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RESUMO

A aplicag@o das modernas biotecnologias na reprodugdo eqiiina, dentre elas a transferéncia de embrido
e a inseminagdo artificial, requerem um rigoroso controle do ciclo estral. As peculiaridades da
fisiologia reprodutiva dos equinos, como atividade reprodutiva sazonal e também a duragdo
prolongada e muito variavel do cio em éguas ciclicas, faz com que tenha grande importancia a
detecgdo do momento 6timo da cobertura ou inseminacdo. Na vaca pode ser observado com certa
facilidade o momento 6timo de inseminagdo, devido a duragdo curta do cio, pressupondo sua
observagao correta. No eqliino tal procedimento nao ¢é possivel, isto €, a égua, normalmente, precisa
ser coberta mais de uma vez durante o cio ou a cobertura/inseminacao tem que ser determinada pelo
médico veterindrio através de controle folicular transretal, logo o presente trabalho visa mostra a
evolucdo dos tratamentos farmacologicos e esclarecer em que estadio se encontra a ferramenta
biotecnoldgica conhecida como inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).

Palavras-chave: Biotecnologia. Eqliinos. Reprodugdo. Inseminacao artificial.
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1 INTRODUCAO

Em relagdo aos equinos, a implantacdo de um programa de inseminagao artificial em tempo
fixo (IATF) deve levar varias particularidades em conta, uma delas € o processamento biotecnologico
do sémen a ser depositado no utero da égua, devido a marcada diferenga da sobrevida dos
espermatozoides submetidos a diferentes processamentos no trato genital desta espécie. Atualmente,
a deposi¢ao do sémen no trato genital das éguas a serem emprenhadas € por inseminagdo artificial
(IA) com sémen refrigerado/transportado ou congelado, portanto as [As devem ocorrer 24 horas antes
até 6 horas apds a ovulacao para s€émen refrigerado e para sémen congelado 8 horas antes até 6 horas
apods a ovulagdo. No caso de utilizagdo de sémen fresco a IA pode ocorrer 48 h antes até 6 horas apds
a ovulagdo. Depreende-se, com isto, que a sobrevida dos espermatozoides congelados/descongelados
¢ de 8 a 12 horas, a do sémen resfriado/transportado de 24 horas e do sémen nativo/fresco de 48 horas.

Estudos mostraram reservas reduzidas de espermatozoides nos ovidutos de éguas inseminadas
com sémen congelado (Reger et al. 2003) e ha evidéncias de que a criopreservacao pode induzir
permanentemente mudancas semelhantes a capacitacdo e encurtar a sobrevivéncia dos
espermatozoides no trato reprodutivo da égua (Watson et al., 2001).

Para se definir a quantidade de éguas a participar do programa de IATF deve-se levar em conta
a quantidade de doses inseminantes disponiveis no momento da inseminagdo do rebanho equino de
acordo com o tipo de s€men que se esta utilizando. Se for sémen congelado podemos ter muitas doses
a disposi¢ao no momento da inseminagdo, ja com sémen resfriado a quantidade de doses ¢ muito mais
limitada, uma vez que seu tempo de armazenamento com pouco decréscimo da fertilidade ¢ de 48 h e
um testiculo de tamanho normal produz de 6 a 8 x 10° sptz/ejaculado o que permite um nimero de 12
a 16 doses inseminantes com 500x10° espermatozoides. O sémen nativo segue os mesmos calculos
que o refrigerado com a unica diferenca de que a coleta e diluicdo devem ser feita no momento das
inseminacoes.

Um dos aspectos reprodutivos importante para se ter sucesso na IATF do rebanho equino ¢ a
sincronia dos foliculos dominantes pré-ovulatorios >35 mm de didmetro com grau de edema uterino
elevado entre as éguas, pois, neste momento, o uso de um indutor de ovulagao ¢ muito eficaz, fazendo
com que 80 a 90% das éguas ovulem num curto intervalo de tempo, apds a administragdo do farmaco,
entre 36 a 42 horas. Neste momento, consegue-se distribuir a(s) inseminagdes levando-se em conta a
sobrevida dos gametas. No caso de apenas uma inseminag¢do recomenda-se a deposi¢ao do s€émen 30
horas apds a inducdo, de forma que o intervalo de fertilizagdo sera entre 24 a 42 horas, isto € se a
ovulacdo ocorrer as 24 horas este oocito estara vidvel até as 30 horas, uma vez que sua sobrevida ¢ de

6 horas, e quando, neste momento das 30 h se deposita a dose inseminante a partir de entdo qualquer
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ovulacdo de ocorra nas proximas 12 horas assegurard o encontro viavel do odcito com
espermatozoides férteis. No caso de duas inseminagdes o intervalo da fertilizagdo aumenta muito e
se recomenta uma primeira inseminacao as 24 horas e a segunda inseminagdo as 40 horas, de forma
que a abrangéncia de provavel fertilizagdo sera a partir das 18 horas até as 52 horas.

Reger et al. (2003) descreveram um ensaio clinico com éguas sendo inseminadas duas vezes
em 24 e 40 h apos a injecdo de hCG com uma taxa de prenhes por ciclo de 76,4% (26 gestagdes em
34 ciclos) e taxa de prenhes sazonal de 86,6%. Em um ensaio clinico na Italia, 26 de 34 éguas
conceberam (76%) apos duas inseminac¢des cronometradas versus 15 de 21 (71%) conceberam apds
uma Unica inseminagdo dentro de 6 h apos a ovulagdo (Loomis e Squires, 2005). Em um estudo no
Colorado, Reger et al. (2003), ndo relataram diferenga nas taxas de recupera¢do embriondria para
éguas inseminadas uma vez dentro de 6 h apos a ovulagio com 800x 10° espermatozoides congelados
e descongelados (60%) versus éguas inseminado duas vezes, as 24 e 40 h apds a aplicacdo de
deslorelina com 400x10° espermatozoides totais por inseminacio (55%).

Portanto, o emprego da IA com sémen congelado aumenta muito a importancia do de se
determinar o momento e frequéncia de inseminagao em relacao a ovulagao, uma vez que a sobrevida
dos espermatozoides no trato reprodutivo da égua ¢ muito mais curta do que quando se utiliza o s€émen
resfriado, transportado ou sémen fresco. O uso de sémen congelado na inseminagao das éguas aumenta
de forma marcante o manejo das mesmas, de forma que contribui negativamente para a disseminagao
da técnica, uma vez que requer além do servico intenso do médico veterinario, uma habilidade técnica
mais apurada deste, o que acarreta em um marcante aumento de custo para o proprietario do haras.

A utilizagdo de sémen congelado ainda ndo ¢ totalmente incentivada em algumas racas, e ainda
ha algum ceticismo sobre isso. Alguns dos impedimentos para o comércio generalizado do emprego
de sémen congelado equino incluem custos maiores, manejo reprodutivo de éguas mais intenso, a
necessidade de profissionais experientes para processamento de sémen e acompanhamento do
momento correto na deposicao do sémen no trato reprodutivo da égua, além da fertilidade ser mais
baixa do que a do sémen fresco ou refrigerado para muitos garanhoes.

As peculiaridades da fisiologia reprodutiva dos equinos, como atividade reprodutiva sazonal e
também a duragdo prolongada e muito varidvel do cio em éguas ciclicas, faz com que tenha grande
importancia a deteccdo do momento 6timo da cobertura ou inseminagdo, diferenciando-se na vaca
onde pode ser observado com certa facilidade o momento 6timo de inseminagdo, devido a duragao
curta do cio, pressupondo sua observacao correta. No eqiiino tal procedimento ndo € possivel, isto &,
a égua, normalmente, precisa ser coberta mais de uma vez durante o cio ou a cobertura/inseminagao

tem que ser determinada pelo médico veterinario através de controle folicular transretal.
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Para obter-se uma alta taxa de prenhes na pratica eqiiina e, em dados casos, interferir no ciclo
estral com medicamentos, torna-se necessario um conhecimento aprofundado da fisiologia
reprodutiva da égua, basicamente na endocrinologia e na dindmica folicular do ciclo sexual da égua.
Os conhecimentos sobre dindmica folicular e o uso de diferentes protocolos para se obter um eficiente
controle exdgeno da mesma estdo em avangados estadios de desenvolvimento na espécie bovina,
permitindo uma relacao intima entre a fisiologia reprodutiva desta espécie € o uso de modernas
biotecnologias. Na espécie eqliina a aplicagdo de tecnologias de ponta para um melhor aproveitamento
genético e maior eficiéncia reprodutiva ainda requer intensos esforcos em funcao de suas
particularidades reprodutivas.

A expectativa presumida de vida reduzida dos espermatozoides congelados e descongelados
de garanhdes no trato reprodutivo da égua combinado com o sistema de "pela dose, sem garantia" da
comercializacdo do sémen levou a pratica de trés ou quatro exames ao dia nas éguas inseminadas com
sémen congelado (Loomis e Squires, 2005). Realizando-se, entdo, exames de ultrassom a cada 6 h
para garantir a inseminagdo do sémen no momento critico. Uma alternativa a este método ¢ a
inseminagdo em um tempo fixo apos a indu¢do com um agente ovulatorio confidvel. Os protocolos de
inseminacao em tempo fixo t€ém sido fundamentais para reduzir o nimero de exames de ultrassom
necessarios. Um protocolo de tempo fixo envolve o tratamento com um agente ovulatério confiavel e
as éguas sendo inseminadas em um horario fixo apods esse tratamento.

O objetivo do presente trabalho é o de mostrar a evolugdo dos tratamentos farmacologicos,
analisar seu emprego na préatica veterinaria e esclarecer em que estadio se encontra a ferramenta

biotecnolégica conhecida como inseminacg&o artificial em tempo fixo (IATF) em equinos.

2 JUSTIFICATIVA

A escassez de estudos relacionados a sobre a inseminacdo artificial em tempo fixo em equinos
interfere no emprego mais disseminado desta ferramenta biotecnoldgica. Com a divulgacdo de
conhecimentos relacionados a IATF em equinos, futuramente se pode desenvolver protocolos mais
eficientes que serdo fundamentais para reduzir o nimero de exames de ultrassom necessarios. A
literatura ainda traz sua parcela de novas informacGes sobre a técnica de IATF, seus impactos,
beneficios e dificuldades de emprego frente as diversas particularidades da fisiologia reprodutiva da

égua de cria.
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3 OBJETIVOS

Compilar informacdes da literatura sobre a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em
equinos, abordando as particularidades fisioldgicas desta espécie com a finalidade de descrever os
protocolos j& desenvolvidos, mostrando o estado de arte que esta intervengdo reprodutiva apresenta
nos dias de hoje.

4 METODOS

Foi realizado um levantamento bibliografico nos principais bancos de dados (PubMed,
SciELO, Periddico CAPES, Web of Science), na ferramenta de busca foram selecionados trabalhos
cientificos dos anos 1966 a 2021, algumas palavras-chaves utilizadas na busca foram “equine
reproduction, Fixed-time artificial insemination, mares, PGF2-a, progesterone, estrogen, follicular

dynamics ., foram selecionados 62 trabalhos cientificos.

5 REFERENCIAL TEORICO
5.1 USO DE PROSTAGLANDINAS

Dentre as prostaglandinas, a prostaglandina F2a (PGF2a) ¢ seus andlogos sdo os hormonios
mais utilizados na reproducdo equina. Apresenta uma excepcional contribuicdo quando utilizada
sozinha para inducdo de cio em éguas ciclicas ou quando em apoio ao uso de biotécnicas como a
inseminacao artificial e a transferéncia de embrides (Faria; Gadela, 2010).

A prostaglandina F2a, ou um dos seus andlogos ¢ um instrumento farmacologico de sucesso
na manipulacgdo do ciclo estral da égua, antecipando o cio e, conseqiientemente a ovulagdo. A PGF2a
é considerada o agente luteolitico primario em éguas, pois, em fémeas ndo gestantes, controla a lise
do corpo lateo (CL) que ocorre apos sua liberacdo pelas células endometriais entre os dias 13 e 16
apos a ovulacao (Milvae et al., 1996). No ciclo natural, na auséncia de uma prenhez, a prostaglandina
é produzida em um tempo definido (12-14 dias) ap6s a ovulagcdo. Como tal, ao promover com que 0
término da fase lateal desencadeia, com isso, o inicio das alteracdes hormonais enddgenas associados
com o estro e ovulagdo (Allen; Rowson, 1973; Loy et al., 1979; Neely et al., 1979; Cooper, 1981,
Savage; Liptrap, 1987).

Pode ser utilizada para finalizar uma fase luteal persistente ou anestro lactacional, controlar o
tempo de ovulacdo, induzir a secrecdo de gonadotrofinas, sincronizar o estro, tratar éguas com
endometrite, eliminar pseudogestacdo (Mckinnon; Voss, 1992), estimular a contracdo uterina, induzir
0 parto (Rossdale et al., 1979; Ousey et al., 1984) e promover abortamentos antes da formacdo dos

calices endometriais (35-40 dias) (Neely, 1983; Mckinnon; Voss,1992). Atua também no transporte
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espermatico, na motilidade das trompas e na contracdo do canal deferente (Hafez; Hafez, 2004). A
administracdo de prostaglandina exogena, desde que néo esteja dentro de certos momentos do periodo
da fase lutea, permite que seu encerramento possa ser controlado, e, com isto a manipulacdo do estro
e ovulagéo.

Embora a prostaglandina F20 possa ser administrada pelas vias intramuscular (IM),
intravenosa (IV), intra-uterina (IU) ou intra-luteal, a via intramuscular é a preferida, pois alia
praticidade a menores efeitos colaterais. Estes sdo observados em cerca de 10% das éguas poucos
minutos apds sua administracdo. Os sinais mais frequentes sdo: sudorese, taquicardia, disturbios
abdominais, incoordenacdo motora e prostracdo (Lutalyse®, Pfizer Satde Animal; bula do fabricante).
Além de poder ser aplicada pelas vias citadas anteriormente, Alvarenga et al. (1998) testaram a
eficacia do uso de microdoses (1/10 da dose minima recomendada) depositadas no acuponto Bai Hui
(espaco lombo-sacro) em éguas durante a fase luteinica. Verificaram o mesmo efeito luteolitico de
quando a aplicacdo da dose convencional foi feita por via intramuscular. O retorno ao estro apés a
aplicacdo é observado em dois a quatro dias (Neely, 1983) ou trés a cinco dias (Kotwica et al., 2002),
e a ovulacdo em sete a 12 dias (Neely, 1983).

Por seu efeito indireto sobre a liberacdo de GnRH e, consequentemente, de horménio
luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH), a PGF2a também pode ser utilizada para
estimular o crescimento folicular e a ovulacdo em éguas transicionais (Neely, 1983). Elas podem ser
usadas em sua forma natural (prostaglandina F2a e dinoprostromethamine 5 a 10 mg i.m. ) ou como
um analogo (a-prostol, 3 mg i.m.; fluprostenol, 0,25 pg i.m.; prostalene, 2mg s. c.; ou frenprostalene,
250 mg i.m.; coprostenol). As doses indicadas sdo as adequadas para uma égua pesando em média
400-500 kg (Le Blanc, 1995).

O sucesso da prostaglandina na sincronizacdo do estro na égua € variavel e depende da fase do
ciclo em gue ela se encontra. O corpo luteo da maioria das éguas é refratario ao tratamento prévio a
prostaglandina até o 5° dia do ciclo estral, sempre contando o dia 0 (zero) como o dia da ovulacéo
(Douglas; Ginther,1974; Loy et al., 1979). Uma boa resposta é normalmente obtida quando o
tratamento é empregado entre os dias 6° e 9° (Loy et al., 1979). Para ser bem sucedido, o tratamento
ndo deve apenas terminar a fase lGtea, mas também induzir ovulacdo. Existe uma variagcdo
consideravel entre o tempo de aplicacdo das prostaglandinas e ovulacéo, sendo relatada uma variacéo
de 24 h até 10 dias (Loy et al., 1979). O intervalo de tempo € determinado pelo estadio de
desenvolvimento folicular durante a administragdo da prostaglandina. Foliculos de até 40 mm de
didmetro, ou superior, ovulam em média dentro de 6 dias, embora novamente uma variacdo

consideravel e relatada. Se o foliculo ovular dentro de 72h, é muitas vezes acompanhado por um estro
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abreviado, ou auséncia de estro. Ocasionalmente, quando um grande foliculo estd presente, o
tratamento de prostaglandina resulta na regressao deste foliculo, desenvolvendo, subseqglientemente,
outro foliculo que ira ovular, portanto, havera um longo intervalo de tempo entre o tratamento e a
ovulagéo (mais de 8 dias) (Loy et al., 1979). Os resultados mais consistentes sdo obtidos quando se
tratar as éguas no inicio do ciclo, com foliculos menores de 40 mm de diametro, verificando-se neste
caso a existéncia de uma menor variacao entre a aplicacao da prostaglandina e o intervalo de ovulacéo,

sendo este intervalo, em meédia, de 6 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Sincronizagéo de estro e ovulagdo na égua, utilizando uma Unica injecdo de prostaglandina, e seu hipotético
calendério de LA ( Loy et al., 1979).

Tempo Medicamento e evento
Dia0 Ovulacéo

Dia 7 Prostaglandina F2-o
Dia 9 Inicio estro

Dia 11 Ovulacdo pode ocorrer - 1A

IA — continuar a cada 48 h até que o estro cesse ou se
constate a ovulacdo
Fonte: Loy et al., (1979).

Dia 13

Pode-se constatar uma consideravel variacdo na resposta da égua.

Assim como para o término da fase lUtea, fenprostalene (250mg), uma prostaglandina de longa
duracdo, pode ser utilizada na égua no inicio do estro (até de 60 h de seu inicio) para acelerar e
sincronizar ovulacdo. Ovulagdo é relatada em 81% das éguas nas primeiras 48 h de tratamento,
comparando com 31% nos controles ndo tratados. Esse tipo de tratamento pode, portanto, ser usado
para melhorar o sucesso da inseminacdo artificial em tempo fixo, realizada as 48h ap6s tratamento
com esta prostaglandina (Savage; Liptrap, 1987).

O uso anteriormente descrito da prostaglandina depende de uma Unica injecdo, a grande
desvantagem deste procedimento é que, a fim de otimizar as taxas de sucesso, a fase do ciclo estral da
égua deve ser conhecido. Em haras pequenos, onde as éguas sao monitoradas individualmente, isto
pode nédo representar problemas. No entanto, se I.A é para ser usada em grandes grupos de éguas
mantidas em situacdo de rebanho, ou nas éguas cujo estagio do ciclo é desconhecido, a dupla injecéo
de prostaglandina é necessaria (Hyland; Bristol, 1979). A dupla administracdo de prostaglandina

precisa ser aplicada com um intervalo de 14 a 18 dias (Tabela 2).

Tabela 2. Sincronizacao do estro e ovulagao na égua, empregando dupla administracdo de prostaglandina e seu hipotético
calendario de I.A ( Hyland; Bristol, 1979).

Tempo Medicamento e evento

Dia 0 Prostaglandina F2-co
Dia 16 Prostaglandina F2-c
Dia 20 Inicio estro
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Dia 22 Ovulacéo pode ocorrer — IA
. IA — continuar a cada 48 h até que o estro cesse ou se
Dia 24 «
constate a ovulacdo
Fonte: Hyland; Bristol (1979).

Pode-se constatar uma consideravel variacdo na resposta da égua.

O tempo de aparecimento do estro com esse tratamento é eficaz, tendo sido relatado que 60%
das éguas iniciam o estro dentro de quatro dias da segunda injecdo e 92% mostram o estro dentro de
6 dias (Hyland; Bristol, 1979; Voss et al., 1979; Squires et al., 1983; Squires, 1995).

No entanto, a sincronia da fase do ciclo estral e a sincronizagdo da ovulagdo sdo muito
variaveis. A ovulacdo pode ocorrer em qualquer momento entre dois e 12 dias ap0s a segunda injecéo.
Embora a IATF a partir do 4° dias ap0s a segunda injecdo, seguido por mais trés inseminacdes em 48h
de intervalos resulta em taxas normais de concep¢do, as multiplas insemina¢fes aumentam

significativamente os custos (Bristol, 1993).

5.2 USO DE PROSTAGLANDINAS EGONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (HCG).

O hCG tem acdo similar a do LH, portanto, tem sido usado com eficdcia na indugdo da
ovulacdo em éguas, reduzindo a duracdo do estro e o intervalo até a ovulacao (dentro de 48 h), o que
leva a um nimero menor de inseminacdes e de coberturas necessarias por estro (Bergefelt, 2000; Ley,
2006). O fato de sincronizar o estro e a ovulacdo aumenta os indices de fertilidade (Oliveira e Souza,
2003), as concentracdes plasmaticas de progesterona e as taxas de prenhez. O emprego de hCG
também melhora os resultados da inseminacéo artificial com sémen refrigerado ou congelado e da
transferéncia de embrides (Melo, 2006). Sua aplicacdo, além disso, em éguas com mais de um foliculo
pré-ovulatério aumenta a possibilidade de ocorréncia de ovulagcbes duplas (Woods; Ginther, 1983).

A dose de hCG varia de 1500 a 4000 Ul (em média 2500 a 3000 Ul), intramuscular ou
intravenosa (McKinnon; VVoss, 1992), e os requisitos basicos para sua aplicagdo sdo a presenca de um
foliculo >35 mm de didmetro no ovério (Bergfelt, 2000; Ley, 2006) e edema uterino avaliado em 2 ou
3 (escalade 0 a 3, Ley, 2006).

O aperfeicoamento do protocolo precedente € o uso adicional de 1500-3700 Ul de
gonadotrofina coridnica humana (hCG), a gonadotrofina placentaria humana com propriedades
luteinizantes (LH) e de horménio foliculo estimulante (FSH) que reforca e complementa a liberacao
natural de gonadotrofinas, para incrementar o desenvolvimento folicular e mais especificamente a
ovulagdo. Sua utilizacdo tem a finalidade primordial em acelerar a ovulagéo, reduzindo,
conseqiientemente a duracao de estro e, por conseguinte, permitindo apenas duas inseminagdes para

resultar em taxas normais de concepcao (Tab. 3) (Voss et al., 1975).
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Tabela 3. Sincronizacdo do estro e ovulacdo na égua,usando duas aplicacdes de prostaglandina e uma aplicacéo de hCG,
e seu hipotético calendério para I.A (Voss et al., 1975).

Tempo Medicamento e evento
Dia0 Prostaglandina F2-co
Dia 15 Prostaglandina F2-co
Dia 19 Inicio estro

Dia 20 hCG

Dia 21 Ovulacdo pode ocorrer — 1A
Dia 23 1A

Fonte: Voss et al., (1975).

Pode-se constatar uma consideravel variacdo na resposta da égua.

Véarios momentos para a aplicacdo de hCG tem sido postulado, a maioria deles sdo entre 4 ¢ 6
dias apds a segunda aplicacdo da prostaglandina (Palmer; Jousett, 1975; Douglas; Ginther, 1974;
Hyland; Bristol, 1979; Voss et al., 1979; Bristol, 1981; Squire et al., 1983). Palmer (1976, 1979)
relatou que seu uso no dia 6 apds a aplicagdo de PGF2a contribuiu para atenuar o problema da
variabilidade da sincronia entre a ovulagéo e o estro. Palmer e Jousett (1975) relataram que 75,8% das
éguas ovularam dentro de 72h da aplicacdo do hCG que foi administrada 6 dias pds administracao da
segunda aplicacdo da prostaglandina. Yurdaydin et al., (1993) obtiveram sucesso semelhante, usando
hCG 5 dias apds a aplicacédo de prostaglandina, relatando que 80% das éguas comecaram o estro dentro
24-36h e ovularam 5-6,5 dias pds administracao de hCG. Quando usado no dia 8 ap6s a aplicacdo das
PGF2a, tém sido relatado taxas de sincronizacdo do estro de 90% (Holtan et al., 1977). Outros
trabalhos tém demonstrado uma reacdo mais variavel ou nenhuma melhora significativa com o uso do
hCG (Squires et al., 1983). Foi recomendado que a aplicacdo do hCG fosse de duas vezes, uma no dia
7 (7 dias apds a 1° aplicagdo de PGF2a) e outra no dia 21 (7 dias ap6s a 2° inje¢do PGF2a) (Tabela
4). O objetivo deste protocolo € o de incentivar o desenvolvimento de um corpo liteo competente
desde a primeira injecdo de prostaglandina, que entdo reagird com uma menor varia¢do quando da
segunda aplicacdo de prostaglandina. Este protocolo resultou em até 95% de éguas ovulando nos dias
22 ou 23 (Allen et al., 1974; Palmer; Jousett,1975; Voss, 1993).

Tabela 4. Sincronizacao do estro e ovulacao na egua, usando duas aplicacdes de prostaglandina
e duas de hCG, e seu hipotético calendario para I.A (Allen et al., 1974; Palmer; Joussett, 1975; Voss,
1993).
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Tempo Medicamento e evento
Dia 0 Prostaglandina F2-o0
Dia7 hCG
Dia 14 Prostaglandina F2-o0
Dia 18 Inicio estro
Dia 21 hCG
Dia 22 Ovulagdo pode ocorrer — 1A
Dia 24 1A

Fonte: Allen et al., 1974; Palmer; Joussett, 1975; Voss, 1993.

Foi constatado por Voss (1993) que a reacao do foliculo frente a aplicacdo de hCG depende
da fase da estacdo de monta. No meio da temporada, muitas éguas ovulam espontaneamente antes que
a aplicacdo de hCG seja feita no dia 6 apds a administracio de prostaglandina. E postulado que,
durante o auge da temporada reprodutiva, o intervalo entre a segunda aplicacéo de prostaglandina e a
de hCG seja reduzido para menos de 6 dias, a fim de que uma maior percentagem de foliculos reajam
e ovulem dentro de 48 horas. Embora razoavelmente bem sucedido para induzir ovulagéo, o hCG tem
uma grande desvantagem. A administracdo repetida torna a égua refrataria ao hCG devido ao
desenvolvimento de anticorpos (Wilson et al., 1990), portanto, tém sido preconizadas 0 Hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e seus anadlogos para utilizacdo em seu lugar. O GnRH atua
estimulando a liberacdo natural de LH e FSH da hipofise anterior. Como tal, a sua administracdo sob
a forma de uma série de injecdes multiplas (quatro em intervalos 12h) ou através dos implantes
subcutaneos tem sido demonstrado induzir significativamente a ocorréncia da ovulacdo em éguas com

foliculos maiores do que 30 mm de diametro (Tabela 5).

5.3 USO DA PROGESTERONA

A suplementacdo com progesterona e subsequente retirada, também pode ser usada para que
ocorra o estro e ovulacdo. O uso de progesterona, ou um dos seus analogos, funciona baseando-se no
principio de imitar um periodo natural de diestro da égua ou a fase lGteal natural. Isto é, simulando a
producdo natural de progesterona durante a fase lGteal, mediante a administracdo exdgena de
progestagenos. O término deste estado luteal induzido, por meio da cessa¢do do tratamento atua como
o fim da fase lutea natural e por isso induz as mudancas nos horménios enddgenos da égua, que séo
um pre-requisito para o desencadeamento do cio e ovulacdo (Handler et al., 2007).

A progesterona pode ser usada na sua forma natural, em suspensdo no Oleo ou no
propilenoglicol, ou como progestagenos, por exemplo, o altrenogest (aliltrenbolone). Ela pode ser
administrada por via oral (0,044mg de altrenogest (regumate®; kg-! peso corporal/dia) por via
intramuscular na dose de 150-300 mg de progesterona por dia suspensas em 0leo (Squires et al. 1983,
Hughes; Loy, 1978), ou, recentemente em veiculo oleoso progesterona de longa acdo (P4“") IM na
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dose de 1.500 mg por semana (Brigel et al. 2003), ou via esponjas intravaginais (impregnado com
0,5-1,0g de altrenogest inserido por 20 dias (Palmer, 1985). Outros pesquisadores tém investigado a
utilizacdo de PRIDs (dispositivo intravaginal liberador de progesterona) nas éguas, conforme os
métodos disponiveis para o gado (Rutten et al., 1986) ou CIDRs (dispositivos liberadores controlado
de drogas) contendo 1,9 g de progesterona (Arbeiter et al., 1994). Qualquer que seja 0 método de
administracdo escolhida, o tratamento deve ser longo o suficiente (15-18 dias) para assegurar que
qualquer corpo luteo natural tenha tempo de regredir antes da retirada da progesterona exogena. A
posterior finalizacdo do tratamento com progesterona sera, portanto, remover o dispositivo de
liberacdo de progesterona do organismo da égua. No prazo de 2 a 3 dias de suplementacdo com
progesterona a égua vai, normalmente, cessar toda atividade estral, que ira permanecer suprimida até
que o tratamento seja finalizado (Loy; Swann, 1966). Depois de 15 dias de tratamento, o
comportamento estral se apresenta dentro de 3-7 dias ap0s a retirada do dispositivo (Tabela 6) (Van
Niekerk et al., 1973). Squires et al., (1983) encontraram resultados semelhantes, mas indicaram que
a sincronizacdo da ovulagdo foi mais tardia, em torno de 5,4 dias em média. Foi relatado que
progesterona ou suplementacdo com progestdgeno analogo via administracdo intramuscular tem
apresentado resultados inconsistentes com relagédo a sincronizacao da ovulacdo (Loy e Swann, 1966;
Squires et al., 1979). No entanto, outros pesquisadores relataram que a taxa de concepcédo apés 15 dias
de tratamento com progesterona sdo comparaveis com aquelas associadas com o estro que ocorre
naturalmente (Van Niekerk et al., 1973; Squires et al., 1979b, 1983).

Tabela 6. Sincronizagdo do estro e ovulagdo na égua, com suplementacdo de progesterona, e seu hipotético calendario para
LA (Van Niekerk et al., 1973).

Tempo Medicamento e evento
Dia0Oa 16 Suplementacdo com progesterona

Dia 19 Estro

Dia 21 Inicio estro

Dia 21 Ovulacao - LA

IA — continuar a cada 48 h até que o estro cesse ou se
constate a ovulacdo
Fonte: Van Niekerk et al., (1973).

Dia 23

Pode-se constatar uma consideravel variacao na resposta da égua.

Tradicionalmente, longos periodos de suplementacdo com progesterona foram utilizados (até
20 dias) e, embora o estro tenha sido suprimido, a ovulagdo nédo era necessariamente reprimida. Desta
forma, a sincronizacdo de ovulagdo ndo foi bem-sucedida (Loy; Swann, 1966). Consequentemente,
foi investigada a utilizacdo de hCG ap0s a cessagdo da suplementagdo com progesterona, com o

objetivo de reforgar a sincronia do estro e da ovulagdo, como ele parece fazer quando usado com as
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prostaglandinas. No entanto, foi relatado apenas sucesso limitado (Holtan et al., 1977; Palmer,
1976,1979). Atualmente, estdo sendo usados curtos periodos de suplementacdo com progesterona.
Como o periodo de suplementacdo pode ndo ser longo o suficiente para garantir que o corpo luteo
natural tenha regredido, entdo, o tratamento passou a constituir-se da suplementacdo de progesterona
combinado com a utilizagdo de prostaglandina (Silva et al., 2006). O uso de progesterona apresenta
alguns inconvenientes, principalmente sua associa¢do com a reducdo da producéo de neutréfilos em
resposta a um desafio bacteriano, que pode ser muito importante em éguas com ma conformacao

perineal ou historico de infeccdes uterinas (Alexander et al.,1991).

5.4 USO DE PROSTAGLANDINAS E PROGESTERONA

Existem varias terapias combinadas, algumas das quais ja foram mencionadas. O mais
comumente usado e de interesse atual € a progesterona com prostaglandina e progesterona com
estradiol. Terapias combinadas de progesterona e prostaglandina estdo se tornando cada vez mais
populares, pois esses tratamentos muitas vezes melhoraram a previsdo do momento da ovulacéo e
podem reduzir a duracao da suplementacdo com progesterona. A progesterona pode ser administrada
por um dos varios métodos ja discutidos. Ela pode ser administrada por longos periodos de tempo,
acima de 20 dias como relatado por Draincourt e Palmer (1982) que administraram de 0,5g ou 1,0g
de altrenogest via esponjas intravaginais durante 20 dias com a administracdo de PGF2-a no dia da
retirada da esponja, resultando em estros de 1,8 (+~ 0,5) dias e 2,2 ( ++ 0,5) dias, respectivamente,
apos a aplicacdo de PGF2a e a ovulacdo em 3,0 (++ 0,7) e 5,4 (+~ 1.5) dias, respectivamente, apds
a inje¢ao PGF2a.

Hoje a administracdo de progesterona é normalmente feita durante um periodo de apenas 7 a
9 dias, com a aplicacdo de prostaglandina no dia em que o tratamento com progesterona cessa. Usando
este mesmo protocolo, e novamente com esponjas intravaginal contendo 0,5g altrenogest, Palmer
(1979) demonstrou que em média o estro ocorreu mais cedo (3,8 dias) do que os valores sugeridos
para a o tratamento com progesterona isoladamente. A sincronizacdo da ovulacdo foi muito variavel,
com valores que variaram de 8 a 15 dias apds a aplicacdo da prostaglandina. Um trabalho realizado
por Palmer et al. (1984), utilizando as mesmas esponjas, mas inserida por 7 dias, com a aplicagéo de
250 pg prostaglandina no dia da retirada esponja, sugeriu umamelhor sincronizacdo da ovulacéo, que

ocorreu num intervalo de 10,1 — 14,0 dias ap0s retirada da esponja (tabela 7).
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Tabela 7. Sincronizacao do estro e ovulacdo na égua, com suplementacdo de progesterona e aplicacdo de prostaglandina,e
seu hipotético calendério para I.A. (Palmer et al., 1984).

Tempo Medicamento e evento
DiaOa8 Suplementagdo com progesterona
Dia 8 Prostaglandina F2-co
Dia 12 Inicio estro
Dia 16 Ovulagdo — LA

IA — continuar a cada 48 h até que o estro cesse ou se
constate a ovulacdo
Fonte: Palmer et al., (1984).

Dia 18

Pode-se constatar uma consideravel variacdo na resposta da égua.

Se a resposta da sincronizagdo nesse tratamento é avaliada com relacdo aos diferentes periodos
do ano, torna-se evidente que, em abril (hemisfério norte — principio primavera), a média do tempo da
retirada da esponja até a ovulacdo foi de 14 dias, mas, durante o periodo de maio a setembro
(hemisfério norte — meados primavera e verdo) a sincronia foi muito boa, com ovulacdo ocorrendo
entre 10 e 10,7 dias. Estes resultados corroboram com trabalhos anteriores que também indicaram um
efeito sazonal na resposta de éguas ao tratamento de progesterona e prostaglandina (Draincourt;
Palmer, 1982). E evidente que existe uma consideravel variacdo na resposta e que essa variagao é
maior ao se utilizar o protocolo acima descrito no inicio da estacdo fisiologica de monta (Hughes;
Loy, 1978).

5.5 USO DE PROSTAGLANDINAS, PROGESTERONA E GONADOTROFINA CORIONICA
HUMANA (HCG)

Outra alternativa é a utilizacdo adicional de hCG com o objetivo de estimular ovulacéo. Ela
tem sido usada ap6s 6 dias de suplementacdo com progesterona e injecdo de prostaglandina no dia em
que a progesterona foi retirada ( Tabela 8). Este protocolo resultou em taxas de ovulacdo de 52,3% e

75% em 48h e 96h, respectivamente (Palmer, 1979), mostrando-se, ainda, é bastante variavel.

Tabela 8. Sincronizacéo do estro e ovulagdo na égua, com suplementacdo de progesterona e aplicacdo de prostaglandina
e hCG,e seu hipotético calendario para I.A (Palmer et al., 1979).

Tempo Medicamento e evento
DiaOa8 Suplementacdo com progesterona
Dia 8 Prostaglandina F2-co
Dia 12 Inicio estro
Dia 14 hCG
Dia 16 Ovulagdo — LA

IA — continuar a cada 48 h até que o estro cesse ou se
constate a ovulacdo
Fonte: Palmer et al., (1979).

Dia 18

Pode-se constatar uma consideravel variagdo na resposta da égua
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5.6 USO DE PROGESTERONA E ESTRADIOL

Esta combinacdo de horménios utilizada como ferramenta biotecnoldgica para a IATF em
equinos é cada vez mais popular. Ambos os horménios podem ser administradas diariamente por via
IM durante 10 dias. Doses de 150 mg de progestageno e 10 mg de estradiol por dia, seguido, como
nos protocolos anteriores, por uma injecdo de PGF2a ao final do tratamento (Tabela 9), tem-se
revelado bem sucedida, com um resultado de 81,3% de éguas tratadas, ovulando 10-12 dias pds
injecdo de PGF2a (Loy et al., 1981). Taxas de prenhez normais foram relatadas em decorréncia da
I.A desse tratamento. PRIDs contendo 2,3 mg progesterona e 10 mg estradiol (contidas dentro de uma
capsula de gelatina) inserido por 10 dias tém sido utilizados com sucesso limitado (Rutten et al., 1986).
Existe a necessidade de um aperfeicoamento de PRIDs ou o desenvolvimento de cépsulas subcutaneas,
com liberacdo lenta, para se aumentar a utilizacdo de tais combina¢fes hormonais, eliminando a

necessidade de constantes intervencdes diarias.

Tabela 9. Sincronizacao do estro e ovulagdo na égua, com progesterona e estradiol, seguido da aplicacdo de prostaglandina,
e seu hipotético calendério para I.A (Loy et al., 1981).

Tempo Medicamento e evento
Dia0al0 Progesterona e Estradiol
Dia 10 Prostaglandina F2-o0
Dia 20 Ovulacédo - LA
Dia 22 IA — continuar a cada 48 h até que o estro cesse ou

se constate a ovulacdo
Fonte: Loy et al., (1981).

Pode-se constatar uma consideravel variacao na resposta da égua

5.7 USO DE PROSTAGLANDINAS E HORMONIO LIBERADOR DE GONADOTROFINAS
(GNRH)

O acetato de buserelina (Barrier-Battut, 2001), acetato de deslorelina, agonistas do GnRH, na
forma de implantes de curta duragdo (Hemberg et al., 2006) ou na forma BioRelease (Fleury et al.,
2003) e, mais recentemente, o acetato de fertirelina (Santos et al., 2008), sdo eficientes em aumentar
nas concentracdes de LH e induzir a ovulagdo em éguas ciclicas (McKinnon et al., 1993; Mumford et
al., 1995) e em periodo transicional (McKinnon et al., 1997). Entretanto, varia segundo a droga
utilizada, a diferenca no tempo de ovulacdo, sendo, em média, 24 a 48 horas para o acetato de
buserelina (Barrier-Battut, 2001; Fleury et al., 2007) ou 36 a 42 horas para o acetato de deslorelina
(Samper et al., 2002), de 36 a 48 horas para a deslorelina BioRelease (Fleury et al., 2003) e de 12 a
48 horas para o0 acetato de fertirelina (Santos et al., 2008). Recentemente, 0 acetato de histrelina tem

conferido resultados satisfatorios na inducdo e a sincronizacdo de ovulagédo na dose 0,25 mg (Kiser et
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al., 2013), Dallmann et al., (2021) verificaram um tempo médio de ovulacdo para esta droga de 21,8
1 10 h e um intervalo de 12h a 36h.

A reducédo do nimero de coberturas, bem como o nimero de visitas do veterinario para realizar
o controle folicular quando se usa a deslorelina, torna-a de grande auxilio para 0s programas de
transferéncia de embrides e inseminacéo artificial, especialmente para sémen refrigerado e congelado
(Samper et al., 2002).

Tabela 5. Sincronizagdo do estro e ovulagdo na égua, usando duas aplicagdes de prostaglandina e uma aplicacdo de GnRH,
e seu hipotético calendério para I.A (Meinert et al., 1993).

Tempo Medicamento e evento
Dia 0 Prostaglandina F2-o
Dia 15 Prostaglandina F2-o
Dia 19 Inicio estro

Dia 21 GnRH

Dia 22 Ovulacéo pode ocorrer — 1A
Dia 24 1A

Fonte: Meinert et al., (1993).

Pode-se constatar uma consideravel variacdo na resposta da égua

Foi relatado taxas de 88-100% de éguas ovulando dentro de 48 h do tratamento com 1,5 a 2,25
mg de deslorelina (Meinert et al., 1993; Mumford et al., 1995). Tem sido sugerido que 0 GnRH pode
ser mais bem-sucedido que hCG para induzir ovulagdo em foliculos maiores de parede mais espessas.
Além disso, GnRH ndo tém o inconveniente de induzir refratariedade de resposta devido a formacéo
de anticorpos (Mumford et al., 1995), no entanto, a maior parte dos trabalhos realizados até a presente
data sobre 0 uso GnRH tem sido em éguas em estro natural, em vez daquelas submetidas a protocolos
que sincronizam o estro visando a IATF. Os poucos trabalhos sobre o uso de GnRH com
prostaglandina para induzir o estro e ovulacdo sugerem que ndo ha nenhuma mudanca significativa
na inducdo da ovulacdo em funcdo do tratamento empregado, em comparacdo com a utilizacdo da
prostaglandina isolada (Squire et al., 1983). Portanto, embora o regime sugerido na tabela 5 seja
passivel de ser viavel, ele ainda tem de ser provado que ird melhorar significativamente a indugéo de
estro e ovulacao.

A prostaglandina tem alguns efeitos colaterais, sobretudo relativamente a sua capacidade de
ativar as contracfes da musculatura lisa. Seu uso pode ser associado ao aumento da atividade
gastrointestinal (manifestam-se como diarréia), sudorese e possivelmente ligeira ataxia dos membros
posteriores (Le Blanc, 1994). Os efeitos colaterais variam de acordo com o farmaco usado e com a
individualidade da égua e desde que a dose recomendada ndo seja ultrapassada, os efeitos ndo sao

Serios.
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5.8 USO DE DISPOSITIVO INTRAVAGINAL COM P4 (DIVP4), PGF2A E HISTRELINA.

N&o existe indicacdo por parte dos laboratorios fabricantes do uso de dispositivos intravaginais
na espécie equina, somente para as espéecies bovina, bubalina, caprina e ovina.

Videla et al.. (2002) realizaram um estudo utilizando dispositivos intravaginais DIB (Syntex,
S.A, Argentina) contendo duas quantidades diferentes de progestdgeno; 1,389 e 1,90g. Foram
utilizados 2 grupos de éguas tendo cada um recebido dispositivos com concentracdes diferentes de
progestageno. Os dispositivos permaneceram por 12 dias e durante este periodo os animais tiveram a
atividade ovariana monitorada por ultra-sonografia e também foram coletadas amostras de sangue
para dosagens de progesterona. Ao final do estudo os autores concluiram que, para se obter
concentragfes de progesterona sérica suficiente para causar inibicdo do crescimento folicular e
ovulacdo os dispositivos intravaginais utilizados, devem conter, no minimo, 1,9 gramas de
progestageno.

Wild et al.. (2002) utilizaram o PRID® em 11 éguas durante 12 dias n4o tendo sido evidenciada
a manifestacdo de estro em nenhum dos animais durante este periodo. Apoés a retirada do dispositivo,
somente uma égua nao apresentou estro, sendo que esta tinha um histdrico de trés anos de anestro.
Das 10 éguas que exibiram estro, uma (10%) o manifestou 24 horas apos a retirada, duas (20%) apos
18 horas e cinco ap06s 72 horas. As outras duas restantes apresentaram estro 5 a 6 dias apés a retirada
do dispositivo. O autor atribuiu esta disperséo ao fato da progesterona, apesar de apresentar controle
eficiente sobre a manifestacdo de estro, ndo apresenta efeito inibitério sobre a secrecdo de FSH
(hormonio foliculo estimulante), razdo pela qual pode haver no momento da retirada do dispositivo
um foliculo em estdgio avancado de desenvolvimento a ponto de ovular, o qual pode entrar em atresia
ou ovular imediatamente ap6s a retirada do dispositivo, sem, contudo, haver manifestacdo explicita
dos sinais de estro pela égua. Em outros casos, o foliculo presente ao final do tratamento pode ter um
escasso desenvolvimento, fazendo com que a manifestacdo do estro seja mais tardia (Squires et al.,
1979; Webel, 1975) atendendo ao fato de que um foliculo cresce de 2 a 3 mm por dia durante o estro.
Isso levou os autores a considerar que o PRID®, embora seja eficiente no bloqueio da manifestagio
do estro, apresenta variacbes consideraveis na sincronizacdo da ovulacdo. Todos os estros
apresentados pelas 10 éguas tiveram manifestacdo normal, a exce¢do de uma que apresentou um estro
com 15 dias de duracdo. As éguas receberam uma dose de 2.500 Ul de hCG (gonadotrofina coridnica
humana) por via endovenosa no momento em que apresentaram um foliculo de didmetro maior ou
igual a 35mm. Das 11 éguas tratadas, nove tornaram-se prenhes, 8 atraves da inseminacéo artificial
com sémen refrigerado e uma, com estro pouco pronunciado, através de monta natural, todas

realizadas 24 horas ap0s a administracdo do hCG. A égua com estro prolongado ndo se tornou prenhe.
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Apesar do nimero reduzido de animais utilizados neste experimento, os autores consideraram que a
taxa de prenhez obtida foi amplamente satisfatoria e coincide com os resultados obtidos por outros
autores (Van Niekerk et al., 1982) e sugerem que o uso do PRID® n3o interfere na fertilidade das
éguas.

Zielinsky (2020) prop6s o protocolo de progesterona intravaginal por nove dias e
administracdo de histrelina quatro dias apds (Tabela 10), mostrando-se eficaz quanto a taxa de
recuperacdo embrionaria pos IATF, afirmando que o dispositivo intravaginal com progesterona por

nove dias mais histrelina pode ser empregado, dispensando o controle folicular diario convencional.

Tabela 10. Sincronizacdo do estro e ovulagdo na égua, com progesterona e estradiol, seguido da aplicacdo de
prostaglandina, e seu hipotético calendario para I.A, com taxa de recuperacdo embrionéria (TRE) (Zielinsky, 2020).

Tempo Medicamento e evento
Dia0a9 DIP4 e hCG (qdo.Fol>33 mm)
Dia9 Prostaglandina F2-o0
Dia 13 Histrelin
Dia 14 Ovulacéo - 1A
Dia 23 Coleta do embrido TRE= 29,41%

Legenda: IA: inseminagdo artificial; DIP4: Dispositivo intravaginal com progesterona de liberacdo controlada (1g P4,
Biogénesis Bago); PGF2a: D-Cloprostenol (75ug IM, Croniben, Biogénesis Bagd); Histrelina: acetato de histrelina (500ug
IM, Strelin, Botupharma, Botucatu, S&o Paulo); *hCG: Gonadotrofina Coridnica Humana (1250 Ul IM, Vetecor, Hertape
Calier) somente nas éguas que apresentavam foliculo >33mm, edema

Fonte: Zielinsky (2020) modificado pelos autores.

Pode-se constatar uma consideravel variacdo na resposta da égua.
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