0.66; Tabela 4), classes de diametro do foliculo pré-ovulatério

(p = 0.96; Tabela 5) e classes de edema no momento pré-ovulatorio (p = 0.45; Tabela 6).

vi. Discussao

Esse trabalho foi o primeiro a utilizar Dinoproste trometamina em associa¢do com

um anélogo de GnRH como indutor ovulatério em éguas ciclicas em periodo reprodutivo.

As taxas de ovulagdo ap6s inducao com acetato de deslorelina do presente trabalho
foram consistentes com aquelas dos demais trabalhos na literatura (Gomes et. al., 2014;
Burden et. al., 2015). O tempo médio de ovulagdo apds indugdo com 1,0 mg de acetato
de deslorrelina e sua associacdo, de mesma dosagem, com 7,5 mg de dinoproste
trometamina, estd de acordo com outros trabalhos, onde houve resposta a dosagem
utilizada normalmente (1,0 mg/animal) de Acetato de Deslorelina em aproximadamente
48 horas ap6s inducdo (McCue et al., 2007; Melo et al., 2012; Azevedo et al., 2015;
Boakari et. al., 2017). No tratamento 3, onde se utilizou 0,5 mg de Acetato de Deslorelina,
abaixo da dosagem indicada para desencadear ruptura folicular, o tempo médio de
resposta foi 0 mesmo dos demais tratamentos. Agonistas de GnRH, reagem com potencial
ovulatorios quando utilizados em dosagem de 0,5 mg por animal, diminuindo tempo de

ciclicidade das éguas (Lindholm et al., 2010), porém, De Almeida Silva et. al. (2016), ao
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comparar Acetato de Deslorelina a 0,75 mg com diferentes indutores, obteve tempo de
ovulacgéo superior ao tratamento com doses elevadas desse agonista, diferente do presente

estudo.

Estudos demonstram que quando utilizado prostaglandinas como indutores
ovulatorios, as respostas condizem com demais tratamentos estimuladores da ovulacéo
(Andrade el. al., 2017), da mesma forma, quando estudado os mecanismos da ovulagdo
(Hourvitz et. al., 2018) a auséncia de transportadores para as prostaglandinas inibem a
ovulacdo. Os tempos médios das ovulagcfes dos tratamentos 4 e 5 (1,0 mg de Acetato de
Deslorelina + 7,5 mg de Dinoproste trometamina; 0,5 mg de Acetato de Deslorelina + 7,5
mg de Dinoproste trometamina) ndo diferiram dos tempos de ovulagdo da deslorelina
isoladamente. Segundo Cuervo-Arango e Martiniz-Bovi (2016), as prostaglandinas sdo
dependentes do processo desencadeado pelas gonadotrofinas, principalmente o LH, para
acdo ovulatoria. Dessa forma, seria de se esperar que 0s tratamentos 4 e 5 tivessem agao
ovulatéria no tempo esperado de 48 horas ou menos, devido a aplicagdo precoce de
Acetato de Deslorelina, indutor da liberacdo das gonadotrofinas. Essa associacao,

portanto, parece desacoplar essa dependéncia da acdo sobre o LH.

O crescimento final do foliculo pré-ovulatorio e sua circunferéncia séo
considerados preditores da taxa gestacional, porém nao de taxas ovulatoria, em inducgdes
hormonais. No momento da ovulacdo induzida por Acetato de Deslorelina, as
concentracdes plasmaticas de LH se encontram elevadas, caracteristica presente logo
apos aplicacdo hormonal e que se prolonga até a ovulacdo, (Boakari et. al., 2017). A
concentracéo elevada de LH normalmente ocorre de 1 a 2 dias antes do desvio folicular
do futuro foliculo dominante (Ginther, 2017%) e suas concentragdes estdo relacionadas

diretamente com o desvio e crescimento folicular e maturacdo oocitaria (Bashir et. al.,
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2016). N&o houve diferenca nos diametros das classes dos foliculos ovulatorios e taxas
ovulatorias e gestacionais e suas médias sdo similares a literatura (EImetwally et al., 2017;
Ishak et. al., 2017; Tazawa et. al., 2017), ndo sendo o crescimento final do foliculo pré-

ovulatério um parametro de éxito na ovulacéo ou taxa gestacional no presente estudo.

As taxas de gestacdo desse trabalho foram superiores do que as relatadas por De
Leal Fonseca et. al., (2016), onde os autores apresentam um estudo retrospectivo de éguas
submetidas a inducéo hormonal com diferentes tratamentos. As taxas de ovulagdo foram
respectivamente: Controle— 54,71%; 100 Ul de hCG- 59,3%; 5,0mg de Dinoproste
trometamina— 49,55% e Dinoproste trometamina+thCG— 59,41%. O dinoproste
trometamina foi utilizado somente para indugdo do ciclo no dia 7 do diestro, 0 que
justifica, segundo os pesquisadores a formacdo de foliculos hemorragicos anovulatorios,
como descrito em outros trabalhos (Cuervo-Arango e Newcombe, 2009). Porém, no
presente estudo, ndo houve a formacdo dessa patologia, o que pode ser devido ao tempo
de aplicacdo e dosagem utilizada, ja que a aplicagdo desse agonista de PGF2a foi feita na

presenca de caracteristicas ovulatorias.

As taxas de gestacdo nas classes de edema endometrial no momento da inducéo
foram similares. Seria esperado, que a gestacdo fosse menor na classes de edema 2, pois,
nesse momento ja seria ideal que estivesse em queda. De acordo com a literatura (McCue,
2014), os foliculos induzidos no presente estudo corresponderam ao decréscimo do escore
de edema endometrial em todos os tratamentos, o que é consistente com a indicacao para
inducdo hormonal, de escore decaindo de 3 para 2, sendo mais indicado a indugéo
hormonal com edema endometrial 2, o que corresponde a diametros foliculares maiores

que 35 mm (Samper, 2008; Pinto et. al. 2017).
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As prostaglandinas podem ser um fator potencializador da acdo ovulatéria, uma vez que
componentes deterministicos para que ela ocorra sdo encontrados em concentragdes
elevadas no fluido folicular de foliculos dominantes (Kiener, 2010; Ginther, 2017°).
Sugere-se mais estudos sobre o mecanismos em diferentes associacBes hormonais
contendo prostaglandinas em éguas, pois estas além de estarem presentes nos mecanismos
ovulatorios (Acosta et al., 1999; Robker et al., 2000; Gaytan, 2002; Kiener, 2010; Yoon,
2012), estimulam fatores mediadores na producdo de corticosterona (Hindawi et. al.,
1985; Kuhl et. al., 2016), precursor de concentracdes elevados de aldosterona no fluido
folicular de foliculos em crescimento e foliculos pré-ovulatérios, com possivel funcao de
desenvolvimento e maturacdo de o0citos por acdo no sistema renina-angiotensina
ovariana (Raposo-Costa e Reis, 2000; Sneeringer et. al., 2011; Satué et. al., 2013), 0 que
poderia explicar a elevada taxa gestacional mesmo em condig¢des climaticas em diferentes
periodos estacionais, ndo somente dos tratamentos contendo apenas analogos de GnRH,

mas também com prostaglandina F2a.

Os resultados do presente estudo sugerem que a associacdo desse hormdnio com
Acetato de Deslorelina poderia exercer igual funcdo ovulatéria aos demais indutores
hormonais usualmente utilizados em programas de estacdo reprodutiva equina. Em
conclusdo, as associacdes entre os analogos da prostaglandina e GnRH podem sustentar
0 mecanismo ovulatério comparado ao uso individual do ultimo. Esse efeito
complementar pode reduzir o custo dos protocolos de sincronizacdo atualmente
utilizados, que dependem exclusivamente dos analogos de GnRH, de custo elevado. Além
do mais, resultados corroboram o papel ativo das prostaglandinas no mecanismo de

ovulagéo.
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Tabela 1 — Taxa de ovulacdo (%) observada em diferentes ciclos estrais em até 72 horas

apos tratamentos hormonais ovulatérios em éguas Mangalarga.

Tratamento* N° de animais Ciclos Estrais Ovulacgéo (%)
1 13 17 62.502
2 9 10 90.00%
3 4 4 75.00%
4 5 7 100.00°
5 11 14 92.31°
Total 42 52 81.63

Letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste chi-quadrado (p<0.05).

Tabela 2 — Taxa de gestacdo (%) observada em diferentes tratamentos hormonais
ovulatorios em éguas Mangalarga.

Tratamento™
Resultado 1 2 3 4 5 Total
Gestante Ciclos Estrais 13 9 3 4 9 38
Taxa de Gestacao (%) 25.00 1731 577 769 17.31 73.08
N Ciclos Estrais 4 1 1 3 5 14
Taxa de Gestacdo por 769 192 192 577 962 26.92
Gestante trat.
Total 17 10 4 7 14 52
% 32.69 19.23 7.69 13.46 25.42 100

* Tratamento 1 = 1,0mg de Acetato de Deslorelina (Sincrorrelin, Ouro Fino, Brasil);
tratamento 2 = 7,5 mg de Dinoproste trometamina (Lutalyse, Pfizer, EUA) (controle
positivo); tratamento 3 = 0,5mg de Acetato de Deslorelina (controle negativo);
tratamento 4 = 1,0mg de Acetato de Deslorelina + 7,5 mg de Dinoproste trometamina;
tratamento 5 = 0,5mg de Acetato de Deslorelina + 7,5 mg de Dinoproste trometamina.
v2=2.34,9l=4,p=0.67

Tabela 3 — Taxa de gestagdo (%) observada em diferentes periodos da estacdo
reprodutiva de éguas Mangalarga submetidas a protocolos ovulatérios.

Periodo*
Resultado 1 2 3 Total
Gestante Frequéncia 8.00 23.00 7.00 38.00
Taxa de Gestagdo por trat. 15.38 4423 13.46 73.08
Néo Frequéncia 5.00 8.00 1.00 14.00
Gestante  Taxa de Gestacao por trat. 9.62 1538 192 26.92
Total 13 31 8 52
% 25.00 59.62 15.38 100

* 1= periodo de transigéo inicial (inicio de setembro a final de outubro); 2= periodo de
estacdo reprodutiva (inicio de novembro a final de fevereiro); 3= periodo de transicdo
final (inicio de margo a final de abril). Definidos de acordo com dados climaticos
adquiridos junto ao INMET, Brasil.

v2=0.41,91=2,p=0.81
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Tabela 4 — Taxa de gestacdo (%) observada em diferentes edemas no momento da
inducdo hormonal ovulatéria em éguas Mangalarga.

Edema indutério*

1 2 Total
Resultado
G Frequéncia 11.00 27.00 38.00
estante «
Taxa de Gestacdo por trat. (%) 21.15 51.92 73.08
Né&o Frequéncia 5.0 9.0 14.00
Gestante  Taxa de Gestacgdo por trat. (%) 9.62 17.31 26.92
Total 16 36 52
% 30.77 69.23 100

* Escore de edema endometrial no momento da inducdo ovulatéria, dicotomizados em
grupos 1 e 2, sendo edemas 0-1 e 2-3 respectivamente (escala 0-3).
v2=0.19,gl=1,p=0.6*

Tabela 5 — Taxa de gestacdo (%) observada em diferentes didametros de foliculos pré-
ovulatorios classificados em foliculos dominantes em éguas Mangalarga.

Classe FD*
Resultado 1 2 3 Total
Gestante Frequéncia 16.00 5.00 17.00 38.00
Taxa de Gestacédo por trat. (%) 30.77 9.62 32.69 73.08
Néo Frequéncia 700 2.00 500 14.00
Gestante  Taxa de Gestagdo por trat. (%) 1346 385 9.62 26.92
Total 23 7 22 52
% 44,23 1346 4231 100.00

72=0.06, gl =2, p = 0.96

Tabela 6 — Taxa de gestacdo (%) observada em diferentes edemas pré-ovulatérios em
éguas Mangalarga submetidas a inducdo hormonal ovulatéria.

Edema PO

Resultado 0 1 2 Total
Gestante Frequéncia 25.00 11.00 2.00 38.00
Taxa de Gestagéo por trat. 48.08 21.15 385 73.08
N&o Frequéncia 800 4.00 200 14.00
Gestante  Taxa de Gestagéo por trat. 1538 7.69 3.85 26.92

Total 33 15 4 52

% 63.46 28.85 7.69  100.00

*Edemas classificados em escala de 0-3, dicotomizados, onde edemas 0 e 1
correspondem a classe 1 e edemas 2 e 3 correspondem a classe 2.
v?=157,9l=2,p=0.45
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Figura 1 — Diametro folicular e escore de condicdo de edema
endometrial, via ultrassonografica, transdutor linear transretal,
modo B, no momento de inducdo hormonal.
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A: Diametro folicular de 35.5 por 37.8 / 2 = 36.65 milimetros;
B: Edema endometrial 2 (escala de 0 a 3).
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ANEXO A — Certificado da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da
Universidade Federal de Lavras

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cba@nintec.ufla.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Comparagéo da eficiéncia de diferentes
indutores de ovulagio em éguas”, protocolo n® 058/17, sob a responsabilidade de José
Camisdo de Souza e Marcelo Siqueira El Azzi, que envolve a produgao, manutengao
elou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
homem), para fins de ensino e/ou pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas edificadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal (CONCEA), do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao
(MCTI), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Pré6-Reitoria de Pesquisa/UFLA, em reunido de 16/10/2017.

Vigéncia da autorizagdo: de 01/12/2017 a 30/12/2018

Finalidade: () Ensino (x ) Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem/raga: Equideo / Mangalarga e Mangalarga Machador

Numero de animais aprovados: 100

Peso/ldade: 500kg / 4-20 anos

Sexo: fémea

Origem dos animais (documento apresentado pelo pesquisador responsavel e
arquivado pela CEUA): Proprietério: Adeilson Carvalho; RG: M7194618 SSP-MG,
CPF: 737.090.936-00, residente em Campus UFLA, n® 13, Lavras -MG.

Prof. Juliano Vogas Peixoto
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /Comissdes Permanentes
Campus Universitério -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
cba@nintec.ufla.br - www.prp.ufia.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cba@nintec.ufla.br

CERTIFICATE

We certify that the proposal entitied "Comparison of the efficiency of different ovulation
inductors in mares" Protocol No. 058/17, under the responsibility of José Camisao de
Souza and Marcelo Siqueira E| Azzi, which involves the production, maintenance and /
or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
man), for purposes of teaching and / or scientific research, is in accordance with the
provisions of Law No. 11.794, of October 8, 2008, Decree No. 6899 of July 15, 2009,
and with the standards required by the National Council Animal Experimentation
Control (CONCEA), the Ministry of Science, Technology and Innovation (MCTI), and
was approved by ETHICS COMMITTEE ON ANIMAL USE (CEUA) of the Dean of
Research / UFLA in meeting 10/16/2017.

Authorization validity: 12/01/2017 to 12/30/2018

Finality: () Teaching (x) Scientific research

Species / strain / breed: Equine / Mangalarga e Mangalarga Machador

Number of approved animals: 15

Weight / Age: 500kg / 4-20 years

Sex: female

Origin of animals (document presented by the responsible researcher and filed by
CEUA): Proprietario: Adeilson Carvalho; RG: M7194618 SSP-MG, CPF: 737.090.936-
00, residente em Campus UFLA, n® 13, Lavras -MG.

Prof. Juliano Vogas Peixoto
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pro-Reitoria de Pesquisa /Comisses Permanentes
Campus Universitério -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
cha@nintec.ufla.br - www.prp.ufia.br
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ANEXO B - Input comandos estatisticos SAS®

data mar;

input

Estro IntOv Gest Induc Trat Per Dia ho FD Perdas Edemal ClasseFD EdemaPO;

lintov = log(intov);

cards;

proc univariate data=mar normal,
var intov ;

histogram intov / normal;

run;

proc univariate data=mar normal,
var lintov ;

histogram lintov / normal;

run,

proc univariate data=mar normal,

var fd ;

histogram fd/ normal;

run;

proc genmod ;

class trat per edemal classeFD edemaPO;

model gest= trat per edemal classeFD edemaPO /dist=bin type3 pscale ;
run;

proc freq ;



tables gest*trat / chisq;

run;

proc freq ;

tables gest*per / chisq;

run;

proc freq ;

tables gest*edemal / chisq;

run;

proc freq ;

tables gest*classeFD / chisq;

run;

proc freq ;

tables gest*edemaPO / chisq;

run;

proc gim;

class trat per edemal classeFD edemaPO;

model lintov= trat per edemal classeFD edemaPO ;
run;

proc glm;

class trat per edemal classeFD edemaPO;

model intov= trat per edemal classeFD edemaPO ;
Ismeans trat per edemal classeFD edemaPO / stderr ;
means intov;

run;
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