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RESUMO

A auséncia de ciclos bem definidos e ovulagdes precisas em decorréncia a forte caracteristica
dos equinos a serem fotoperiodo positivo dependente, impossibilitam a utilizacdo e maior
aproveitamento das éguas em programas reprodutivos nos periodos que direcionam ao final da
estacdo de monta, resultando em baixo aproveitamento das biotecnologias avancadas da
reproducdo. Uma alternativa para driblar e retardar a entrada do anestro sazonal nesses animais
é a utilizacdo do implante de progesterona (P4), fazendo com que a atividade enddcrina na égua
se mantenha normalizada por um maior periodo de tempo. O objetivo do estudo foi avaliar a
dindmica folicular em relacdo ao uso do dispositivo intravaginal de P4 de 1g por doze dias,
durante o periodo de transicdo outonal, podendo aumentar a propor¢do de éguas exibindo
desenvolvimento folicular tipico de ciclicidade estral, sendo possivel estimar uma data prévia
de ovulacdo ap0s a retirada do dispositivo, sem o uso de nenhum farmaco indutor de ovulagéo.
O projeto foi realizado no sitio Queixada, Lavras, Minas Gerais, no més de abril a junho de
2023. Foram utilizadas 16 éguas da raca Mangalarga Marchador, com idade variando entre 4 a
15 anos e escore de condicdo corporal (ECC) de 1 a 9. Os animais foram divididos em grupo
controle (GC) e grupo tratamento (GT), com realizagdo do changeover entre 0s grupos. A
dindmica folicular dos animais foi acompanhada por ultrassonografias periddicas, realizando a
dimensdo do maior foliculo presente em todos os exames, além da coleta sanguinea para
avaliacdo da concentracdo de P4. Os resultados foram comparados durante as duas baterias
experimentais do changeover bem como entre 0 GC e GT, considerando P<0,05. Nenhuma
ovulacdo foi constatada durante a permanéncia do dispositivo de P4 em ambos os periodos
experimentais e grupos. A taxa ovulatéria do GT na primeira fase experimental foi de 100%
versus 31% do GC, enquanto na segunda fase experimental, onde os animais ja se encontravam
em anestro estacional efetivamente foi de 19% no GT e 13% no GC. Os animais do GT
ovularam 5,54 + 0,45 dias ap06s a retirada do dispositivo. O presente estudo demonstrou
aplicabilidade e eficiéncia do dispositivo intravaginal de P4 no controle folicular em éguas no
inicio do periodo de transicéo outonal.

Palavras-chave: contagem folicular; crescimento folicular; eixo hipotalamico hipofisario
gonadal; melatonina; ovulagéo.



ABSTRACT

The absence of well-defined cycles and precise ovulations due to the strong characteristic of
horses to be dependent on positive photoperiod, makes it impossible to use and make the most
of mares in reproductive programs in the periods leading to the end of the breeding season,
resulting in low utilization of advanced reproductive biotechnologies. An alternative to
circumvent and delay the entry of seasonal anestrus in these animals is the use of a
progesterone (P4) implant, allowing the endocrine activity in the mare to remain normalized
for a longer period of time. The objective of the study was to evaluate the follicular dynamics
in relation to the use of the 20g P4 intravaginal device for twelve days, during the autumnal
transition period, which may increase the proportion of mares exhibiting follicular
development typical of estrous cyclicity, making it possible to estimate a previous ovulation
date after removal of the device, without the use of any ovulation-inducing drug. The project
was carried out at Queixada, Lavras, Minas Gerais, from April to June 2023. Sixteen
Mangalarga Marchador mares, aged 4 to 15 years and with a body condition score (BCS) of
1to 9, were used. The animals were divided into a control group (CG) and a treatment group
(TG), with a changeover performed between the groups. The follicular dynamics of the
animals were monitored by periodic ultrasounds, measuring the size of the largest follicle
present in all exams, in addition to blood collection to assess P4 concentration. The results
were compared during the two experimental batteries of the changeover as well as between
the CG and TG, considering P<0.05. No ovulation was observed during the permanence of
the P4 device in both experimental periods and groups. The ovulatory rate of the GT in the
first experimental phase was 100% versus 31% of the CG, while in the second experimental
phase, where the animals were already in seasonal anestrus, it was 19% in the GT and 13% in
the CG. The GT animals ovulated 5.54 + 0.45 days after removal of the device. The present
study demonstrated the applicability and efficiency of the P4 intravaginal device in follicular
control in mares at the beginning of the autumn transition period.

Keywords: follicular count; follicular growth; hypothalamic pituitary gonadal axis;
melatonina; ovulation.



INDICADORES DE IMPACTO

A dissertacdo de mestrado que aborda a dindmica folicular em éguas utilizando o dispositivo
intravaginal de progesterona durante a transi¢cdo outonal gera impactos significativos nas
esferas social, tecnoldgica, econémica e cultural. Os resultados mostram um aumento na
eficiéncia reprodutiva, permitindo maior aproveitamento das éguas, com um ndmero
ampliado de embrides coletados por animal e a capacidade de emprenhar matrizes que
parirem mais tarde, promovendo a sustentabilidade da equinocultura. Essa inovacéo nao s
beneficia os criadores ao elevar a rentabilidade das propriedades, mas também estimula a
formacéo de estudantes e médicos veterinarios, ampliando seu conhecimento e habilidades
na area. O uso do implante de progesterona representa um avancgo tecnoldgico, otimizando
o ciclo estral das éguas e facilitando a fecundacdo. Além disso, a pesquisa abre
oportunidades para novas parcerias com empresas do setor, fortalecendo a rede de negécios
e contribuindo para o crescimento econdmico regional. Culturalmente, a adogéo de praticas
baseadas em evidéncias cientificas promove uma mudanca de paradigma entre o0s
profissionais da reproducdo equina, incentivando a colaboracéo e a inovacdo. Os impactos
se estendem a todo o territorio nacional, beneficiando grupos populacionais envolvidos na
reproducéo equina, com foco em médicos veterinarios e estudantes. Essa pesquisa se alinha
com o0s Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU, contribuindo para préticas
sustentaveis, educacdo de qualidade e inovacdo. Em suma, os indicadores de impacto da
dissertacdo ressaltam a relevancia da pesquisa para a otimizagdo da reprodugdo equina,
promovendo beneficios amplos que vdo além do setor, com um impacto positivo nas
praticas e na formacdo de profissionais na area.

IMPACT INDICATORS

The master's dissertation that addresses follicular dynamics in mares using the intravaginal
progesterone device during the autumn transition generates significant impacts in the social,
technological, economic and cultural spheres. The results show an increase in reproductive
efficiency, allowing greater use of mares, with an increased number of embryos collected
per animal and the ability to impregnate dams that give birth later, promoting the
sustainability of equine farming. This innovation not only benefits breeders by increasing
the profitability of their properties, but also encourages the training of students and
veterinarians, expanding their knowledge and skills in the area. The use of the progesterone
implant represents a technological advance, optimizing the estrous cycle of mares and
facilitating fertilization. In addition, the research opens opportunities for new partnerships
with companies in the sector, strengthening the business network and contributing to
regional economic growth. Culturally, the adoption of practices based on scientific evidence
promotes a paradigm shift among equine reproduction professionals, encouraging
collaboration and innovation. The impacts extend to the entire national territory, benefiting
population groups involved in equine reproduction, with a focus on veterinarians and
students. This research aligns with the UN Sustainable Development Goals, contributing to
sustainable practices, quality education and innovation. In short, the dissertation's impact
indicators highlight the relevance of the research for optimizing equine reproduction,
promoting broad benefits that go beyond the sector, with a positive impact on practices and
the training of professionals in the area.
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1 INTRODUCAO

A equinocultura esta em crescimento continuo, assim os profissionais se dedicam a
estudos objetivando otimizar as biotecnologias da reproducéo, buscando solugdes que driblem
obstaculos presentes na atividade (GOMES; GOMES, 2023).

Coelho et al. (2023) explicam as éguas sdo fotoperiodo crescente dependente, onde a
insolacdo determina a atividade do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e ovariana mediante
a influéncia nas concentragdes de melatonina, que estdo aumentadas durante o inverno,
resultando em baixa incidéncia de ovulagdes, e reduzidas durante a primavera e verdo, periodo
onde as ovulacbes se tornam maximas.

A fase de transicdo outonal compreende como o periodo em que as éguas passam de
ciclos regulares para ciclos irregulares até atingirem o anesto estacional (SILVA, et al., 2021).
Esses autores indicam que seu inicio é varidvel, como também sua duragdo, levando em
consideracdo a localizacdo desses animais, nutricdo, idade e eficiéncia reprodutiva, sendo
considerado os periodos entre os meses de abril e maio.

Apesar das evidencias indicarem um declinio na producdo hormonal pelos foliculos,
bem como da secre¢do do horménio luteinizante (LH), estudos indicam que a sintese e liberacdo
do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo permanece inalterado na
fase inicial do periodo de transicdo de outono, sendo representativo apenas na sua fase final,
possibilitando estender a estacdo de monta através da administracdo correta de hormonios
exogenos (LINO; SILVA; OLIVEIRA, 2022).

Visando reduzir a duracdo do periodo de transicéo, o uso do dispositivo intravaginal de
progesterona (P4) é considerado uma excelente alternativa (TEIXEIRA et al., 2021). Segundo
esses autores, essa hormonioterapia fornece a possibilidade de sincronizacdo das ovulacGes
entre diferentes éguas. Assim, o presente estudo tem como objetivo relatar a eficiéncia do

dispositivo intravaginal de P4 no periodo de transi¢do outonal.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em parceria com o sitio Queixada, em Lavras- Minas Gerais
(21°12'50.6" S; 45°04' 34.5" W), Brasil. Com protocolos autorizados (CEUA: UFLA 012/23).
Foram utilizadas dezesseis (16) fémeas da raca Mangalarga Marchador, com idade entre
4 e 15 anos (média de 7 anos), com escore de condicao corporal (ECC) entre 2 e 6 (em uma
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escala de 1 a 9). As éguas foram mantidas no mesmo pasto de brachiaria decumbens,
fornecimento de silagem de milho uma vez ao dia, sal mineral e agua ad libitum. Os estudos
foram realizados no periodo de transicdo outonal entre os dias 11/04/2023 a 14/06/2023. Assim
os animais foram divididos em dois grupos, o grupo controle (GC) e o grupo tratamento (GT)
contendo oito animais em cada grupo. Apos a primeira fase experimental, que ocorreu entre 0s
dias 11/04/2023 a 01/05/2023, os animais passaram pelo changeover, onde se inverteram o0s
grupos, iniciando entdo a segunda fase experimental dos dias 25/05/2023 a 14/06/2023,
contando também com dois grupos o GC e o GT, também com oito animais cada. Dessa foram
avaliados um total de 32 ciclos ovulatérios. Todos os animais selecionados para o estudo eram
saudaveis e ndo apresentavam corrimento vaginal ou alteracBes uterinas ao inicio do
experimento, durante ambas as fases experimentais. O mesmo protocolo hormonal foi realizado
uma vez em cada animal (uma vez que esses animais inverteram entre GC e GT), como descrito
a sequir.

O protocolo se iniciou dia 0 (D0), com oito éguas recebendo dispositivo liberador
intravaginal de P4 (implante de progesterona 20g; OuroFino, Sdo Paulo, Brasil). O aparelho P4
permaneceu por 12 dias (D0 a D12). O dispositivo foi adicionado com aspersdo (spray) com
oxitetraciclina + hidrocortisona (Terra-cortril® Spray, Zoetis Indistria de Produtos
Veterinarios Ltda., Sdo Paulo-SP). A introducdo do dispositivo se realizou com auxilio de luvas
plasticas descartaveis de cano longo (luva de palpacéo retal), depositando-o no fundo vaginal,
sem uso do aplicador. Durante esse periodo todos os animais foram avaliados por meio de
ultrassonografia (Aloka SSD-500; sonda de 5 MHz; Aloka Inc., Téquio, Japdo) a cada 48 horas
sempre no mesmo horério do dia; pela manhda, para mensuracdo do diametro do foliculo
dominante (FD).

O tamanho e a localizacdo dos foliculos foram arquivados em ambos os ovarios e
registrados em mapas individuais para monitoramento. Foliculos de 20mm ou mais de diametro
foram medidos e o didmetro foi calculado como a média de duas medidas transversais lineares
do antro folicular. Ou seja, o diametro do maior foliculo foi determinado considerando a média
da area transversal méxima da altura e largura de uma imagem “congelada” obtida por
ultrassonografia. O FD foi definido como aquele que cresceu pelo menos 10mm e excedeu 0
diametro de todos os outros foliculos. A partir do D13 (ap0s a retirada do implante P4), a
ultrassonografia ovariana seguiu sendo realizada a cada 48 horas (sempre nos mesmos horarios
pela manhd) até a deteccdo da ovulagdo. A ovulacdo foi detectada pela auséncia do FD

identificado e confirmado pela eventual presenca de corpo liteo (CL) no mesmo ovario.
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Foram realizadas colheitas de sangue (10 mL) da veia jugular de cinco animais de cada
grupo, de maneira aleatoria entre 0s grupos, no dia do inicio do protocolo (D0), no quarto dia
do protocolo (D4), no oitavo dia do protocolo (D8) e no dia da retirada do implante (D12),
totalizando 40 coletas por fase experimental, um total de 80 analises ao final do experimento.

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

esquema do desenho experimental do presente trabalho é mostrado na Figura 1.

Figura 1 — Desenho experimental.

Esse mesmo desenho experimental foi repetido na segunda fase do experimento, apds a
ocorrencia do changeover, onde os animais do GC passaram a ser 0s animais do GT. Da mesma
maneira 0s animais receberam o dispositivo intravaginal de P4, as coletas sanguineas foram
realizadas nos mesmos dias, e mesmo nimero de animais por grupo, também de maneira
aleatoria.

Os dados utilizados na anélise foram coletados a partir do presente estudo. As variaveis
categoricas analisadas incluiram os animais utilizados no estudo, o dispositivo intravaginal de
progesterona, idade, escore de condicdo corporal, ovulagéo e incidencia de vaginite. Antes da
aplicacdo do teste, os dados foram limpos e preparados, garantindo que ndo houvesse valores
faltantes ou inconsisténcias que pudessem comprometer a validade dos resultados. As anélises

foram realizadas pelo JMP e posteriormente no SAS, com valores de relevancia P<0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou aplicabilidade e eficiéncia do protocolo hormonal
utilizando dispositivo intravaginal de progesterona (P4) para controle folicular em éguas no
inicio do periodo de transicdo outonal, periodo esse que as falhas reprodutivas aparecem de
maneira mais acentuada, levando com o decorrer dos dias e queda da luminosidade ao anestro
sazonal profundo.

A duracdo do dia e a incidéncia solar determinam um ritmo end6geno circanual sobre o
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (GASPARDY et al., 2023). Segundo esses
mesmos autores os sinais de luz detectados pelo globo ocular sdo processados por células
ganglionares fotossensiveis na retina, e, em sequéncia o trato retino-hipotalamico envia sinais
ao nucleo supraquiasmatico no hipotalamo, onde ganglios cervicais superiores fazem a ligacao
desse nucleo com a glandula pineal. Dessa forma o aumento do fotoperiodo e as concentracbes
de luminosidade na primavera e verao inibem a libera¢do do neurotransmissor noradrenalina,
inibindo a secrecdo de melatonina no HHG, estimulando a secrec¢do do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) pelo hipotadlamo, que por sua vez desencadeia a liberacdo do hormonio
foliculo estimulante (FSH) e do hormoénio luteinizante (LH) pela hipéfise, resultando em
crescimento folicular e ovulacdo (MURPHY, 2019).

A melatonina é secretada pela glandula pineal pelas horas de escuriddo, sendo
considerada um dos maiores mensageiros hormonais, uma vez que através dela informacGes
provenientes da luz solar se comunicam com todo o corpo (CARCANGIU et al., 2018). Na
reproducdo equina, para se obter um ciclo estral de qualidade, a melatonina precisa estar em
baixas concentragoes.

No presente experimento ndo foi observado efeito da idade entre os animais e oS
tratamentos, ndo houve interacdo significativa entre eles (P>0,05), demonstrando que 0s
animais utilizados no Grupo Controle (GC) e Grupo Tratamento (GT), em ambas as fases
experimentais tinham idades semelhantes, com idade minima de 4 anos e maxima de 16 anos,
com média de 7.75 = 0.20 anos.

Com relacdo ao efeito de escore de condigéo corporal (ECC) entrao GC e GT em ambas
as fases experimentais também ndo houve interagéo significativa (P>0,05), demonstrando que
0s animais utilizados apresentaram ECC semelhante entre a primeira fase experimental (4.5 £
0.08) como na segunda fase experimental (4.3 £ 0.09). Agrupando as duas fases e considerando

apenas 0s GC e GT como um todo, também nédo houve interacao significativa entre 0 ECC e a
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taxa de ovulagdo das éguas (P=0.5993). Os animais foram agrupados em classes, a classe 1
corresponde aos animais com ECC < 4, enquanto os animais da classe 2 correspondem aos

animais com ECC > 5, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Taxa de ovulagdo (%) de éguas Mangalarga Marchador submetidas ao uso do
dispositivo intravaginal de progesterona no periodo de transicdo outonal em relacéo
a classe do escore de condicdo corporal (ECC).
Escore de condicéo corporal (ECC)

Classe Ovulacgao
N&o Sim Total
1 6 (18.8%) 5 (15.6%) 11 (34.4%)
2 6 (18.8%) 15 (46.9%) 21 (65.6%)
Total 12 (37.5%) 20 (62.5%) 32 (100%)

A P4 € um hormonio esteroide com grande influéncia na secre¢do de GnRH, FSH e LH,
afetando diretamente a ciclicidade, cio e ovulacdo (LEDERMAN, 2022). Essa autora explica
que o0 E2 e P4 sdo sintetizados nas células da teca e da granulosa, respectivamente, dessa
maneira os esteroides ovarianos sdo oriundos do colesterol através das inteiragdes entre ambas
as células. O LH se liga a receptores luteinizantes na superficie das células da teca estimulando
a expressao das enzimas esteroidogénicas necessarias para a producdo de andrégenos. A
proteina reguladora esteroidogénica aguda faz com que o colesterol se converta em pregnolona,
sendo difundido no reticulo endoplasmatico liso e convertido em progesterona, em seguida em
androstenediona. De maneira alternativa o FSH atuara nos receptores das células da granulosa
estimulando a sintese de estrogénio. A androstenediona produzida através das células da teca
se difunde com as células da granulosa e é convertida em testosterona ou estrogeno.

Teixeira (2020) explica que a P4 ¢ um horménio sexual esterdide que, juntamente E2,
sdo capazes de promover sincronizagdo do sistema reprodutor equino, possibilitando a
ovulacdo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. E caracteristica dos hormonios
esteroides possuirem estrutura similar entre eles e serem derivados do colesterol, no qual sdo
produzidos pelas glandulas adrenais e ovarios através da endocitose de lipoproteinas. Por serem
lipossoltveis a membrana celular, sdo capazes de ultrapassar a mesma por difusdo, sendo assim
ndo € possivel estocar esses hormoénios de maneira intracelular. Os tecidos que irdo promover
respostas a determinado hormonio esteroide possuem receptores de proteinas intracelular,
promovendo a ligagdo ao hormdnio ativo, em que o complexo de ligacdo formado penetra no

nucleo gerando respostas fisiologicas especificas de determinadas células.
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O uso do dispositivo intravaginal de P4 em ambos os periodos de transi¢éo e de anestro
tem o objetivo de garantir uma maior eficiéncia da cadeia reprodutiva daquele animal durante
o ano (OLIVEIRA et al., 2012). Esses mesmos autores diferenciam os objetivos de acordo com
0 periodo de transicdo, onde na transicdo outonal se procura retardar o inicio das falhas
ovulatdrias, tendo um prolongamento da estacdo de monta.

O protocolo utilizado com as finalidades citadas acima € valido na reproducédo equina
uma vez que a P4 ndo inibe a foliculogénese nessa espécie, sendo possivel antecipar a ovulacao
(TEIXEIRA, 2020). Essa autora elucida que a atuacao da P4 esta diretamente relacionada com
0 pico de LH, uma vez que a insercdo do implante hd um acimulo de LH na hipofise,
favorecendo o crescimento final, maturacdo e ovulacédo do foliculo dominante. Além disso, com
a retirada do implante intravaginal hd uma queda acentuada de P4, atingindo niveis basais de 1
ng/ml, sendo possivel observar também sinais de estro.

Porém, para se atingir os resultados esperados com a estratégia do implante, se faz
necessario analisar o periodo da fase de transicdo e/ou anestro que esse animal se encontra,
além do status de crescimento folicular e presenca de corpo lateo CL, onde o tratamento sera
mais eficiente quanto mais no inicio da fase da transi¢cdo outonal ou mais no fim da fase de
transi¢do primaveril, ou seja, em ambas as transi¢des mais proxima da estacdo de monta com
ciclos regulares (SINCLAIR, 2019).

Dessa forma, Hanlon, Evans e Firth (2010), utilizaram animais na estacao de transicéo
outonal submetidas ao implante intravaginal de P4, por 10 dias, observaram um pico de
progesterona (3,3+0,7 ng/ml) em que 24 horas ap06s a utilizacdo do dispositivo, as concentragdes
plasmaticas de LH e FSH j& estavam em declinio. Do terceiro ao quinto dia de utilizagdo do
implante o FSH teve suas concentracdes elevadas e se manteve estagnadas (9,4+0,8 ng/ml no
dia 3), tendo um declinio de seus niveis plasmaticos nos dias 5 e 9. Em relacdo ao LH, nos dias
6 e 7, pode-se observar um aumento em suas concentra¢fes em relacdo ao primeiro dia das
analises.

No estudo, as concentracdes plasmaticas de P4 teve um declinio no decorrer dos dias do
projeto, como ja esperado. O GC ndo obteve uma queda regular pois havia animais em
diferentes fases do ciclo estral, porém se manteve em baixas concentraces devido a auséncia
de ciclo estral regular. O GT, como ndo houve a determinacdo que o implante seria colocado
em animais somente sem CL, alguns animais iniciaram o projeto (D0) com a presenca de CL,

elevando as concentragdes medias de P4, tendo valor de p= 0,019 como mostra no Figura 2.



17

Figura 2 — Comparacdo entre o grupo tratamento e grupo controle em relagcéo as concentragoes
séricas de progesterona (P4) sanguineas em nanogramas.
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Ao comparar apenas determinados animais do grupo tratamento, é possivel observar
uma analise regular das concentracGes de P4, seguindo com fidelidade uma crescente que
simboliza o DO até seu pico maximo de P4, por volta do D4, com concentracfes de médias de
4,5 ng/ml. O animal nimero 4 teve concentragdes diferentes por iniciar o estudo com a presenca

de CL, tendo valor de significancia de p=0,0138, observado na Figura 3.

Figura 3 — Comparacdo das concentracfes séricas de P4 (ng/ml) entre 4 éguas do grupo
tratamento (GT).
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Ao realizar uma analise de diversos parametros desses mesmos animais, é possivel
observar que as 4 éguas nado tiveram influéncia da vaginite no crescimento folicular. Nao foi
observado também diferencas nos dias de ovulagdo apds a retirada do dispositivo, mesmo na

égua que o dispositivo foi colocado mesmo com a presenca do CL, indicando que as
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concentragOes de P4 foram favoraveis a ciclicidade dos animais. Da mesma forma em que o
tamanho médio do foliculo dominante ndo teve diferenca significativa, bem como o lado da

ovulacgéo e formacéo do CL, como € possivel observar na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparagdo entre quatro éguas sob tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona em relacdo a ocorréncia de vaginite, data de ovulacdo, didametro do
foliculo dominante (FD) e lado do corpo luteo (CL).

Ovulacgao
Egua Vaginite Dias apo6s D12 Diametro FD Lado CL
Egua 1 S1 6 (D18) 43 mm Esquerdo
Egua 2 Limpo 8 (D20) 40 mm Direito
Egua 3 S1 6 (D18) 41 mm Esquerdo
Egua 4 Limpo 8 (D20) 38 mm Direito

A Figura 4 retrata as concentra¢fes sanguineas de 4 animais do grupo controle, que se
encontravam em diversas fases do ciclo estral, porém ja com elevada influéncia do periodo de
transicdo outonal. Dessa forma os animais apresentam baixas concentracdes de P4 na grande
maioria dos dias. A égua 8 apresenta maiores concentrac6es de P4 devido a presenca do CL no

primeiro dia do estudo (DO).

Figura 4 — Analise entre 4 éguas do grupo controle (GC) em relacdo as concentracdes
sanguineas de progesterona.
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O principal empecilho do uso do dispositivo intravaginal com P4 é a ocorréncia de
vaginite (HANLON; EVANS; FIRTH, 2010, no qual apresenta sintomas como desconforto,
hiperemia, muco turvo e descargas vaginais (BIANCHI et al., 2022). Lederman (2022) relatam
que a resposta inflamatdria pode reduzir a capacidade absorcdo de P4 pela mucosa vaginal. A
falta de higienizagcdo no momento da introducéo do dispositivo ou problemas individuais como
ma conformacdo vulvar e pneumovagina podem estimular a contaminacdo (NEWCOMBE et
al., 2002). Contudo, apos a retirada do dispositivo 0s possiveis eventos inflamatorios cessam
em 48 horas, sem relatos de dificuldade relacionada a fertilidade como a incidéncia de
endometrite e acumulo de liquido no Utero (HANDLER et al., 2006).

A vagina por apresentar uma microbiota ndo constante, sofre diversas variagOes a fatores
exogenos e enddgenos, por isso, caso ocorra uma falha dos mecanismos de defesa vaginal, as
bactérias podem se aderir a mucosa vaginal, cervical e uterina, promovendo uma infeccao
bacteriana (MALSCHITZKY et al., 2007). Esses mesmos autores relatam que o tempo de
permanéncia do implante pode aumentar a probabilidade de inflamacdo, com a presenca de
neutrofilos, células de defesa que sdo atraidas pelos mediadores inflamatorios.

A aplicacdo tdpica de antibioticos no momento da inser¢do do dispositivo reduz a
incidéncia e a gravidade da vaginite (RUTTEN et al., 1986). Por outro lado, Linhares et al.
(2010) afirma que o uso dos antibidticos pode alterar a microbiota vaginal, induzindo a um
desequilibrio na microflora e desencadeando proliferacdo seletiva de microorganismos.

O Terra-Cortril tem como base a oxitetraciclina, cosiderado um potente antibidtico de
amplo espectro, no qual é fundamentalmente bacteriostatica e exerce acao antimicrobiana pela
inibicdo da sintese proteica, incapacitando as bactérias de crescer e se multiplicar. A segunda
base do spray é a hidrocortisona, um corticosteroide secretado pelo cortex adrenal, com
capacidade de modular a resposta inflamatéria local. E eficaz principalmente por sua acéo anti-
inflamatdria, antipruriginosa e vasoconstritora e com alivio rapido dos sintomas. A
hidrocortisona e a oxitetraciclina sdo bem toleradas pelos tecidos epiteliais (BUCCA et al.,
2008).

No presente estudo, um numero significativo de éguas (n= 7/16) ndo apresentaram
nenhuma reacdo inflamatoria em relagdo ao uso do dispositivo intravaginal de P4, indicando a
eficiéncia do tratamento com o antibi6tico utilizado. Nas eguas que obtiveram algum tipo de
inflamacédo, foram classificadas em grau de inflamacéo, sendo 1 grau brando (presenca de
pouco ou quase nenhum muco) e 4 grau maximo (muco exacerbado, fétido, com grumos e

coloragéo anormal), como demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 — Representacdo de 16 éguas em relacdo a incidéncia ou ndo de vaginite apés a
utilizacdo do dispositivo intravaginal de progesterona.
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A fase de transi¢do outonal compreende como o periodo em que as éguas passam de
ciclos regulares para ciclos irregulares até atingirem o anesto estacional (SILVA et al., 2021).
Esses mesmos autores indicam que seu inicio é variavel, como também sua duracédo, sendo
importante levar em consideracao a localizacdo em que esses animais se encontram e também
fatores relacionados a nutri¢cdo, mas € considerado como o periodo entre 0os meses de abril e
maio.

Esse processo se inicia com quedas continuas dos niveis de P4 a cada ciclo subsequente,
a partir do solsticio de verdo no més de dezembro. Portanto, éguas que ndo sofrem esse declinio
nas secrecOes de P4 séo capazes de persistirem em ciclos regulares mesmo no inverno. Dessa
forma, estratégias vém sendo estudadas afim de postergar essa queda nas concentracdes de P4
circulante (SILVA et al., 2021).

Com relagdo a taxa ovulatoria, foi obtido dois resultados distintos. A primeira fase
experimental, realizada no inicio do periodo de transicdo outonal, finalizou com ovulagdo de
100% (n=8/8) dos animais do GT em comparacdo aos animais do GC que obtiveram apenas
31.3% (n=5/8) de ovulacédo, resultando em interacéo positiva entre os grupos (P=0.0275),

efetivando a eficiéncia do tratamento, como indicado na Tabela 3.

Tabela 3 — Taxa ovulatdria (%) dos animais na primeira fase experimental.

Ovulagédo
N&o Sim Total
Grupo controle (GC) 3 (18.8%) 5 (31.3%) 8 (50%)
Grupo tratamento (GT) 0 (0.0%) 8 (50%) 8 (50%)

Total 3 (18.8%) 13 (81.3%) 16 (100%)
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O evento da ovulacao é caracterizado por um conjunto de a¢des de diferentes hormonios,
onde cada uma atuara em sinergia resultando na ovulagdo. Mebark, Kaidi e Basbaci (2022)
explicam que nessa fase o LH eleva suas concentracGes de maneira acentuada, desencadeando
na producdo de prostaglandina E2 (PGE2) causando hiperemia no foliculo dominante.
Juntamente com a crescente na PGE2, ocorre 0 aumento de histaminas, bradicinas e infiltracdo
de mastocitos nos tecidos que rodeiam o foliculo, gerando edema significativo e pressao
intrafolicular. Em menores concentracdes quando comparada com a lutedlise, a prostaglandina
F2y (PGF2y) também é secretada com o objetivo de promover contracées do musculo liso do
ovario. Nessa fase o LH pré-ovulatorio causa uma modificacdo interna na camada da teca
mudando a producdo de E2 para P4, aumentando as concentragdes de P4 intrafolicular e
consequentemente elevando a producdo de colagenase que auxilia na degradacdo da parede
folicular. Esse processo pode levar de 5 a 90 segundos, porém residuos teciduais permanecem
no antro do foliculo por 30 minutos a 5 horas, sendo variavel entre individuos (COELHO et al.,
2023.

No equindcio de outono, no més de marco, a capacidade de producdo de E2 pelos
foliculos comeca a reduzir gradativamente independente do diametro folicular, essa diferenca
de capacidade de producdo é significativa quando comparada a um foliculo com o mesmo
didmetro no verdo, onde a producéo de E2 € maior (CERQUEIRA et al., 2019). Esses autores
esclarecem que ao decorrer do periodo de transi¢do o crescimento folicular é cada vez mais
reduzido, até atingirem a quiescéncia por completo, reduzindo também a producdo de E2 e
consequentemente 0s sinais de cio.

Lino et al. (2022) elucidam que as fémeas demonstram de trés maneiras, basicamente,
que estdo estrando no periodo de transicdo. A primeira e mais comum consiste na presenca de
ondas de crescimento folicular e atresia, porém com falhas ovulatérias dos foliculos
dominantes, onde 0os mesmos podem entrar em atresia também ou formarem estruturas
chamadas de foliculos hemorragicos (FH). A segunda é a presenca de crescimento folicular
correto, ovulagdo normal com lise do CL, porém sem crescimento folicular subsequente. E por
ultimo, 0s animais que passam por quiescéncia ovariana pela presenca de um CL persistente,
mesmo apos sua lise e a queda de P4.

Apesar das evidencias indicarem um declinio na producdo hormonal pelos foliculos,
bem como da secre¢do de LH, estudos indicam que a sintese e liberagcdo de GnRH pelo
hipotalamo permanece inalterado na fase inicial do periodo de transi¢do de outono, sendo

representativo apenas na sua fase final (LEDERMAN, 2022). Dessa forma, esses autores
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explicam que a administracdo correta de hormoénios exogenos possibilita estender
significativamente a estacdo de monta sem grandes prejuizos.

O FSH néo sofre grandes alteracGes durante os periodos de transicdo, uma vez gque sua
atuacdo é até o momento de emergéncia e selecdo e ndo para as fases finais da foliculogénese,
dessa forma sua falha ndo é considerada como causa do periodo anovulatério (LINO et al.,
2022).

Mediante todas as alteracdes na cascata hormonal, o fim do periodo de transi¢do outonal
e inicio da fase anovulatoria é caracterizado pela presenca de ovarios pequenos, duros, lisos,
com poucos foliculos, didmetro de até 15 mm, Utero com apresentacdo flacida e sem edema
(MONTEIRO, 2017).

A segunda fase experimental foi realizada com o periodo de transicdo outonal mais
avancado, ja direcionado para a entrada das éguas em anestro sazonal profundo. Dessa forma
n&o foi obtido resultados significativos ao comparar o GC com o GT (P=0.5887), onde no GC
ovularam 12.5% (n=2/8) dos animais enquanto no GT ovulou 18.8% (n=3/8) das éguas, como

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Taxa ovulatdria (%) na segunda fase experimental.

Ovulacao
Nao Sim Total
Controle 6 (37.5%) 2 (12.5%) 8 (50%)
Tratamento 5 (31.3%) 3 (18.8%) 8 (50%)
Total 11 (68.8%) 5 (31.3%) 16 (100%)

Esses resultados sdo indicativos de que as éguas do presente estudo estavam adentrando
no periodo de anestro sazonal. Esse periodo é caracterizado pela quiescéncia completa dos
ovarios e ocorre durante o inverno, nos meses de junho e julho, onde os dias sdo mais curtos,
consequentemente menor horas/luz/dia e maior concentracdo de melatonina circulante
Segabinazzi et al. (2021). Porém, esses autores chamam atencdo para as individualidades de
cada animal, onde algumas éguas ainda seguem ciclando nesses mesmos periodos. Deve-se
lembrar também que o anestro sazonal esta diretamente ligado ao anestro nutricional, em que
éguas mas nutridas entraram em anestro com maior facilidade e sairdo dele com maior
dificuldade.

Ja € conhecido que as baixas secrecdes de GnRH circulante levam a uma queda na

secrecdo de FSH, dificultado as primeiras fases da foliculogénese, bem como de LH. Além das
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concentragdes de E2 permanecerem basais durante todo o periodo de anestro (FLORES et al.,
2022).

Quando analisado as duas fases em conjunto, ap6s o changeover, se tem uma tendéncia
ao GT em relacdo as ovulacgdes (34.4%, n=11/16) ao comparado com o GC (21.9%, n=7/16).
Essa auséncia de ovulagbes no panorama geral do estudo se da aos animais que ja estavam na
fase de anestro na segunda fase do experimento, com valor de p=0,1514, como indicado na
Tabela 5.

Tabela 5 — Taxa ovulatdria (%) geral, primeira e segunda fase experimental.

Ovulacéo
Néo Sim Total
Grupo Controle (GC) 9 (28.1%) 7 (21.9%) 16 (50%)
Grupo Tratamento (GT) 5 (15.6%) 11 (34.4%) 16 (50%)
Total 14 (43%) 18 (56.3%) 32 (100%)

Na literatura, trabalhos com a utilizacdo de dispositivos intravaginais de progesterona
em éguas tem-se baseado na hipdtese de que o aporte rapido deste hormonio, assim como
posteriormente a retirada do dispositivo e sua consequente queda, estimulariam a producéo e
liberagdo de GnRH hipotaldmico no periodo de transicéo e anestro estacional, aumentando 0s
niveis de LH e FSH hipofisarios estimulando o crescimento folicular e ovulacdo. Neste sentido,
Hanlon et al. (2010), em éguas na estacdo de transi¢cdo de primavera submetidas ao implante
intravaginal de progesterona por 10 dias, observaram um pico de progesterona (3,3+0,7 ng/ml)
um dia ap6s a utilizacdo do mesmo, ja as concentragdes plasmaticas de LH e FSH observadas
em declinio. Do terceiro ao quinto dia de utilizacdo do implante o FSH teve suas concentractes
aumentadas e se manteve em platd (9,4+0,8 ng/ml no dia 3), tendo um declinio de seus niveis
plasmaéticos nos dias 5 e 9. Em rela¢do ao LH, nos dias 6 e 7, pode-se observar um aumento em
suas concentracdes em relagcdo ao primeiro dia de dosagens.

De acordo com Botelho (2012) a retomada da ciclicidade ovariana se faz necessaria com
uma sequéncia de eventos endocrinos que geram o controle e coordenacdo da foliculogénese.
O aumento da secrecdo de GnRH, juntamente a maior sintese e secre¢ao de gonadotrofinas sdo
fatores que possibilitam a retomada da atividade ovariana. Newcombe et al. (2002)
demostraram que grande parte das éguas (80%) com a utilizacdo de dispositivos intravaginais
de progesterona tiveram crescimento folicular imediato apds a retirada do implante, sendo

foliculos pré-ovulatorios entre 4 e 5 dias. Quando é realizada a retirada dos dispositivos
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intravaginais de P4, as concentragOes deste hormonio caem abruptamente. A utilizacdo de
protocolos de sincronizacdo associado a agentes indutores de ovulacdo é uma importante
estratégia na aplicacdo das biotecnologias reprodutivas. Para que 0 mesmo possa ser eficiente,
a utilizacdo desses deve ser realizada com o acompanhamento diario da atividade ovariana,
através de palpacdo retal e ultrassonografia, monitorando o crescimento folicular e 0 edema
uterino, para que a administracdo dos farmacos seja realizada no momento adequado e que se
minimizem as possiveis falhas.

Como o GC néo recebeu nenhum farmaco, algumas éguas ovularam enquanto éguas do
GT estavam sob acdo do dispositivo intravaginal de P4, por isso a contagem de dias de ovulacao
pos inicio do tratamento e apds a retirada do implante ndo foi considerada nesses animais,
apenas no GT, com p< 0,05, como mostra na Tabela 6.
Tabela 6 — Dias médios de ovulagdo do grupo tratamento GT, nas duas fases experimentais,

apos a retirada do implante (D12).
OvulagBes média grupo controle (GT) a partir de:

DO 17.5
D12 5.5

Em relacdo a ovulagdo com ocorréncia durante o tratamento com P4, Squires et al.
(1979) descreveram o uso de altrenogest no controle do ciclo estral de éguas ciclicas. O
comportamento éstrico foi suprimido em dois dias ap0s o inicio de tratamento em 10 éguas nas
quais o tratamento comecgou durante o estro. Destas 10 éguas, sete ovularam durante o
tratamento. Ja Teixeira et al. (2021), com o dispositivo intravaginal por 12 dias, observou no
dia da retirada do implante que 2 éguas haviam ovulado, mesmo com a presenca do dispositivo,
enquanto 1 égua apresentou foliculo de 38mm. De acordo com Teixeira et al. (2021) observou
ovulacdo durante a presenca do implante contendo 1g de progesterona em 4 de 9 éguas mesticas
avaliadas (Sincrogest; Ouro Fino; 1g de P4). Porém, quando se utilizou dois implantes em cada
égua (insercdo concomitante de 2 implantes de 1g de P4 no mesmo animal) ndo foram
observadas ovula¢6es em nenhuma das 9 éguas. No presente trabalho, nenhuma égua ovulou
durante a presenca do implante intravaginal contendo 1g de progesterona, indo contra a estudos
anteriores, demonstrando que a dosagem de 1g de P4 presente no implante deste estudo garantiu
satisfatorio controle folicular, de modo que os animais somente ovularam ap0s remogéo do
mesmo.

Arbeiter, Barth e Jochle (1994) avaliaram 29 éguas com faixa etaria de 3 a 20 anos, onde

doze eguas foram tratadas na estacdo de monta convencional e dezessete em periodo de



25

transicao e anestro sazonal (outono inverno), todas avaliadas com exame ultrassonografico uma
vez ao dia. Setenta e sete éguas foram utilizadas como controle durante os tratamentos e todas
apresentaram ovarios inativos. O dia de insercdo do implante foi determinado como DO,
amostras de sangue foram coletadas para avaliar concentracfes sanguineas de P4. O implante
foi removido em 21 éguas (71%) no D10 e em 8 éguas (28%) no D12 apoés a inser¢do. Ao
detectar um foliculo com didmetro maior que 30mm as éguas foram induzidas com deslorelina
e 0s exames ultrassonograficos passaram a ocorrer de seis em seis horas até 0 momento da
ovulacdo. As eguas que ovularam foram inseminadas com sémen congelado. N&o houve
respostas ao tratamento de maneira distinta entre as éguas utilizadas na estacdo de monta
convencional ou no periodo de transicdo e anestro, por isso os resultados foram agrupados.
Dessa forma 93% dos animais responderam de maneira positiva ao tratamento, obtendo
ovulacgdes adequadas 2,5 dias ap6s a inducdo, com tamanho médio de foliculos pré-ovulatérios
de 46,9mm. Nenhuma das éguas do grupo controle apresentaram sinais de estro e ovulagéo,
confirmando a eficiéncia do tratamento com dispositivo intravaginal de P4. As amostras
plasmaticas de P4 confirmaram a inatividade ovariana antes do tratamento, tendo aumento
significativo ap0s a insercdo do implante e uma queda acentuada apos a remoc¢do do mesmo. O
aumento nos valores plasmaticos ap6s as ovulagbes indicou fortemente que os CLs
desenvolveram sem alteragdes, indicando que seu funcionamento é normal em qualquer época
do ano, desde que se tenha uma ovulacéo adequada.

Newcombe et al. (2002) apresentaram um estudo envolvendo 413 éguas avaliadas
durante 4 anos no periodo de transi¢do de primavera. Todas as éguas receberam o dispositivo
intravaginal de P4 por doze dias analisadas por ultrassonografia transretal cada 24 horas até o
momento da ovulagio. Eguas com foliculo pré-ovulatrio em desenvolvimento de >30 mm de
didametro (= 100%) foram tratadas com Ovuplant™ (deslorelina em implante de liberacdo
rapida) (36,7%), hCG (2.500 ou 1.500 UI) (38,9%) ou ndo receberam tratamento (25,2%).
Posteriormente essas eguas foram inseminadas com sémen refrigerado e o diagnostico de
gestacdo ocorreu entre 14 e 18 dias pos ovulagdo. Os tratamentos com Ovuplant ou hCG
garantiram taxas de ovulacdo de 96,0 e 84,9% versus 53,3% em éguas que ndo receberam
nenhum tipo de inducéo. Todas as eéguas tiveram crescimento folicular regular apos a retirada
do implante, o foliculo dominante atingiu diametros maiores que 30mm apos 4 dias, e ovulagéo
em média 5,3 dias do fim do tratamento. No geral, 80,2% de todas as éguas responderam ao
tratamento com estro e 80,7% ovularam. As éguas tratadas com Ovuplant tiveram taxas de

gestacdo de 54,2%, enquanto as éguas em que foram administrados o hCG tiveram 60,5% de
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prenhez positiva, ja as eguas que ndo receberam nenhum tipo de tratamento para indugdo da
ovulagéo obtiveram uma taxa de confirmagéo da gestacéo de 44,4%.

Handler et al. (2006) utilizaram o tratamento com implantes com o objetivo de
sincronizacdo de estro em diferentes momentos do ano. Para isso se utilizou 8 éguas com o
dispositivo por 11 dias. Em relacdo a sincronizagdo os dados foram satisfatdrios, no periodo de
anestro sazonal o dispositivo néo foi capaz de retornar a atividade ovariana.

Ao usar o dispositivo de progesterona, se promove uma regressédo do foliculo dominante
caso esteja presente, porém em resposta a abrupta queda no nivel de progesterona ao se retirar
o implante, um novo foliculo se desenvolve, em média, 10 dias de tratamento, atingindo 35 de
didmetro, onde as éguas rapidamente demonstram sinais de estro e ovulam entre 4 a 8 dias
(SAMPER; PYCOCK; MCKINNON, 2007).

Hanlon et al. (2010) testaram o dispositivo intravaginal por 10 dias em éguas que se
encontravam no fim do periodo de transi¢do de primavera, obtendo 100% de ovulagdes apos 3
dias do fim do tratamento. O pico de progesterona 3,3 ng/ml acompanhado de um declinio das
concentracdes de FSH e LH ocorreu um dia apés a insercdo do implante. Em seguida o FSH
aumento significativamente se mantendo em um platd nos 3, 4, 5 dias, com seu pico no 3 dia
com 9,4 ng/ml, com quedas entre os dias 5 e 9. O LH aumentou significativamente nos dias 6
e 7. A P4 iniciou sua queda no 6° dia apds o inicio do tratamento.

Oliveira et al. (2012) avaliou dez éguas que se encontravam em anestro com idade
variadas entre 3 a 25 anos, todas com auséncia de CL no inicio do estudo. Isso porque éguas
em anestro apresentam baixas concentracdes de LH, sendo que essa concentragdo aumenta
conforme a égua entra em transicdo para o periodo de estro, no qual niveis elevados de LH séo
essenciais para inducdo da maturacao do foliculo e da ovulagdo. Introduziu o implante de P4
em cada égua permanecendo por dez dias, sendo realizado 0,25mg de prostaglandina F2a, a
partir desse momento as éguas foram avaliadas diariamente por ultrassonografia até detec¢édo
de um foliculo de 35mm. Ao detectar um foliculo dominante (35mm) administrou 1.500 Ul de
hCG, inseminando as éguas no dia seguinte. Ao confirmar a ovulacgdo, apos oito dias realizou
a coleta de embrido. Apds a retirada do implante, 3,8 dias (variando de 2 a 6) sete éguas
apresentaram foliculos de 35mm, ovulando em média 7,8 dias apds a retirada do dispositivo de
P4, ao administrar o hCG ocorre a reducgédo do estro favorecendo que a ovulagéo ocorra em até
48 horas apdés a sua administracdo. Nesse estudo 80% das éguas em anestro obtiveram
resultados positivos em relagdo ao tratamento com implante de intravaginal de progesterona,

indicando que a idade ndo altera a eficacia do tratamento.
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Teixeira et al. (2021) avaliaram oito éguas mesticas com idade de 4 a 8 anos no periodo
de transicdo da primavera e repetidos no verdo, totalizando dezesseis ciclos ovulatorios. Nos
16 ciclos foram realizados 0 mesmo tratamento que consistiu com a administracdo de 5mg de
prostaglandina F2y e insercdo do implante de progesterona no primeiro dia (D0). O implante
de liberacdo lenta ficou nos animais por dez dias (D10), com andlises ultrassonogréficas a cada
24 horas. No D10 o implante foi retirado e realizado uma nova aplicacdo de prostaglandina
F2y. Ao detectar a presenca de um foliculo dominante com didmetro acima de 35mm era
realizado a inducdo da ovulacdo com hCG, detectando a ovulagéo através da presenca do CL.
Nesse estudo, em ambas as estacdes as ovulacdes foram detectadas apds a retirada do implante
(13/16- 81,25%), onde 100% dos animais ovularam no veréo enquanto 62,5% ovularam durante
o0 periodo de transicdo da primavera. No entanto ndo foram detectadas diferencas em dias entre
0 periodo da retirada do implante até a ovulacdo (4,90+2,10) em ambos os periodos do
experimento, inferindo que as éguas apresentam melhora no crescimento folicular ap6s o
tratamento com P4 devido ao aumento da pulsatilidade do LH ap6s a remocao do implante,
devido a estimulacdo da producédo ed GnRH, aumentando os niveis de FSH e LH. Dessa forma,
esses autores concluem que o protocolo foi favoravel em ambos os tratamentos, mas sendo
inquestiondvel que o aumento da luminosidade durante o verdo oferece uma vantagem
fisioldgica para o dindmica folicular. Possibilitou também resultados satisfatérios durante a
estacdo de transicdo de primavera indicando que a suplementagdo com P4 melhora a reserva

hipofisaria de gonadotrofinas, contribuindo para o desenvolvimento ovulatério.
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