88

10.4322/rbcv.2020.017

Efeito de protocolo hormonal e programa de luz artificial na
gestacao de éguas receptoras de embriao durante
o periodo de transi¢cao de primavera*®

Effect of hormonal protocol and artificial light program on the pregnancy of
embryo recipient mares during spring transition period

Guilherme Cunha de Oliveira,** David Horber,*** Amanda Pifano Neto Quintal,**** André Belico de Vasconcelos*****

Resumo

O objetivo do estudo foi comparar o efeito das técnicas hormonais e de luz artificial nas éguas receptoras de embrido aciclicas
avaliando as taxas de gestagao aos 14 e 28 dias durante a fase de transigdo de primavera. Os 48 animais foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos: controle (CONT, n=16), éguas ciclicas na fase ovulatéria; luz artificial (LUZ, n=16), éguas aciclicas
submetidas ao tratamento de luz artificial; e horménio (HORM, n= 16), éguas aciclicas submetidas ao protocolo hormonal na fase
de transicdo. As éguas do grupo LUZ foram estimuladas por 60 dias com luz artificial durante cinco horas por dia. Nos grupos
CONT e LUZ, quando observada a presenca de foliculo = 35 mm de didmetro e edema uterino = grau Il, foram administrados 1,5
mg de acetato de deslorelina e 1500 Ul de hCG para induzir a ovulagéo. As éguas do grupo HORM foram tratadas com trés doses
de 1,5 mg de benzoato de estradiol e seguiram os mesmos protocolos dos Grupos CONT e LUZ. Foi avaliada a taxa de gestacéo
por ultrassonografia aos 14 dias e confirmagéo aos 28 em todos os grupos experimentais. Foi realizada analise descritiva e teste
Qui-quadrado (significancia de 5%). Taxas de gestagéo aos 14 e 28 dias foram semelhantes (p>0,05) entre todos os grupos. Os
tratamentos HORM e LUZ durante o periodo de transigado inverno-primavera mostraram-se eficazes para atender ao programa de
transferéncia de embrido. Por ser um método mais natural, o protocolo LUZ tem potencial como mais uma ferramenta biotecnoldgica
na reproducao de equinos.
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Abstract

The aim of this study was to compare the effect of hormonal and artificial light techniques on acyclic embryo recipient mares by
assessing pregnancy rates at 14 and 28 days during the spring transition period. The 48 animals were randomly assigned to the
groups: control (CONT, n = 16), cyclic mares in the ovulatory phase; artificial light (LIGHT, n = 16), acyclic mares subjected to artificial
light treatment; and hormone (HORM, n = 16), acyclic mares submitted to hormonal protocol in transition phase. In the LIGHT
group, mares were stimulated with artificial light for five hours a day, for 60 days. In CONT and LIGHT groups, when a follicle = 35
mm in diameter and uterine edema = grade Il were observed, 1.5 mg of deslorelin acetate and 1500 IlU hCG were administered
to induce ovulation. In the HORM group, mares were treated with three doses of 1.5 mg of estradiol benzoate and followed the
same protocols as the CONT and LIGHT groups. Pregnancy rate was assessed by ultrasound at 14 days and confirmation at 28
days in all experimental groups. Descriptive analysis and chi-square test (5% significance) were performed. Pregnancy rates at 14
and 28 days were similar (p> 0.05) among all groups. The HORM and LIGHT treatments during the winter-spring transition period
proved to be effective during the embryo transfer programs. As it is a more natural method, the LIGHT protocol has the potential
to be one more biotechnological tool in equine reproduction.
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Introdugéo desenvolvimento de estratégias com intera¢des de técnicas que
tem como objetivo melhorar as taxas de prenhez (Alvarenga e

O aprimoramento da técnica de transferéncia de embrido (TE) Tongu, 2017).

em equinos nos ultimos anos possibilitou o melhoramento A espécie equina é classificada reprodutivamente como

genético das ragas, como também dos seus cruzamentos. poliéstrica estacional de dias longos (Claes et al., 2019).

Por conseguinte, este avango possibilita atualmente o O padrdo sazonal das atividades reprodutivas na égua
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normalmente é decorrente da diminuicdo das ovulagbes no
periodo de transigdo de outono, minima ou ausente no inverno,
aumentando gradativamente na primavera e chegando ao pico
no verao. Este padrdo sazonal é decorrente das variagdes
dos niveis de horménio liberador de gonadotrofina (GnRH)
(Guillaume et al., 2000; Conley, 2016; Murphy, 2019). Estas
variagbes ocorrem devido ao sinal luminoso que é transmitido
pelo trato retino-hipotalamico ao pareado bilateralmente do
nucleo supraquiasmatico no hipotalamo, que codifica estes
sinais em ‘hora do dia’, conduzindo as mudangas hormonais e
fisiolégicas (Murphy, 2019; O’Brien et al., 2020).

Devido aos efeitos da sazonalidade sobre a espécie equina e a
complexidade de manejo das receptoras, médicos veterinarios
e criadores tem procurado aplicar protocolos hormonais como
uma estratégia para o aumento da taxa de concepgao (Alvarenga
e Tongu, 2017). Assim, uma das formas para minimizar a baixa
taxa de concepgéo € ajustar o protocolo de TE, afim de que as
atividades ovarianas das éguas doadoras ocorram mais cedo,
e as éguas receptoras mantenham o anestro sazonal (Silva et
al., 2017; Roser et al., 2019).

Estudos buscam antecipar a sazonalidade reprodutiva das
éguas utilizando-as como receptoras aciclicas, para tal utilizam
o tratamento com luz artificial iniciando o protocolo a partir
do solsticio de inverno (Guillaume et al., 2000; Claes et al.,
2019; Roser et al., 2019). A exposicao a luz natural somada a
luz incandescente por um periodo maior ou igual a 16 horas
mimetiza o solsticio de verao, periodo de reprodugao das equinos
(Guillaume et al., 2000). Por outro lado, varias pesquisas relatam
a eficiéncia de protocolos hormonais utilizando estrogeno (E2) e
progesterona (P4) em éguas aciclicas receptoras de embrides. A
utilizagdo desses hormdnios possibilita a indugdo de mudangas
fisiolégicas desejaveis no utero, como edema endometrial,
aumento do ténus uterino e estimulo a secregéo histotrofica,
similares as que ocorrem em éguas ciclicas (Kaercher et al.,
2013; Coffman et al., 2014; Botelho et al., 2015; Silva et al.,
2016).

Assim o objetivo deste estudo foi comparar o efeito da técnica
hormonal e de luz artificial nas éguas receptoras de embrido
aciclicas avaliando as taxas de gestacédo aos 14 e 28 dias
durante a fase de transigdo de primavera.

Material e métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo
Animal da Universidade de Uberaba (CEEA n° 045\2019).

O estudo foi realizado em uma central especializada em
reprodugéo equina (Equine Embryo Transfer Facility), durante os
meses de abril a setembro de 2019, na cidade de Weatherford,
Texas, EUA (latitude 32°N e longitude 97° O).

Foram utilizadas 48 éguas mestigas, multiparas, com idade entre
quatro e 12 anos, sem histérico reprodutivo de patologias, com
peso médio de 455 kg e escore de condig&o corporal de 5 a 7
(Henneke et al. 1983).

Os animais foram mantidos em piquetes sob 0 mesmo manejo
alimentar, com grama Bermuda (Cynodon dactylon) e Alfafa
(Medicago sativa), arragoadas com concentrado de 12%
de proteina bruta uma vez ao dia e livre acesso a agua em
bebedouro coletivo e sal mineralizado.
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Apos avaliagao clinica veterinaria por palpagéo e ultrassonografia
transretal, foram selecionadas para estudo apenas éguas
ginecologicamente sadias, sendo ainda separadas as
éguas ciclicas e aciclicas para sorteio aleatério dos grupos
experimentais.

As 48 éguas selecionadas foram distribuidas em: grupo
controle (CONT, n=16) composto por éguas ciclicas com ciclos
estrais regulares normais e presencga de foliculo ovulatério e/
ou corpo luteo (CL); grupo luz artificial (LUZ, n=16) composto
por éguas aciclicas submetidas ao tratamento de luz artificial
com foliculos com didmetro inferior a 20 mm e auséncia de
CL; e grupo horménio (HORM, n= 16) composto por éguas
aciclicas submetidas ao protocolo hormonal na fase de transicao,
apresentando caracteristicas ovarianas semelhantes ao grupo
LUZ.

Todas as éguas foram examinadas a cada 24 horas por meio de
ultrassonografia transretal modo-B (Hitachi, ALOKA Prosound 2,
Japéao) equipado com transdutor linear de 5.0 MHz de frequéncia.
O exame ultrassonografico foi utilizado para avaliagdo da
condig&o uterina e ovariana das receptoras assim como para o
diagndstico de gestagéo aos 14 e 28 dias.

As éguas do grupo LUZ foram estimuladas por 60 dias de
luz artificial, nos meses de abril € maio (primavera). Para tal
foram distribuidos igualmente em um piquete, holofotes a uma
intensidade de 100 lux de luz incandescente fria. Os holofotes
permaneceram acesos durante cinco horas por dia (17:00 as
22:00 h), utilizando-se um temporizador analégico (Exatron®,
Canoas, Brasil), diretamente ligado ao sistema de iluminagéo do
piquete. Apds o periodo de exposigéo a luz artificial, os animais
retornavam para o piquete onde se encontravam os demais
animais do experimento.

As éguas ciclicas, pertencentes aos grupos CONT e LUZ
com foliculo 2 35 mm de didmetro e edema uterino 2 grau I,
receberam 1,5 mg de acetato de deslorelina (Equine Embryo
Transfer Facility, Weatherford, Texas, USA), por via intramuscular
e 1500 Ul de hCG (Equine Embryo Transfer Facility, Weatherford,
Texas, USA), por via intravenosa para induzir a ovulagéo. Esses
animais foram novamente avaliados a cada 24 horas para
verificar o dia da ovulagéo (DO).

As éguas do grupo HORM, receberam tratamento com de
benzoato de estradiol (Equine Embryo Transfer Facility,
Weatherford, Texas, USA), por via intramuscular, durante trés
dias (Silva et al., 2019). Vinte e quatro horas apos a terceira
aplicacao de estradiol, as éguas foram examinadas por meio de
ultrassonografia para avaliagdo do edema uterino. Confirmada
a presencga de edema uterino = grau Il (Gongalves et al., 2020),
estas foram consideradas aptas para administragdo de 180
mg de P4 de curta agdo (Equine Embryo Transfer Facility,
Weatherford, Texas, USA), por via intramuscular em um unico
ponto, sendo esse dia considerado o DO, ou seja, 0 mesmo
utilizado para os grupos CONT e LUZ.

As receptoras foram sincronizadas com as doadoras paraa TE
entre quatro a sete dias apds a ovulagdo (D4 a D7). Previamente
as receptoras foram classificadas de acordo com o ténus
uterino, ecogenicidade endometrial e presenga de CL, somente
nas éguas ciclicas, que posteriormente foram ordenadas pela
qualidade uterina para recepgédo do embrido (Kaercher et al.,
2013).
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Os embrides eram oriundos de programas comerciais de TE
de todo o estado do Texas. Todos os embrides utilizados no
experimento foram considerados homogéneos com blastémero
de tamanho e cor uniformes, conforme as recomendacdes da
IETS (International Embryo Transfer Society), com grau de
qualidade 1 e 2 (McKinnon. Squires Carnevale, 1988).

A técnica de transferéncia utilizada no presente trabalho foi a
nao cirurgica coberta, como relatado por Fleury e colaboradores
(2007) e os diagndsticos de gestacao foram realizados em dois
momentos, 14 e 28 dias apds a data de ovulagédo da doadora
identificada com a utilizagéo de exame ultrassonografico. Foram
consideradas gestantes as éguas onde se verificou a presenga
de vesicula embrionaria no Utero, assim como a presenga de
CL compacto e uniformemente ecogénico no ovario.

Apbs a confirmagao do diagndstico de gestacao, as receptoras
do grupo HORM permaneceram com a administracado de
P4 injetavel (1500 mg) (Silva et al., 2016; Silva et al., 2019).
Conforme descrito no esquema experimental (Figura1).

A taxa de gestagdo aos 28 dias no grupo CONT (81,3%) foi
superior aos valores maiores relatados na literatura, como
44,12% (Greco et al., 2012) e 75% (Oliveira Neto et al., 2018).
Os resultados apontam a qualidade dos procedimentos de
avaliacdo e selecdo das éguas submetidas no presente
experimento. Os valores da taxa de gestacdo reforgam os
critérios e o procedimento da avaliagéo ginecoldgica realizada
nas receptoras, antes e no momento da inovulagdo (Snider,
2015; Weber et al., 2018).

Eguas em periodo de transicdo de primavera apresentam
atividade ovariana e concentracdes de LH (hormdnio luteinizante)
menores do que na fase ovulatéria e consequentemente,
acarretam baixas concentragdes de hormoénios enddégenos
(Snider, 2015; Max et al., 2017; Silva et al., 2019). Isto torna
justificavel a utilizagao de protocolos hormonais a base de E2
e P4 em periodos transicionais, obtendo indices de gestacéo
similares a éguas ciclicas em programas comerciais de TE
(Botelho et al., 2015; Silva et al., 2017; Oliveira Neto et al., 2018).

Desta forma provavelmente as taxas de
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(IM) Ultrassonografia Uttr
transretal

gestacédo obtidas no grupo HORM, no
presente experimento estdo relacionadas
ao uso exdégeno dos hormdnios E2 e P4,
que possibilitaram mudangas no utero,
semelhantes as que ocorrem nas éguas
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ciclicas. Esses hormoénios (naturais ou
sintéticos) induzem resposta uterina
semelhante as alteragdes que ocorrem em
éguas ciclicas, como: edema endometrial
seguido de aumento dos ténus uterino e
estimulo a secrecéo histotrofica (Silva et al.,
2016). O E2 promove a formacgéo de edema
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uterino similar ao estro e, posteriormente, a
administracao da P4 promove aumento do
ténus uterinos equivalente ao observado no
diestro, preparando-o para receber o embrido
(Silva et al., 2016; Silva et al., 2017; Roser
et al., 2019).
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Figura 1: Descrigdo esquematica dos procedimentos utilizados em cada grupo experimental. CONT
(Controle, éguas ciclicas); LUZ (Luz artificial, éguas aciclicas) e HORM (Protocolo hormonal, éguas

aciclicas).

Para andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPadPrism
6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). O modelo
matematico foi o delineamento de blocos casualizados (DBC),
aplicando analise descritiva em percentual, seguida do teste de
qui-quadrado, ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultado e Discussao

Nao houve diferenga (p>0,05) entre os grupos CONT, LUZ e
HORM nas taxas de gestacao aos 14 dias (87,5%; 93,8% e
87,5%) e aos 28 dias (81,3%; 87,5% e 81,3%), respectivamente.

As taxas de gestagdo de éguas ciclicas (controle) e aciclicas
submetidas a protocolo hormonal também néo apresentaram
diferenga de acordo com Kaercher et al. (2013), Silva et al (2016),
Silva et al. (2017), Oliveira-Neto et al. (2018).
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éguas. Neste estudo, para o grupo de éguas
aciclicas, foram utilizadas trés doses BE (2,5
mg). Protocolo semelhante foi realizado por
Oliveira Neto et al. (2018), que utilizou trés
doses nos dias -3 (10 mg), -2 (20 mg) e -1 (10
mg) de BE resultando em maior expresséao do receptor de P4 no
trato reprodutivo. Contrapondo o protocolo descrito por Silva e
colaboradores (2017) que propuseram o uso de uma Unica dose
de 2,5 mg de BE seguido de 1500 mg de P4 de longa acéo no
D0 em éguas aciclicas. Como também o protocolo de Kaercher
et al. (2013) que relataram o tratamento de receptoras aciclicas
com uma Unica dose de BE seguido de 400 mg de P4 de longa
acao administrada semanalmente.

As éguas do grupo LUZ e do grupo CONT receberam o analogo ao
GnRH (acetato de deslorelina), de forma a melhorar a eficiéncia
reprodutiva, reduzindo o periodo do estro e sincronizando o
ciclo do animal, visto que a deslorelina estimula a liberagéo
prolongada de hormonio luteinizante (LH) e (hormdnio foliculo
estimulante) FSH da pituitaria anterior.



A utilizagao de hormonios sintéticos tem sua relevancia para o
programa de transferéncia de embriées, contudo observa-se que
o grupo LUZ, embora ndo se tenha encontrado significancia,
apresentou percentuais maiores de taxa de gestagdo quando
comparado ao grupo CONT e HORM.

A égua é um animal poliéstrico, anual ou estacional, cujas
atividades ovarianas maximas ocorrem durante o periodo de
primavera-verdo. Sabe-se que a luminosidade em animais que
apresentam fotoperiodo positivo leva a inibicdo na produgao
de melatonina pela glandula pineal, permitindo a produgéao de
GnRH, o que leva a liberagcdo de LH e FSH (Conley, 2016).
Assim, especula-se no presente estudo, que o tratamento de
luz artificial, pode ter induzido uma maior liberagcao de GnRH, e
que ao ser administrado acetato de deslorelina, potencializou
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a janela de reproducgéo das éguas, favorecendo o periodo de
transferéncia do embrido.

De acordo com Guillaume et al. (2000), o protocolo com luz
artificial &€ a forma efetiva para que se consiga a primeira ovulagao
do periodo de transigdo. Este fato foi também observado
no presente estudo, uma vez que as taxas de gestacdo dos
protocolos CONT, LUZ e HORM foram semelhantes.

Conclusao

Concluimos que éguas na fase de transi¢ao inverno-primavera
quando submetidas ao protocolo de luz artificial podem ser
utilizadas no programa de transferéncia de embrides, com
resultados satisfatérios semelhantes aos tratamentos que
utilizam indugao hormonal.

A Coordenagéo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) pela concesséo de bolsa PROSUP/TAXA
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