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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

INDUGAO DA OVULAGAO EM EGUAS CRIOULAS COM DIFERENTES DOSES DE
GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA
AUTORA: JORDANA BEAL
ORIENTADORA: MARA IOLANDA BATISTELLA RUBIN
CO-ORIENTADOR: CARLOS ANTONIO MONDINO SILVA
Santa Maria, 28 de janeiro de 2008

O efeito de trés diferentes doses endovenosas de gonadotropina coridnica
humana (hCG) e a possivel influéncia da idade dos animais, do didmetro folicular e dos
meses da estagcdo de monta (setembro a janeiro) foram avaliados sobre a resposta
ovulatéria em cento e vinte e trés éguas Crioulas, entre 2 e 24 anos de idade durante a
temporada de monta de 2006. As éguas foram examinadas diariamente através de
palpacéo retal e ultra-sonografia com transdutor trans-retal linear de 5SMHz. Quando os
foliculos ovarianos em desenvolvimento alcangaram um didametro entre 30 a 35mm
aplicou-se uma injegdo endovenosa de hCG. As éguas foram distribuidas
aleatoriamente em trés grupos, conforme a dose de hCG aplicada: 1000 Ul (n=39),
1500 Ul (n=41), e 2000 Ul; (n=43). As fémeas foram cobertas no dia seguinte a
aplicacdo de hCG e examinadas diariamente até a detecg¢do da ovulagdo. O percentual
de éguas que ovularam antes de se passarem 24h da aplicagédo de hCG foi de 10,5%,
7,3% e 4,7%, e o das que o fizeram antes de decorrerem 48h da injecao foi de 92,5%,
83,7% e 86,0%, respectivamente, para os grupos tratados com 1000 Ul, 1500 Ul e 2000
Ul de hCG. Nao houve relacdo entre os meses da estacdo de monta, a idade das
éguas, didametro folicular (30-35mm) no momento da aplicagdo do hCG e a resposta
ovulatoria. As trés doses de hCG utilizadas apresentaram efeito similar (P>0,05),
induzindo a ovulacdo da maioria das éguas em até 48h. Eguas Crioulas em cio,
apresentando foliculos pré-ovulatérios com didmetro entre 30-35mm respondem bem a
inducdo da ovulagédo quando tratadas com 1000 Ul, 1500 Ul ou 2000 Ul de hCG.

Palavras-chave: Inducdo da ovulacdo; hCG; Egua Crioula; eqiinos.
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The effect of three different i.v. doses of human chorionic gonadotropin (hCG), as
far as the possible influence of aging, follicular diameter and the month of the breeding
season (September to January), was evaluated for ovulation induction in one hundred
and twenty three Criollo mares, between 2 and 24 years old, during the 2006 breeding
season. The mares were examined daily by rectal palpation and ultrasonography with a
5MHz linear transrectal transducer. When the ovarian follicles reached a diameter of 30
to 35mm, ovulation was induced with an injection of hCG. Mares were assigned into
three groups, each one receiving a different i.v. dose of hCG (1000 IU; n=39, 1500 IU;
n=41, 2000 IU; n=43). Mares were bred in the next day and examined daily until
ovulation was detected. Percentage of mares ovulating before 24h of pharmacology
induction was 10.5%, 7.3% e 4.7%, and before 48h, 92.5%, 83.7% and 86.0%,
respectively, for groups of 1000, 1500 and 2000 IU of hCG. The month of the breeding
season, age of the mares or follicular diameter (30-35mm) had no influence on ovulation
response. The injection of hCG showed similar (P>0.05) effects with the tree doses
studied. Ovulation was induced, until 48h after injection when a pre-ovulatory follicle 30-
35mm in diameter was visualized. Criollo mares with 30 to 35mm diameter pre-ovulatory
follicles can have their ovulation induced when treated with 1000 Ul, 1500 Ul or 2000 Ul
of hCG.

Key words: Ovulation induction; hCG; Crioulo mares; equine.
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INTRODUCAO

Durante a estacdo de monta fisiolégica, a égua pode mostrar variagdo na
duracao do ciclo, no intervalo entre o inicio do estro até a ovulacdo e no tamanho dos
foliculos pré-ovulatérios. Técnicas modernas de concepg¢do, como inseminagao com
dose baixa no fundo de corno, transferéncia de embrides, inseminagcdo com sémen
fresco, resfriado e congelado requerem precisa determinagdo do momento da ovulagao
(KOLLING & ALLEN, 2005).

A ovulacédo geralmente é induzida para gerar maior sincronismo com a
inseminacdo. Apesar de ja ter sido mostrado que éguas cobertas com garanhdes férteis
podem conceber mesmo se a ovulagdo ocorrer alguns dias apos a cobertura,
entretanto, as taxas de concepgao aumentam significativamente se as coberturas
ocorrerem proximas as ovulagdes (SAMPER et al., 2002). Os farmacos mais utilizados
para induzir as ovulagdes equinas sao a gonadotropina coridbnica humana (hCG) e os
analogos do horménio liberador de gonadotropinas (GnRH), sendo também utilizado o
extrato de pituitaria equina (EPE), o horménio luteinizante equino (eLH equino) e as
prostaglandinas (CHAVATTE & PALMER, 1998).

A gonadotropina coriénica humana foi o primeiro farmaco utilizado na indugao da
ovulacao em éguas (DAY,1939), e, no momento, este é, provavelmente, o horménio
mais utilizado em reprodugéo equina. A eficiéncia do hCG em induzir a ovulagédo em
éguas no cio com foliculos de no minimo 35mm ja foi demonstrado por varios
pesquisadores (DAY, 1939; LOY & HUGHES, 1966; VOSS et al., 1975; WEBEL et al.,
1977; DRIANCOURT & PALMER,1982). No entanto, muitos estudos tém sido
realizados na ultima década para encontrar uma solugdo alternativa na indugdo da
ovulagdo em éguas, ja que parece que o uso frequente de hCG em éguas poderia levar
a formagao de anticorpos anti-hCG com uma perda subseqliente da sua eficiéncia
(SULLIVAN et al., 1973; VOSS et al., 1975; ROSER et al.,1979; DUCHAMP et al., 1987;
WILSON et al.,1990).
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Até o presente momento, poucos estudos sobre o comportamento reprodutivo na
raca Crioula foram realizados e nao existem informacdes pertinentes sobre o uso de
indutores da ovulagdo nessas fémeas. A variabilidade de resultados observada com o
uso de diferentes doses de hCG e as diversas condigcbes dos animais em que este
hormdnio foi aplicado em outras racas, indica a necessidade de estudos relacionados
ao seu efeito, para poder, assim, vir a ser usado de forma segura na raga Crioula.

Por esta raz&o, avaliou-se a resposta ovulatoria de éguas Crioulas submetidas as
aplicacbes de 1000, 1500 e 2000 Ul de hCG quando apresentavam foliculos com
didmetros entre 30 e 35mm. Também foi observada a influéncia da idade das éguas e
dos meses da estagdo reprodutiva em que o hormdnio foi aplicado sobre a resposta

ovulatoria.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O ciclo estral na égua

O inicio da estagcdo ovulatoria nas éguas ocorre em resposta ao aumento de
horas luz/dia que é interpretado através do sistema nervoso central. As mudangas na
duracdo dos dias sao reconhecidas pelos receptores da luminosidade do nervo 6tico,
que estao ligados a glandula pineal. Esta por sua vez, em resposta ao estimulo modifica
a secrecao de melatonina provocando transformagdes apropriadas no hipotalamo
(GINTHER, 1992).

O aumento das secregcdes do GnRH pelo hipotalamo faz com que hipdfise libere
os horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), caracterizando a transi¢ao
de inverno para a primavera. Consequentemente, os esterdides ovarianos provenientes
das estruturas foliculares e luteais, controlam tanto a liberagdo de GnRH quanto das
gonadotropinas durante o ciclo estral em um rapido ciclo ritmico que se repete a cada
21-22 dias até que este ciclo seja interrompido por prenhez, sazonalidade ou condi¢gdes
patologicas (BERGFELT, 2000).

O ciclo ovulatério da égua tem em meédia 21 dias de duragéo, sendo 14 dias de
diestro (fase luteal) e 7 dias de estro (fase folicular) (PALMER & JOUSSET, 1975). No
entanto, existe ampla variacdo entre os ciclos, que se deve a duragao do cio, que pode
durar de 2 a 15 dias. Além disso, os cios sdo mais longos durante o periodo transicional
de primavera, quando as éguas comegam a apresentar atividade ovulatéria e mais
curtos no final da estagdo ovulatéria (GINTHER 1974; PALMER 1978).

O comportamento caracteristico do cio € atribuido ao efeito de altos niveis de
estrogeno sistémico associados com o desenvolvimento dos foliculos que ocorre na
fase folicular. Em contraste, o comportamento de diestro € atribuido aos altos niveis

sistémicos de progesterona associado com o desenvolvimento do corpo Iuteo,
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caracterizando a fase lutea, que dura, geralmente, entre 14 a 16 dias (BERGFELT,
2000).

O crescimento folicular € um processo continuo que acontece durante toda a
vida reprodutiva das fémeas, independente do seu estado fisioldégico. A atividade
folicular € minima durante a metade da estagao anovulatéria, seguida de um aumento
na atividade nos ultimos dois meses do anestro estacional ou periodo de transicao,
apresentando atividade maxima no desenvolvimento do primeiro foliculo ovulatorio da
temporada reprodutiva. Portanto, as ondas foliculares ocorrem tanto no anestro

estacional quanto na estagao ovulatoria (DONADEU & GINTHER, 2002).

O crescimento folicular pode ser dividido em dois periodos. A primeira fase
ocorre independente da regulagdo hormonal e € quando os foliculos primordiais
comecam a crescer. As células foliculares se dividem e multiplicam-se para diferenciar-
se em células da teca e da granulosa. Ao mesmo tempo, os oécitos comegam a maturar
e aumentar de tamanho. Apds varias semanas de crescimento, a secre¢ao do fluido
folicular € iniciada por disjuncéo das células e o foliculo torna-se um foliculo antral.
Neste momento, seu tamanho esta em torno de 0,2 a 0,4mm (DRIANCOURT et al.,
1982). Nas éguas, os foliculos antrais tornam-se sensiveis as gonadotropinas quando
seus diametros alcangam ao redor de 5-10mm. Nesse momento, se inicia 0 segundo
estagio do crescimento folicular que se chama onda folicular, que ocorre uma vez por

ciclo na maioria das éguas (CHAVATTE & PALMER, 1998).

O estimulo necessario para o recrutamento folicular, ou seja, para a continuidade
do crescimento folicular depende da elevacédo das concentragdes plasmaticas de FSH
(FORTUNE, 1994). Conforme GINTHER et al. (2000) o maior foliculo emerge em
média, um dia antes da emergéncia do segundo maior foliculo. As concentragdes de
FSH que estimulam a emergéncia da onda folicular iniciam seu declinio quando os
foliculos atingem o diametro de aproximadamente 13mm, devido a capacidade destes

foliculos para secretar inibina. Nos dois primeiros dias, a queda das concentragdes de
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FSH é causada somente pela inibina, baseada em uma relacédo temporal entre o FSH, a
inibina imuno-reativa e o estradiol (DONADEU & GINTHER, 2001; MEDAN et al., 2004).
Ja as concentragdes de estradiol comegam a aumentar proximo ao inicio da divergéncia
folicular (BERGFELT et al., 2001; GASTAL et al.,, 1999a), mas a contribuicdo do
estradiol ao continuo declinio do FSH nao é conhecida (GINTHER et al., 2005).

A divergéncia folicular ocorre associada a lise do corpo luteo. Nesse momento, o
maior foliculo mede em média 22-23mm de didmetro e o FSH atinge concentracbes que
sao suficientes para manter o crescimento do foliculo dominante, mas sdo muito baixas
para sustentar o crescimento dos futuros foliculos subordinados, que acabam entrando
em regresséo (DONADEU & GINTHER, 2003). Apos a divergéncia folicular, o foliculo
dominante parece passar por uma troca na dependéncia gonadotrépica, ou seja, o
foliculo que inicialmente era dependente de FSH passa a ser dependente
predominantemente do LH. A aquisi¢ao de receptores de LH pelas células da granulosa
do foliculo dominante, junto com os receptores de FSH remanescentes, permite que o
crescimento folicular continue apesar dos baixos niveis de FSH. Os outros foliculos

tornam-se atrésicos e degeneram lentamente (GINTHER, 1992).

Se uma completa regressao do corpo luteo permitiu 0 aumento dos niveis de LH,
a ovulacao ocorre apos o foliculo dominante sofrer a maturacéao final e alcancar mais de
35mm de diametro (CHAVATTE & PALMER, 1998). Segundo GINTHER (1992), o
aumento sistémico dos niveis de LH proximo ao inicio da fase folicular s&o atribuidos ao
efeito feedback positivo do aumento dos niveis de estrogeno, provocado pelo
crescimento folicular, no hipotadlamo, e ao efeito de feedback negativo da queda da
progesterona causada pela regressao lutea. As ovulagbes ocorrem de forma
espontédnea quando um foliculo pré-ovulatério maduro (aproximadamente 40mm de
didmetro) € exposto a altos niveis de LH. Elas podem também, ser induzidas
artificialmente através de farmacos de agéo luteinizante, tais como, diretamente, o hCG

ou, indiretamente, o GnRH.
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Em muitas espécies, a ovulagdo ocorre apdés um pico de LH. Em éguas, a
ovulagdo ocorre apds uma constante e lenta elevagcdo na concentracdo plasmatica de
LH (GINTHER,1987). Sob determinado limiar no estimulo de LH, o foliculo se rompe e o
oocito é expelido, adotando o caminho para a fossa de ovulagdo. O odcito é, entao,
recolhido pelas fimbrias e liberado no infundibulo do oviduto onde ira ocorrer a
fertilizagcdo. Inicialmente, apds a ruptura do foliculo, ocorre uma hemorragia na parede
folicular rompida que vai dar origem a formagao do corpo hemorragico. As células da
granulosa e da teca se transformam estrutural e funcionalmente luteinizando-se, e na
sequéncia vao formam o corpo luteo. A partir deste momento, inicia-se a fase Iutea

(HAFEZ & HAFEZ, 2000).

O inicio da fase lutea (diestro) é associado ao desenvolvimento do corpo luteo
tendo como substrato o coagulo intrafolicular. A ruptura do foliculo pré-ovulatorio
durante a ovulagdo resulta em uma queda na produgdo de estrogenos e inibina,
diminuindo, consequentemente, os niveis sistémicos de ambos os hormoénios.
Simultaneamente, as concentragcbes do LH circulante também diminuem apéds a
ovulagdo. A combinagdo do desaparecimento do feedback positivo do estrégeno e do
aparecimento do feedback negativo da progesterona, aparentemente contribuem para o
declinio do LH (GINTHER, 1992).

Existe uma relacdo negativa entre as mudancgas sistémicas nas concentracdes
de LH e progesterona. Um corpo luteo recém formado inicia a secrecdo de
progesterona no momento da ovulagéo, antes do inicio da regressao pds-ovulatéria do
LH. Também no final do diestro, a progesterona comega a diminuir dois dias antes do
aumento do LH. Além disso, um efeito negativo da progesterona sobre o LH tém sido
demonstrado ao se utilizar progesterona exdgena (BERGFELT et al., 2001; GASTAL et
al., 2000; GASTAL et al., 1999b).

O final da fase luteal envolve uma cascata de eventos hormonais resultando na
sintese e secrecgdo da prostaglandina — Fyq (PGF24) pelo endométrio. O efeito luteolitico

da PGF,, atinge o corpo luteo pela via sistémica provocando a sua regressdo. As
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concentracdes sistémicas comecam a aumentar aproximadamente na metade do
diestro com o pico maximo de concentracdo acontecendo ao redor do dia 14 pods-
ovulagao. Depois disso, os niveis de PGF,4 decrescem gradativamente juntamente com

a regressao lutea e a queda da produgao de progesterona (GINTHER, 1992).

2.2 Detecgdao do momento da ovulagao

O uso da ultra-sonografia transretal nos ultimos 25 anos para visualizar foliculos
ovarianos e medir precisamente seus didametros tem auxiliado consideravelmente na
detecgdo do foliculo pré-ovulatério (PALMER & DRIANCOURT, 1980). DE LA CORTE
et al. (1992) relataram pioneiramente no Brasil o monitoramento do ciclo estral de uma
égua, examinando-a diariamente com auxilio de um ultra-som para descrever as fases
de um ciclo regular.

No inicio do estro, varios foliculos podem ser palpados e medidos nos ovarios.
Eles crescem rapidamente até haver a divergéncia folicular, quando o foliculo
dominante produz fatores que inibem o crescimento e causam a regressdo dos outros
foliculos. De uma forma pratica, foliculos ovulatérios usualmente sdo maiores que
35mm, e a sua parede pode apresentar espessura de até 6mm. No entanto, o tamanho
folicular um dia antes da ovulag&o varia entre os ciclos e também com a época do ano,
sendo os maiores foliculos pré-ovulatérios observados no inicio da estacdo de monta
(GINTHER & PIERSON, 1989). Imagens ultra-sonograficas do foliculo dominante pré-
ovulatério demonstraram aumento no volume do antro e espessamento da parede
folicular (TOWNSON & GINTHER, 1989).

A consisténcia dos foliculos, as vezes, € menor proximo a ovulagdo e a
sensibilidade dos ovarios a palpacdo aumenta, mas esses fenbmenos n&o sao
confiaveis o suficiente para se prever o momento da ovulagéo. Instantes antes da
ovulacdo, as imagens ultra-sonograficas do foliculo perdem as suas forma arredondada,
alongando-se em diregao a fossa de ovulagéo e a parede folicular parece mais fina. No

entanto, este estagio nem sempre €& observado ja que isto ocorre poucas horas do
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momento da ovulagao (DE LA CORTE et al., 1992; CHAVATTE & PALMER, 1998).

2.3 Indicagodes para o uso de indutores da ovulagao

A inducado da ovulagédo geralmente é utilizada quando a égua apresenta foliculos
em crescimento acima do tamanho pré-ovulatorio. Na maioria dos casos, a égua ciclica
ira ovular espontaneamente, mas em um periodo indeterminado, além disso, na época
de transicdo ou em condi¢cdes patologicas, as éguas apresentam crescimento folicular
normal, mas falham ao ovular (PALMER, 1993).

A inducado confiavel da ovulacdo € uma importante ferramenta para qualquer
atividade na reproducéo equina. Além de se melhorar as taxas de prenhez ao utilizar
sémen resfriado, congelado ou de baixa qualidade, proximo do momento da ovulagéo, a
inducao da ovulagao reduz o numero de inseminagdes necessarias por ciclo, resultando
em um programa reprodutivo mais eficiente (SAMPER et al., 2002). Induzir o momento
da ovulagédo é importante principalmente se tratando de éguas que sao cobertas com
garanhdes altamente requisitados, que permitem apenas uma monta por ciclo; em
éguas cobertas com garanhdes sub-férteis, com baixa concentragdo espermatica ou
sémen de baixa longevidade; em éguas com susceptibilidade as infecgbes uterinas e
que nao devem ser cobertas mais de uma vez em um unico ciclo, e ainda nas
inseminagodes artificiais com sémen resfriado transportado ou sémen congelado, ja que
o0 numero de palhetas ou doses inseminantes sao geralmente limitadas e a qualidade
do sémen € mais baixa (SAMPER et al., 2002).

Em geral, um intervalo menor de 48 horas é recomendado entre a ultima
inseminagéo e a ovulagdo quando a égua é coberta naturalmente ou inseminada com
sémen fresco. Quando sémen congelado é utilizado, a ovulagdo ndo deve ocorrer além
de 24 horas apods a ultima inseminagéo, o que enfatiza a necessidade de precisdo na
previsdo do momento da ovulagdo. Além disso, a técnica de puncéo folicular requer um
controle desse intervalo ainda maior para coletar odcitos maduros de foliculos pré-

ovulatérios. Finalmente, a indugédo da ovulagdo também pode ser usada em programas
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de sincronizagao e no periodo transicional quando a secreg¢do endogena de LH é muito

baixa para induzir a ovulagao espontaneamente (CHAVATTE & PALMER, 1998).

2.4 Momento da indugao da ovulagao

A primeira pesquisa sobre indu¢ao da ovulagdo em éguas foi realizada por DAY
(1939), que preconizou tempo fixo durante o estro, ou seja, as éguas eram tratadas,
geralmente no segundo dia do cio e o efeito do tratamento caracterizado pela
diminui¢do significante da duragédo do estro ou do intervalo entre o inicio do estro e a
ovulagcdo. No entanto, a variabilidade no desenvolvimento folicular neste estagio do
ciclo pode explicar algumas das diferengas nos resultados (causadas por foliculos de
tamanho insuficiente no momento do tratamento). Um método mais adequado consiste
na deteccdo do foliculo (didametro) e do seu crescimento por palpagao retal ou ultra-
sonografia, induzindo a ovulagdo quando um foliculo em desenvolvimento atinge
determinado didmetro (GINTHER, 1986).

Apesar de ainda nao ter sido definido o tamanho minimo para um foliculo
responder ao tratamento, atualmente recomenda-se que as éguas devam ser tratadas
quando o foliculo dominante atinge o tamanho minimo de 33mm e 35mm de didmetro
em poneis e éguas, respectivamente. E essencial, no entanto, ter certeza que o foliculo
esta crescendo e nao entrando em atresia. Portanto, € necessario realizar varios
exames, comecando cedo o suficiente para verificar o crescimento do foliculo e adequar
o tratamento ao tamanho deste. Além disso, foliculos maduros crescem efetivamente
entre a realizacdo de dois exames enquanto foliculos atrésicos continuam do mesmo
tamanho ou diminuem, ja que a taxa de regressao é muito mais lenta que a taxa de
crescimento (PALMER, 1993).

Assim, o momento ideal para a aplicagdo do indutor de ovulacdo depende da
combinagao de fatores ou caracteristicas, como a época do ano, a apresentacao de cio,
a eco textura endometrial, o tdbnus uterino e cervical, a eco textura da parede do foliculo

pré-ovulatério, bem como o didmetro e forma do maior foliculo (DE LA CORTE, 1992).
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2.5 Gonadotropina Coridonica Humana

A gonadotropina coriénica humana (hCG) é uma proteina constituida de duas
cadeias de peptideos contendo galactose e hesoxamina com um peso molecular de
30.000 e uma meia vida de 8 a 12 horas. O hormoénio é produzido pelos citotrofoblastos
da vesicula coridnica da placenta humana e aparece na urina poucas semanas apos a
concepgao, atingindo seu pico aproximadamente em 50 dias de gestagdo e diminuindo
a quantidades insignificantes em seguida (McDONALD,1988).

O hCG liga-se aos receptores de LH equinos no ovario (EVANS et al., 1982),
apesar de ele ser quimicamente diferente do horménio luteinizante pituitario (LH), a sua
atividade bioldgica € primariamente semelhante ao LH com efeitos semelhantes aos
causados pelo FSH (McDONALD,1988). Nas éguas em estro, promove a maturagao e
ovulacao do foliculo dominante de éguas em estro (VOSS, 1993).

O uso do hCG para induzir a ovulagdo tem amplo histérico. No trabalho pioneiro
de DAY (1939), inicialmente se administrou 1000 “unidades de égua” de hCG quando o
foliculo estava maturo o suficiente para a ovulagdo ser induzida. DAVIDSON (1947)
mostrou que a ovulacdo era induzida entre 24 e 48 apos a aplicacdo de hCG.
NISHIKAWA (1959) administrou hCG no primeiro dia do estro e a ovulagédo ocorreu em
3 dias, em sete de nove éguas. BUTTERFIELD et al. (1964) relataram que a fertilidade
se mantinha normal apés inje¢des sistémicas de 2500 Ul de hCG. LOY & HUGHES
(1966) utilizaram 2500 Ul de hCG endovenoso no segundo dia do estro e obtiveram as
ovulagbes ocorrendo em média 4,09 dias apds o tratamento, enquanto as éguas
controle ovularam em 6,53 dias apds o tratamento.

Vérias dosagens ja foram testadas, de 1000 a 5000 Ul, mas uma dosagem ideal
ainda ndo foi definida (LOY & HUGHES, 1966; VOSS et al., 1975). Tradicionalmente,
2500 Ul de hCG séo injetadas endovenosamente em éguas em estro que possuem um
foliculo maior de 35mm de didmetro e a ovulagdo ocorre em até 48 horas apos a

injecdo em mais de 75% das éguas tratadas (DAY, 1939; DAVIDSON, 1947; VOSS et
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al., 1975; DRIANCOURT & PALMER, 1982). A fertilidade ndo é afetada com o uso do
hCG (LOY & HUGHES, 1966; VOSS et al., 1975). Estudos detalhados comprovaram
que a ovulagdo ocorre na verdade entre 32 e 42 horas apds o tratamento e que
ovulagdes mais precoces nao ocorrem devido ao hCG, mas provavelmente sao
induzidas por um pico enddégeno de LH (FREEMAN et al., 1991; GRONDAHL et
al.,1993; BATTUT et al., 1998).

Apesar de o hCG ser amplamente utilizado na reprodugdo equina, ja foi
demonstrado que o uso frequente de hCG em éguas pode levar a formagdo de
anticorpos anti-hCG com uma perda subsequente da eficiéncia. Portanto, varios
estudos tém sido realizados na ultima década para encontrar uma solugao
farmacologica alternativa na indugdo da ovulacdo em éguas (SULLIVAN et al., 1973;
VOSS et al., 1975).

Os primeiros estudos realizados sugeriram que a resposta ao hCG diminuia
conforme o0 uso repetido na mesma égua, sugerindo uma origem imunoldgica
(SULLIVAN et al., 1973; VOSS et al., 1975). Na verdade, hoje esta definido que éguas
produzem anticorpos anti-hCG apds serem tratadas por 2 a 5 vezes em uma temporada
de monta (ROSER et al., 1979; DUCHAMP et al., 1987; WILSON et al., 1990). No
entanto, as éguas continuam ovulando espontaneamente, ja que os anticorpos nao
interagem com o LH equino, mas elas ndo respondem mais ao tratamento. Em uma
tentativa de reduzir a resposta inflamatéria associada as aplicagdes e na tentativa de
reduzir a producdo de anticorpos, DUCHAMP et al. (1987) trataram as éguas
simultaneamente com hCG e corticéides de longa agdo, mas a produgao de anticorpos
n&ao diminuiu.

NOGUEIRA (1990) testou a eficiéncia do hCG e de prostaglandinas na indugao
da ovulagdo e duragao do cio em 104 éguas PSC. No estudo, verificou-se que ambos
os farmacos induzem a ovulagdo, e que o hCG, na dose de 3000 Ul reduz
adequadamente a duragdo do cio, especialmente em éguas com cio prolongado.

Posteriormente, BLANCHARD e colaboradores (2003) demonstraram que n&o houve
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diminuicdo nas taxas de resposta quando o hCG foi administrado durante mais de
quatro ciclos estrais diferentes na mesma estagcao de monta. BARBACINI et al. (2000)
realizaram um vasto estudo retrospectivo na ltalia, a latitude 45°3°’52°92 norte
detectando que a incidéncia de éguas que receberam hCG e nao ovularam foi maior no
grupo das solteiras e velhas (>16 anos). Eles também demonstraram que as éguas que
receberam hCG em maio, junho e julho (final da estacdo) tiveram maior tendéncia de
ovular antes de 24 horas apds o tratamento, quando comparadas as tratadas em
fevereiro, margo e abril (inicio da estagao). Finalmente, os autores concluiram que o uso

repetido de hCG ndo diminuiu a resposta ovulatéria das éguas tratadas.
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INDUGAO DA OVULAGAO EM EGUAS CRIOULAS COM DIFERENTES DOSES DE
GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA
OVULATION INDUCTION WITH DIFFERENT DOSES OF HUMAN CHORIONIC GONADOTROPIN IN

THE CRIOLLO MARES

RESUMO

O efeito de trés doses endovenosas de gonadotropina coridnica humana (hCG) e
a possivel influéncia da idade dos animais, do diametro folicular e dos meses da
estacdo de monta (setembro a janeiro), foram avaliados considerando a resposta a
inducédo da ovulagdo. Cento e vinte e trés éguas Crioulas, entre 2 e 24 anos de idade
foram utilizadas durante a temporada de monta de 2006. As éguas foram examinadas
diariamente através de palpagado retal e ultra-sonografia com transdutor trans-retal
linear de 5MHz. Quando os foliculos ovarianos alcangaram entre 30 a 35mm de
didmetro induziu-se a ovulagao com uma inje¢do endovenosa de hCG. As éguas foram
distribuidas aleatoriamente em trés grupos conforme a dose de hCG aplicada: 1000 Ul
(n=39), 1500 Ul (n=41), e 2000 Ul; (n=43). As éguas foram cobertas no dia seguinte a
aplicagdo de hCG e examinadas diariamente até a detec¢do da ovulac&o. A analise dos
dados foi feita pelo pacote estatistico SAS através do Teste Kruskal-Wallis. O
percentual de éguas que ovularam antes de 24h da injecdo de hCG foi 10,5%, 7,3 e
4,7%; e até 48h apos injecéo de 92,5%, 83,7% e 86,0% nos grupos tratados com 1000
Ul, 1500 Ul e 2000 Ul de hCG, respectivamente. Nao houve influéncia dos meses da
estacdo de monta, da idade ou do didmetro folicular no momento da aplicagao sobre a
resposta ovulatéria. Portanto, as trés doses de hCG tiveram efeito similar (P>0,05),
induzindo a ovulagdo em até 48h em éguas Crioulas com foliculos ovarianos entre 30-
35mm.

Palavras-chave: Inducdo da ovulagao, hCG, didametro folicular, Crioula, égua
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ABSTRACT

The effect of three different i.v. treatments of human chorionic gonadotropin
(hCG) and the possible influence of aging, follicular diameter and month of the breeding
season (September to January) on ovulation induction was evaluated. One hundred and
twenty three Criollo mares, between 2 and 24 years old, were used during the 2006
breeding season. The mares were examined daily by rectal palpation and
ultrasonography with a 5MHz linear transrectal transducer. When the ovarian follicles
reached a diameter of 30 to 35mm, ovulation was induced with an injection of hCG.
Mares were assigned into three groups, each one receiving a different i.v. dose of hCG
(1000 1U; n=39, 1500 IU; n=41, 2000 IU; n=43). Mares were bred in the next day and
examined daily until ovulation was detected. Data was processed using the Kruskal-
Wallis Test through the commercial software (SAS). The percentage of mares ovulating
before 24h of hCG injection was 10.5%, 7.3% e 4.7% and until 48h after injection was
92.5%, 83.7% and 86.0%, for groups of 1000, 1500 and 2000 IU of hCG, respectively.
The month of the breeding season, the age of the mares or the follicular diameter had
no influence on ovulation response. The injection of hCG showed similar (P>0.05)
effects with the three doses studied in Criollo mares, inducing ovulation until 48h after

injection when a pre-ovulatory follicle 30-35mm in diameter was visualized.

Key words: Ovulation induction, hCG, follicular diameter, Crioulo, equine.

INTRODUGAO

No Brasil, o cavalo Crioulo representa a terceira maior raga, com mais de 200 mil
animais. A crescente participagao de cavalos da raga Crioula em provas esportivas tem
levado ao aumento dos investimentos pelos criadores. No entanto, o manejo
reprodutivo destes animais ainda ndo acompanha o desenvolvimento da raca e varios
fatores ainda necessitam ser estudados.

A gonadotropina coridnica humana (hCG) foi o primeiro horménio utilizado para

induzir ovulagdo em éguas (DAY, 1939), estando provavelmente entre os hormdnios
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mais usados no manejo da reprodugado equina (McCUE et al., 2004). Esse hormdnio
luteinizante se liga aos receptores de LH do ovario induzindo a maturagéo e a ovulagao
do foliculo dominante de éguas em estro (VOSS, 1993).

Identificar o momento da ovulagao é particularmente importante quando se utiliza
sémen congelado, sémen fresco transportado, ou ainda, ao utilizar garanhdes que
tenham sobrevivéncia espermatica reduzida apdés a ejaculagdo (CHAVATTE &
PALMER, 1998). Segundo WEBEL et al. (1977), a sincronizagdo da ovulagdo € mais
previsivel quando o hCG ¢é aplicado em éguas cujos foliculos ja alcangaram 30 a 35mm
de diametro, enquanto para PALMER (1993), o tamanho minimo para um foliculo
responder com sucesso a estimulagdo hormonal com LH é 33mm em éguas pbneis e
35mm de didmetro em éguas maiores.

Nao existe uma dose padrao de hCG para induzir a ovulagdo, no entanto a dose
mais utilizada em éguas em cio que tenham foliculos maiores de 35mm de diametro é
de 2500 Ul de hCG endovenoso (DAY, 1939; VOSS et al.,, 1975; CHAVATTE &
PALMER, 1998). Em estudo realizado por GASTAL et al. (2006) em éguas Bretas, o
tempo médio para ocorréncia das ovulagdes foi menor e o sincronismo das ovulagdes
aumentou com a aplicagao de doses de 1500 Ul e 2500 Ul de hCG quando comparadas
com as éguas tratadas com 500 UI.

Na ltalia, BARBACINI et al. (2000) avaliaram o efeito da estacdo do ano e idade
das éguas sobre a resposta ovulatéria ao hCG em éguas de salto. Nesses estudos as
éguas mais velhas (>16 anos) responderam mais tarde ao hCG (>48h) quando
comparadas as jovens. Ja nas éguas utilizadas na metade final da estacdo de monta, a
distribuicdo das ovulagdes foi sensivelmente alterada nas primeiras 24 horas pos-
inducao com hCG.

O experimento teve como objetivo avaliar a eficiéncia do uso de 1000 Ul, 1500 Ul
e 2000 Ul de hCG sobre a indugcdo da ovulagdo de éguas Crioulas, bem como a
influéncia da idade das éguas, do diametro folicular no momento da aplicagdo do

hormdnio e do més na estacao reprodutiva em que se utilizou o farmaco.



25

MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi realizado em um criatério de cavalos Crioulos em Sao Sepé
(RS), durante a estagdo de monta de 2006 (setembro-janeiro). Cento e vinte trés éguas
Crioulas, lactantes ou ndo, com idade entre 2 e 24 anos, com peso médio de 415Kg
criadas em pastagem nativa consorciada com pastagem de trevo branco serviram para
o estudo. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos, sendo que cada
fémea recebeu uma dose de 1000 Ul (n=39), 1500 Ul (n=41), ou 2000 Ul (n=43) de
hCG (Chorulon®; Intervet, Sdo Paulo — SP, Brasil), via endovenosa. O frasco comercial
de 5000 Ul de hCG foi diluido em 5ml de diluente estéril tamponado e distribuido em

seringas estéreis de 3ml conforme as doses do delineamento experimental.

Apos a observagcdo do cio, o trato reprodutivo das éguas foi examinado
diariamente por palpagdo e ultra-sonografia com um aparelho modelo SSD-500 e
transdutor trans-retal de 5MHz (Aloka, Co., LTD. 6-21-1, Mure, Mitaka-shi, Tokyo, 181-
8622, Japan). No momento em que os foliculos ovarianos das éguas alcangaram entre
30 e 35mm de didametro, induziu-se a ovulagdo. No dia seguinte a aplicacdo do
hormdnio, as éguas foram cobertas com garanhdes comprovadamente férteis, sendo

examinadas diariamente e cobertas a cada 48h, até o momento da ovulagao.

A influéncia na resposta ovulatéria das éguas foi avaliada levando-se em
consideracao a idade, o més em que foi realizada a indugdo da ovulagédo e o diametro
do foliculo no momento do tratamento. As éguas foram separadas de acordo com a
idade em éguas novas (2-9 anos), éguas maduras (10-16 anos) e éguas velhas (>16
anos). A estacdo reprodutiva foi separada em duas partes: setembro e outubro;

novembro, dezembro e janeiro.

Os dados deste estudo foram analisados pelo pacote estatistico SAS (Software
of the Statistical Analysis System Release 8.01, 2001) e se utilizou o teste nao

parameétrico Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na espécie equina, inumeros estudos foram conduzidos para avaliar o efeito de
doses entre 500 Ul e 6000 Ul de hCG. A dose ideal para indugdo da ovulagdo em
éguas ainda nao foi determinada e tradicionalmente diferentes equipes utilizam 2500 Ul
de hCG (DAY, 1939; CHAVATTE & PALMER, 1998; BERGFELT, 2000; GASTAL et al.,
2006).

De acordo com CHAVATTE & PALMER (1998), a indugéo da ovulagéo acontece
entre 32 e 42 horas apds a aplicacao do hCG. As ovulagdes que ocorrem antes das 24
horas ndo sao causadas pelo farmaco, mas induzidas por um pico endégeno de LH. No
presente experimento, as éguas foram examinadas apenas uma vez ao dia e foi
possivel perceber maior incidéncia de ovulagdes (Grafico 1) ocorrendo entre 24-48h, ja
que 80,5% (99/123) das éguas utilizadas no experimento ovularam neste intervalo e
apenas 7,3% (9/123) ovularam entre 0-24h, ou seja, 10,5%, 7,3% e 4,7% das éguas
tratadas com 1000 Ul, 1500 Ul e 2000 Ul respectivamente, ovularam antes de 24h apés
a indugéao hormonal.

Apés a aplicacdo endovenosa de 1000, 1500 ou 2000 Ul de hCG, o percentual
de éguas que ovularam em até 48 horas resultou em 92,5% (36/39), 83,7% (35/41) e
86% (37/43), respectivamente; correspondendo a 87,8% do total de animais utilizados
no experimento (Tabela 1). Nao houve diferenga (P<0,05) entre os diferentes grupos de
éguas. Esses resultados sao similares aos relatados por DAY (1939), BARBACINI et al.
(2000), SAMPER et al. (2002) e por McCUe et al. (2007) que obtiveram 75-91% das
éguas ovulando em até 48 horas apés administracao de hCG.

A idade média dos animais utilizados em cada grupo neste experimento foi 10,4 +
0,97 anos (1000 UI), 8,6 + 0,77 anos (1500 Ul) e 8,6 + 0,82 anos (2000 Ul). As
ovulagdes ocorreram em até 48 horas apds a aplicagao do hCG em 88,7% das éguas
novas, 83,8% das éguas maduras e 93,4% das éguas velhas. Apos a aplicacéo de hCG
2,8% (2-9 anos), 5,4% (10-16 anos) e 6,7% (>16 anos) das éguas nao ovularam

evidenciando que nao houve influéncia da idade na resposta a indugdo da ovulacao
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Grafico 1- Distribuicdo percentual de éguas que ovularam nos diferentes intervalos

de tempo apés aplicagéo das doses de gonadotropina coridnica humana (hCG) em

éguas Crioulas no periodo de setembro de 2006 a janeiro de 2007 no municipio de
Sao Sepé — RS, situado na latitude 30°09'38" Sul.

Embora a idade tenha influenciado na resposta ovulatéria ao hCG nas pesquisas

desenvolvidas por BARBACINI et al. (2000) com éguas Puro Sangue de Corrida
durante o periodo de 1994 a 1999 e por McCUE et al. (2004), nas estagcbes de monta

de 1996 a 2002 em éguas de Salto, Quarto de Milha, Paint Horse e Arabes, nossos

resultados indicam que fatores tais como a longevidade possam favorecer a resposta

em éguas Crioulas, 0 que ndo aconteceu com as éguas das ragas utilizadas pelos

autores citados. Nesses estudos, as éguas velhas (>16 anos) n&o responderam

adequadamente ao hormodnio, havendo maior percentual de ovulagbes apos 48h do

tratamento, quando comparado aos animais mais jovens. Segundo McCUE et al.

(2004), é possivel que esse fato ocorra devido a exposi¢ao repetida ao horménio com o

passar dos anos.
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Tabela 1. Inducdo da ovulagdo em éguas da raga Crioula com diferentes doses de
gonadotropina coriénica humana (hCG), média e desvio padrao do diametro folicular no
momento do tratamento e idade dos animais, no periodo de setembro de 2006 a janeiro
de 2007 no municipio de Sdo Sepé — RS, situado na latitude 30°09’38” Sul.

Dose de hCG Ovulagao até 48h  Diametro folicular Idade
(em UI) n (%) (mm) (em anos)
1000 32/39 (92,5) 32,6 +0,34 10,4 + 0,97
1500 35/41 (83,7) 32,9+ 0,31 8,6 +0,77
2000 37/43 (86,0) 33,4 + 0,26 8,6 +0,82
P>0,05

No presente experimento, a indugdo da ovulagdo parece nao ter sido
influenciada pela formacgao de anticorpos anti-hCG. Isso deve estar relacionado com a
utilizacdo do hCG uma unica vez em cada égua durante a estagdo reprodutiva.
Segundo VOSS et al. (1975), a formacdo de anticorpos pode ocorrer apdés 0 uso
repetido do produto em 2 a 5 ciclos durante uma estagcao de monta.

Nesse experimento, as éguas foram tratadas com o hCG quando os foliculos
mediam de 30mm a 35mm. No grupo tratado com 1000 Ul de hCG, o diametro médio
dos foliculos utilizados foi 32,6 + 0,34; nas éguas que receberam 1500 Ul foi 32,9 +
0,31 e 33,4 + 0,26 nas éguas tratadas com 2000 Ul de hCG. Devido a uniformidade da
resposta ovulatoria ao tratamento com hCG em todos os trés grupos pode-se dizer que,
mantida a medida do didmetro folicular no momento da indugdo entre 30 e 35mm,
qualquer das trés doses utilizadas apresentou resposta satisfatéria e a pequena
variagdo de medida do didametro folicular nos trés grupos ndo teve influéncia na
resposta ovulatoria.

A fase da estagdo reprodutiva (Tabela 2) em que a indugdo da ovulagao foi

realizada nesse experimento também n&o influenciou a resposta ovulatéria, ou seja, as
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éguas tratadas no inicio da estacdo de monta (setembro e outubro) responderam de
forma semelhante quando comparadas as éguas que receberam hCG no final da

temporada reprodutiva (novembro, dezembro e janeiro).

Tabela 2 - Distribuicdo mensal das ovulagbes apods indugdo com gonadotropina
coridénica humana (hCG), em éguas Crioulas no periodo de setembro de 2006 a janeiro
de 2007 no municipio de Sdo Sepé — RS, situado na latitude 30°09'38" Sul.

Numero de éguas por periodo de ovulagao apés aplicagdao de hCG
(em horas)

0-24 24-48 48-72 >72  Eguas nido

Fase n(%) n(%) n(%) n(%) ovuladas

n (%)
Inicio da temporada de monta 1 32 1 1 4
(setembro-outubro) (2,56) (82,50) (2,56) (2,56) (10,26)
Final da temporada de monta 9 66 5 3 1

(novembro, dezembro e janeiro) (26,47) (78,57) (5,95) (3,57) (1,19)

P>0,05

Estes achados indicam que éguas Crioulas de diferentes idades, apresentando
foliculos medindo entre 30-35mm de didmetro, podem ter a ovulagdo induzida com
sucesso com doses de hCG iguais ou maiores que 1000 Ul durante a estagao
reprodutiva.
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4 CONCLUSOES

A inducao da ovulagdo em éguas Crioulas com diametro folicular entre 30-35mm
pode ser conduzida com sucesso com doses de 1000, 1500 ou com 2000 Ul de
gonadotropina coribnica humana com a vantagem de reducdo de custo por animal
tratado com 1000 UI.

A idade da égua e o0 més da estagao reprodutiva ndo influenciaram na resposta

ovulatéria das éguas apds a indugdo com a gonadotropina coriénica humana.
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