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FORMATO DA DISSERTAGAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
introdugéo geral, a contextualizagdo, justificativa do tema e os objetivos do estudo,
itens determinados pelo Regulamento do Programa de P6s Graduagdo em Ciéncia
Animal da PUCPR. O capitulo 2 trata do artigo cientifico completo e posteriormente
sera formatado nas normas de um Periédico ao qual sera submetido. O capitulo 3
finaliza esta dissertagdo com conclusdes gerais e consideragdes finais assim como
perspectivas e sugestbes para estudos futuros. As referéncias do capitulo 1

encontram-se ao final da dissertagao.



RESUMO GERAL

O estudo objetivou testar dois protocolos hormonais com vistas a inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF) em éguas, mediante protocolos baseados em
prostaglandina Fz« (PGF2.), acetato de deslorelina (DESL) ou na associagao acetato
de deslorelina + gonadotrofina coridnica humana (DESL+HCG), considerando os
parametros de taxa de recuperagdao embrionaria (TRE) das doadoras, taxa de
prenhez (TP) das receptoras bem como o estabelecimento do tempo da ovulagao
(TO; horas) de doadoras(D) e receptoras (R) apdés o uso dos indutores ovulatérios.
Foram utilizados 99 ciclos estrais, relativos as D e 69 as R de embri6es, oriundos de
110 éguas de diferentes ragas com finalidade comercial. As éguas (D e R) foram
alocadas em dois grupos na estagao reprodutiva: Grupo deslorelina (DESL; n=79),
submetido ao protocolo: dia zero (dO) exames de ultrassonografia (US)+ PGF2. (5
mg, IM); d7/d8 US+1mg de DESL (IM); d9/10 US+ IATF com sémen congelado ou
IATF em d7/d8 com sémen fresco; em d19 executou-se a recuperacao dos embrides
e a inovulagdo e no d23 o diagnostico de prenhez. O grupo deslorelina +
gonadotrofina coridnica humana (DESL+HCG; n= 89), foi submetido a idéntico
protocolo, exceto que em d7 recebeu 1mg de DESL (IM) + 1000Ul de HCG (IV). Dos
99 ciclos das D, em 71 foram empregados sémen congelado (uma |A antes da
ovulagdo e uma IA pds ovulagdo) e em 28 utilizou-se sémen a fresco. Dos 69
embrides transferidos as receptoras, 50 eram oriundos de sémen congelado e 19 de
sémen a fresco. Eguas D e R, ndo evidenciaram diferenca no diametro (mm) do
foliculo pré-ovulatorio, na TRE ou na TP entre e nos grupos; porém, verificou-se
diferenca (P<0,0001) no tempo (horas) de ovulagao apos a aplicagdo dos indutores
da ovulagao entre os grupos DESL e DESL+HCG inseminados com sémen fresco ou
com sémen congelado. As TREs das D, resultaram em 71,42% (com DESL) e
64,28% (DESL+HCG ) nos animais inseminados com sémen fresco, e 66,66%
(DESL) e 73,68% (DESL + HCG) nos inseminados com sémen congelado. A TP nas
R de embrides oriundos de sémen fresco resultou em 70% (DESL) e 55,55
(DESL+HCG), e a TP das R inovuladas com embrides de sémen congelado 59,09%
(DESL) e 60,71% (DESL+HCG)(P>0,05). Conclusdes: Nao houve diferengas nas

TREs e TPs entre os protocolos; ambos os protocolos foram eficientes na indugao a



ovulacédo; a deslorelina induziu a ovulagao as 44,4 horas apds sua administragao, e
a combinagao deslorelina e gonadotrofina coribnica humana, 39,6 h (P<0,0001); as
indicacbes de tempo de ovulagdo pos aplicagao dos indutores, poderao servir de

suporte aos avancgos a inseminacao artificial em tempo fixo nos equinos

Palavras-chave: Inseminacao artificial em tempo fixo; Sincronizacdo do estro e da

ovulagdo. HCG. Deslorelina. Eguas.
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ABSTRACT

The study aimed at two hormonal protocols in fixed time artificial insemination
(FTAI) in association of prostaglandin F2¢ (PGF2 placas), deslorelin acetate (DESL)
or association of deslorelin acetate + human chorionic gonadotropin (DESL + HCG ),
considering the parameters of embryo recovery (ERT) of the donors, pregnancy rates
(TP) of the recipients as well as the establishment of the ovulation time (OT), the
recipients (D) and the recipients (R). after ovulatory use. 99 strains were used, today
at D and 69 to R of embryos, from 110 mares of different races for commercial
purposes. The mares (D and R) were allocated to two groups at the reproductive
season: Deslorelin group (DESL; n = 79), submitted to protocol: day zero (dO)
ultrasound examinations (PGF2) ; d7 / d8 US + 1 mg DESL (IM); d9 /10 USA + IATF
with frozen resolution or IATF in d7 / d8 with fresco semen; in d19 the embryo
recovery is carried out and an innovation and the d23 the diagnosis of pregnancy.
The deslorelin group + human chorionic gonadotropin (DESL + HCG; n = 89) was
submitted to an identical protocol, except that in 7 patients received 1 mg of DESL
(IM) + 1000UI of HCG (IV). Of the 99 cycles of D, 71 were used to freeze (an Al
before ovulation and a post ovulation) and 28 were used in a fresco. Of the 69
embryos transferred to recipients, 50 were from frozen semen and 19 from fresh
semen. Mares D and R, did not show differences in the diameter (mm) of the
preovulatory follicle, in the ERT or in the PT between and in the groups; however, the
difference (P <0.0001) in ovulation time (hours) after application of ovulation inducers
between the DESL and DESL + HCG groups in programs with more than one or
more frozen was verified. As TREs of the D, they resulted in 71.42% (with DESL) and
64.28% (DESL + HCG) in the animals inseminated with fresh fresco, and 66.66%
(DESL) and 73.68% inseminated with frozen semen. The TP in the R of embryos
originated from fresco senes in 70% (DESL) and 55.55 (DESL + HCG), and the TP of
the innovations with embryos of sés in 59,09% (DESL) and 60,71% ( DESL + HCG)
(P> 0.05). Conclusions: There were no alterations in the TREs and TPs between the
protocols; both insertions were efficient at ovulation induction; deslorelin induced
production of 39.4 h (p <0.0001); Indications of post-induction ovulation time will be

met by advances in fixed-time artificial insemination in horses.
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Keywords:Fixed-time artificial insemination; Synchronization of estrus and ovulation.
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CAPITULO 1

INTRODUGAO E CONTEXTUALIZAGAO

A aplicacéo das biotecnologias da reproducéo assistida em equinos tem
sido utilizada em larga escala visando maximizar o potencial reprodutivo,
principalmente nos animais com elevado valor genético. Uma das limitagdes
das biotecnologias relaciona-se a eficiéncia da reprodugao assistida, pois esta
pode ser prejudicada ndo sO devido ao baixo indice de fertilizagdo como
também a recuperagédo embrionaria (Smits et al., 2012; Galli et al., 2013).

O indice de fertilizagdo em éguas pode ser dificultado devido ao longo
periodo fisiolégico do estro nas éguas (5 a 7 dias), tornando dificil a previsao
do momento exato da ovulagéo (Ginther,1993).

A utilizagdo de diferentes protocolos hormonais para a indugdo da
ovulagdo associada a exames de ultrassonografia, permite a aplicacdo da
biotecnologia da reproducgéo apropriada no momento exato da ovulagao (Gastal
et al., 2006; Squires, 2008).

A deteccdo do momento da ovulacao reveste-se da maior importancia,
pois elevadas taxas de prenhez sao verificadas, quando o sémen é depositado
no trato reprodutivo da égua em momento mais préximo a ovulagcéo (Woods et
al., 1990).

Neste sentido, o emprego de indutores da ovulagdo contribui
significativamente para a melhoria da eficiéncia reprodutiva. Os indutores da
ovulacdo promovem a reducao do periodo de estro, sincronizando com maior
eficiéncia 0 momento das inseminacdes. A inseminacgao artificial executada no
periodo de até 48 horas apds a inducgao, resulta em reducdo de custos com o
transporte de sémen refrigerado e otimiza a eficiéncia do sémen congelado,
(Mccue et al., 2007). A indugéo da ovulagao acontece de 36 a 48 horas ap6s a
aplicagdo do hormonio indutor (Ginther et al.,1972; Samper, 2001; Samper et
al., 2002).

A gonadotrofina coriénica humana (HCG) foi o primeiro agente indutor
da ovulagdo a ser utilizado em éguas de maneira ampla. A HCG é uma
glicoproteina com atividade biolégica semelhante ao horménio luteinizante

(LH), ligando-se aos receptores de LH do ovario, promovendo estagios finais



de maturacdo e ovulagdo do foliculo dominante (FD), diminuindo o espago
entre o estro e a ovulagdo (Rossdale e Lambercht, 1998; Barbacini et al.,
2000).

A ovulacdo apdés a aplicaggo do HCG em éguas ocorre em
aproximadamente 48 horas a deteccdo do foliculo dominante com diametro
minimo de 35mm. No entanto, falhas na indugao da ovulagcdo com o HCG sao
relatadas, devido a formacgao de anticorpos apds o tratamento de 2 a 5 ciclos
sucessivos (Roser et al., 1979; Wilson et al., 1990; McCue et al., 2004).

O HCG tem sido utilizado para induzir a ovulagdo nos dois primeiros
ciclos do ano, pelo baixo custo e elevada eficacia, assim como em éguas que
nao serao submetidas por mais de 2 a 5 ciclos por ano, evitando assim a
formacao de anticorpos (Sullivan et al., 1973; Barbacini et al., 2000; McCue et
al., 2004).

Outro farmaco capaz de induzir a ovulacdo € o acetato de deslorelina
(DESL), que possui a caracteristica de ser agonista do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). A administragcéo sistémica de DESL em éguas no estro
estimulara uma liberagao pulsatil e prolongada do horménio foliculo estimulante
(FSH) e LH pela hipéfise anterior, induzindo a maturagéo final do foliculo e
ovulagao (Meinert et al., 1993; Mumford et al., 1995)

No inicio dos estudos da utilizagdo da DESL, o farmaco era empregado
sob a forma de implante subcutaneo para induzir a ovulagcdo, na presenca de
foliculos maiores ou iguais a 30mm de diametro; porém o uso deste dispositivo
gerou indesejavel aumento no intervalo entre os ciclos estrais (Melo et al.,
2012). Por outro lado, a DESL injetavel resulta em ovulagdo na maioria dos
casos em até 48 horas (Melo et al., 2012).

Estudos de Boakari et al. (2017) relatam que o LH permaneceu elevado
desde o momento da aplicagdo até o momento da ovulagdo em éguas tratadas
com DESL; em contraposicédo, éguas tratadas com HCG tiveram uma taxa
maior no aumento das concentragbes enddgenas de LH somente 24 horas
apods a aplicacao. Os protocolos de tratamento para a indugcédo da ovulagdo com
a deslorelina ajudam a estimular as secregdes de gonadotrofinas pela hipéfise,
enquanto o HCG regula o eixo hipéfise-hipotalamo e aumenta a probabilidade

de uma ovulagao bem sucedida (Raz et al., 2009).



A técnica mais utilizada para a evolugdo da reproducdo equina € a
inseminagao artificial (IA) com sémen fresco, refrigerado ou congelado, sendo a
qualidade do sémen, um dos principais fatores determinantes do sucesso
(Magistrini et al., 1996; Stradaioli et al., 2004).

De acordo com a sobrevivéncia média dos espermatozoides dentro do
utero da égua, recomenda-se inseminagodes artificiais a cada 48 horas até a
ovulagao (Pickett et al., 1987)

Por outro lado, o sémen congelado de equinos tem uma viabilidade
reduzida (6 a 12 horas), em fungdo de uma série de alteragdes, que as células
sofrem durante o processo de resfriamento e congelamento, acarretando
menores TREs e TPs (Loomis e Squires, 2005). Assim, recomenda-se que a
inducdo da ovulagao seja realizada com HCG ou DESL e que a IA ocorra no
tempo o mais préximo possivel da ovulagdo (dentro de 12 horas). A égua
devera ser inseminada no maximo 6 horas antes da ovulagdo e/ou 6 horas
depois, acompanhando com exames de ultrassonografia, visando melhores
TREs e/ou TPs (Reger et al., 2003; Loomis e Squires, 2005).

O tempo de viabilidade dos espermatozoides equinos no utero da égua,
assim como do 6ocito apds a ovulagao (viabilidade de no maximo 12 horas)
(Pickett et al., 1987), devem ser considerados. A IA com sémen congelado
executada em no maximo seis horas apds a ovulagdo, aumenta a eficiéncia
das taxas de recuperagéo embrionaria (Reger et al., 2003).

Os protocolos de inducdo da ovulacdo e da inseminacdo artificial
atualmente utilizados na espécie equina, podem gerar resultados
insatisfatérios, e um custo elevado para o produtor. Um dos custos refere-se as
frequentes visitas técnicas do profissional aos locais de producdo na estagao
reprodutiva. Sem a administracdo de protocolos hormonais para sincronizar o
estro e a ovulagdo, as visitas técnicas resultam em numerosas, onerando a
cadeia reprodutiva.

Visando minimizar custos e tempo dispendido, o emprego de indutores
da ovulagao tem sido utilizado isoladamente. Por sua vez, a associagcéo de dois
indutores da ovulagédo tais como a deslorelina + a gonadotrofina coriénica
humana (DESL+HCG) tem sido pouco empregada, particularmente pela
eficiéncia dos indutores quando utilizados separadamente e também pelo

investimento econdémico (Ginther, 1993; Gastal et al., 2006; Squires, 2008).



A hipotese do presente estudo é a de que o sinergismo da DESL+HCG
resulte em mais eficiente sincronizagdo do estro e da ovulagdo, que quando
administrados isoladamente em programas de IA e TE em equinos.

O objetivo do estudo foi testar dois protocolos hormonais em programas
de producgao, inseminacgao artificial em tempo fixo e transferéncia de embrido
em equinos, utilizando como indutores da ovulagdo o acetato de deslorelina
(isoladamente administrado) ou o acetato de deslorelina + gonadotrofina
coribnica humana (aplicados simultaneamente), tendo como parametros
reprodutivos, a taxa de recuperagcdo embrionaria, a taxa de prenhez e o tempo
da ovulagao apos o uso de sémen congelado ou a fresco.



CAPITULO 2

O artigo cientifico completo seguinte vai ser submetido para publicagdo no
periodico Theriogenology e posteriormente sera adaptado as normas do

peridédico.



PRODUGAO E TRANSFERENCIA DE EMBRIAO BASEADAS EM
PROTOCOLOS PARA A SINCRONIZAGAO DO ESTRO E DA OVULAGAO
COM VISTAS A INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO COM SEMEN
FRESCO OU CONGELADO EM EQUINOS

RESUMO - O estudo objetivou testar dois protocolos hormonais com vistas a
inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF) em éguas, mediante protocolos
baseados em prostaglandina F2, (PGF2,), acetato de deslorelina (DESL) ou na
associagao acetato de deslorelina + gonadotrofina coribnica humana
(DESL+HCG), considerando os parametros de taxa de recuperacao
embrionaria (TRE) das doadoras, taxa de prenhez (TP) das receptoras bem
como o estabelecimento do tempo da ovulagéo (TO; horas) das doadoras(D) e
receptoras (R) apos a aplicagao dos indutores ovulatérios. Foram utilizados 99
ciclos estrais, relativos as D e 69 as R de embrides, oriundos de 110 éguas de
diferentes racas com finalidade comercial. As Doadoras e Receptoras foram
alocadas em dois grupos na estacdo reprodutiva: Grupo deslorelina (DESL;
n=79), submetido ao protocolo: dia zero (d0) exames de ultrassonografia (US)+
PGF2, (5 mg, IM); d7/d8 US+1mg de DESL (IM); d9/10 US+ IATF com sémen
congelado ou IATF em d7/d8 com sémen fresco; em d19 executou-se a
recuperacédo dos embrides e a inovulagdo e no d23 o diagnostico de prenhez.
O grupo deslorelina + gonadotrofina coridnica humana (DESL+HCG; n= 89), foi
submetido a idéntico protocolo, exceto que em d7 recebeu 1mg de DESL (IM) +
1000UIl de HCG (IV). Dos 99 ciclos das D, em 71 foram empregados sémen
congelado (uma IA antes da ovulagédo e uma IA pds ovulagdo) e em 28 utilizou-
se sémen a fresco. Dos 69 embrides transferidos as receptoras, 50 eram
oriundos de sémen congelado e 19 de sémen a fresco. Eguas D e R, n3o
evidenciaram diferenca no didmetro (mm) do foliculo pré-ovulatorio, na TRE ou
na TP entre e nos grupos; porém, verificou-se diferenga (P<0,0001) no tempo
(horas) de ovulagdo apods a aplicagdo dos indutores da ovulagdo entre os
grupos DESL e DESL+HCG inseminados com sémen fresco ou com sémen
congelado. As TREs das D, resultaram em 71,42% (com DESL) e 64,28%

(DESL+HCG) nos animais inseminados com sémen fresco, e 66,66% (DESL) e



73,68% (DESL + HCG) nos inseminados com sémen congelado. A TP nas R
de embrides oriundos de sémen fresco resultou em 70% (DESL) e 55,55%
(DESL+HCG), e a TP das R inovuladas com embrides de sémen congelado
59,09% (DESL) e 60,71% (DESL+HCG) (P>0,05). Conclusbes: Ndo houve
diferengcas nas TREs e TPs entre os protocolos; ambos os protocolos foram
eficientes na inducdo a ovulacédo; a deslorelina induziu a ovulagdo as 44,4
horas apds sua administragcdo, e a combinagao deslorelina e gonadotrofina
coriénica humana, as 39,6 h (P<0,0001); as indicagcées de tempo de ovulagéo
pos aplicacdo dos indutores, poderdo servir de suporte aos avancos a

inseminacao artificial em tempo fixo nos equinos.

Palavras chaves: Inseminacéo artificial em tempo fixo; Sincronizacéo do estro e

da ovulagdo. HCG. Deslorelina. Eguas.

1. INTRODUGAO

Durante o periodo de reprodugdo das éguas, determinar o momento
correto da inseminagao artificial € essencial para maximizar a taxa de prenhez
(McCue et al., 2007). A taxa de fertilizagcdo em éguas pode ser prejudicada
devido ao longo periodo fisiolégico do estro nas éguas (5 a 7 dias), tornando
dificil a previsdo do momento exato da ovulagao (Ginther,1993). A deteccdo do
momento da ovulagéo reveste-se de grande importancia, pois elevadas taxas
de prenhez sao verificadas, quando o sémen é depositado no trato reprodutivo
da égua em momento mais préoximo a ovulagao (Woods et al., 1990).

A técnica mais utilizada para a otimizacdo da reproducdo equina é a
inseminagao artificial (IA) com sémen fresco, refrigerado ou congelado, sendo a
qualidade do sémen, um dos principais fatores determinantes do sucesso
(Magistrini et al., 1996; Stradaioli et al., 2004).

De acordo com a taxa de sobrevivéncia média dos espermatozoides no
utero da égua, recomenda-se inseminagdes artificiais a cada 48 horas com
sémen fresco até a ovulagao (Pickett et al., 1987). Por outro lado, o sémen
congelado de equinos tem uma viabilidade reduzida (6 a 12 horas), em fungao

de uma série de alteragdes, que as células sofrem durante o processo de



resfriamento e congelamento, acarretando menores TREs e TPs (Loomis e
Squires, 2005).

O emprego de indutores da ovulacéo contribui significativamente para a
melhoria da eficiéncia reprodutiva, promovendo a reducao do periodo de estro
e sincronizando com maior eficiéncia o momento das ovulagdes e das
inseminagdes. A inseminacgao artificial executada no periodo de até 48 horas
apos a inducéo da ovulagao, resulta em reducéo de custos com o transporte de
sémen refrigerado e otimiza a eficiéncia do sémen congelado (McCue et al.,
2007). Terapias indutoras da ovulagdo com deslorelina ou Gonadotrofina
Coriénica Humana (HCG) estimulam a maturagao final do foliculo e promovem
a ovulagao dentro de 48 horas (Barbacini et al., 2000; McCue et al., 2007). A
deslorelina (DESL) € um agonista do hormoénio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). A administracao sistémica de DESL em éguas no estro estimulara
uma liberagéo pulsatil e prolongada do hormdnio foliculo estimulante (FSH) e
do horménio luteinizante (LH) pela hipoéfise anterior, induzindo a maturagéo
final do foliculo e a ovulagdo (Meinert et al., 1993; Mumford et al., 1995). Por
sua vez, o HCG é uma glicoproteina com atividade biolégica semelhante ao
hormoénio luteinizante (LH), ligando-se aos receptores de LH do ovario, e
atuando nos estagios finais de maturagado e ovulagéo do foliculo dominante
(FD), (Rossdale e Lambercht, 1998; Barbacini et al., 2000). Visando minimizar
custos e tempo despendido pelos profissionais da area, o emprego de
indutores da ovulag&o tem sido utilizados isoladamente ou combinados.

A hipotese do presente estudo € a de que a associacao da DESL + HCG
resulte na sincronizagdo do estro e no encurtamento do tempo de ovulagéo,
assim como na concentracdo das ovulagdes, que quando administrados
isoladamente em programas de IA e TE em equinos.

O objetivo do estudo foi testar dois protocolos hormonais em programas
de producgao, inseminacgao artificial em tempo fixo e transferéncia de embrido
em equinos, utilizando como indutores da ovulagcdo o acetato de deslorelina
(administrado isoladamente) ou o acetato de deslorelina + a gonadotrofina
coribnica humana (aplicados simultaneamente), tendo como paréametros
reprodutivos, o aumento das taxas de recuperagcdo embrionaria das doadoras,
aumento da taxa de prenhez das receptoras apds o uso de sémen congelado

ou a fresco.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram avaliados 168 ciclos estrais de 110 éguas em uma estagao
reprodutiva (novembro a marco de 2017/2018 — hemisferio sul). As éguas eram
de diferentes ragas: Brasileiro de Hipismo, Puro Sangue Inglés, Puro Sangue
Arabe, Quarto de Milha, Mangalarga Marchador e Crioula, tendo idade média
de 6,5 anos (4 -16) e peso meédio de 525 kg (400 — 650). Os animais
encontravam-se com escore da condi¢gado corporal 3.0 (1 = muito magra; 5 =
obesa; Henneke et al., 1983). O estudo foi conduzido em haras situados na
latitude 25° 32' 05" S; longitude 49° 12' 23" W e na latitude 22° 44' 22" S;
longitude 45° 35' 29" W). As éguas eram mantidas em sistema semi-extensivo
de pastoreio, com acesso diario de feno de alfafa, pastagem de tifton e agua a
vontade, além de racdo peletizada composta por ferro, selénio, zinco, vitamina
A, vitamina D3, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2, biotina, cobre, manganés

e cobalto, matéria mineral (9%), proteina (12%) e carboidratos.

2.2 Doadoras de embrido
No DO foram selecionadas como doadoras de embrido, somente éguas
portadoras de corpo luteo e foliculos menores que 20mm (n = 99 ciclos estrais),
livres de anormalidades clinicas do trato reprodutivo (Mindray 2200, transdutor
endoretal 75L50esv, Shenzhen, China). Animais que no dia zero do protocolo,
nao detinham corpo luteo ou foliculo menor que 20 mm de didmetro, ndo eram
inclusos no estudo. Esses animais eram reavaliados no ciclo seguinte. Caso
apresentassem as caracteristicas desejadas no DO passavam a condigdo de

animais integrantes da pesquisa.

Os grupos dos animais foram distribuidos de acordo com o indutor da
ovulagao (deslorelina ou associagao deslorelina + HCG) utilizado e com o tipo
de sémen utilizado (fresco ou congelado). As éguas foram acompanhadas com
avaliacao ultrassonografica por dois operadores experientes para determinagéo

do didmetro do foliculo pré-ovulatério (@ FPO; mm), tempo de ovulagéo (TO;

horas) apos a aplicagado do(s) indutor(res) e taxa de recuperacdo embrionaria
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(TRE) de acordo com o sémen utilizado (fresco ou congelado). A ovulagao foi

induzida quando a imagem ultrassonografica do FPO apresentava-se > que

35mm de diametro e edema uterino grau trés (Gastal et al., 2006).

Grupos constituidos de animais:

Grupo deslorelina sémen fresco (DESL; n=14) = recebeu 1 mg de Acetato de

deslorelina (IM) e foi inseminado com sémen fresco.

Grupo deslorelinatgonadotrofina corionica humana sémen fresco
(DESL+HCG; n= 14) = 1 mg de acetato de deslorelina + 1.000Ul de

gonadotrofina coriénica humana (IM) e inseminado com sémen fresco.

Grupo deslorelina congelado (DESL; n=33) = 1mg de Acetato de Deslorelina

e foi inseminado com sémen congelado.

Grupo deslorelinatgonadotrofina coribnica humana Congelado
(DESL+HCG; n= 38) = 1 mg de Acetato de Deslorelina + 1.000Ul de
gonadotrofina coribnica humana e foi inseminado com sémen congelado

(Figura 1).

2.2.1 Eguas inseminadas com sémen fresco ou congelado

No primeiro dia (DO) do protocolo o trato reprodutivo das fémeas foi
avaliado por exames ultrassonograficos. As éguas que apresentavam corpo
luteo e um foliculo menor que 20mm recebiam 5mg de prostaglandina F2q
(Lutalyse®, ZoetisTM, Guarulhos, SP) (IM). No D7-D8, as fémeas que na
imagem ultrassonografica apresentassem edema uterino (Samper et al., 2002)
e ovario com foliculo 235mm, eram submetidas a inducdo da ovulacido com
DESL ou DESL + HCG de acordo com o seu grupo experimental e
inseminadas com o sémen fresco.

O sémen foi colhido com a utilizacdo de vagina artificial modelo Botupharma
(Botupharma®, Botucatu, Brasil), usando a metodologia de colheita fechada,
com a temperatura da vagina artificial em torno de 40°C e a utilizagédo de um

manequim.
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O calculo de dose espermatica para a utilizagdao do sémen fresco foi feito
através da avaliacdo da concentragdo espermatica por camera de Neubauer e
utilizada a dose inseminante variando de 800 a 1000 x 10°® espermatozoides
com movimentos progressivos.

Apos as avaliacbes, o sémen fresco era diluido em meio diluente
comercial a base de leite desnatado Botu-Semen® (Botupharma®, Botucatu,
Brasil) na proporgéo de uma parte de sémen para uma parte de diluente (1:1) e
depositado diretamente no corpo do utero com pipeta rigida, guiada
manualmente pelo profissional.

No D9/D10 apds 36 horas da aplicagdo do(s) indutor(res) da ovulagao a
dinamica folicular das éguas era avaliada (US) de duas em duas horas para
determinar o momento da ovulacao.

Nos animais destinados a receberem a inseminagéo artificial com sémen
congelado foram executados exames de ultrassonografia pré e pds ovulagéo
(D9/D10) de acordo com a imagem ultrassonografica. Considerou-se ovulagéo
quando nao mais se constatou a presenca do foliculo dominante do ultimo
exame ultrassonografico.

O sémen congelado foi depositado no corno uterino ipsilateral ao ovario que
apresentava o foliculo dominante com pipeta longa e flexivel. As doses
inseminantes (antes da ovulagdo e apds ovulagdo) foram de 70x108
espermatozoides (0,5 mL de sémen). Protocolo de descongelamento das
palhetas de 0,5ml de sémen: banho-maria a 46°C imersas em agua por 20
segundos, seguido de analise da motilidade e vigor. No D19 era feito a coleta e
a transferéncia de embrido para a receptora.

A avaliagao da qualidade do sémen foi executada mediante uma pequena
porcao utilizando-se microscopio Optico com placa aquecedora. Uma goticula
de sémen era depositada entre uma lamina e laminula, previamente aquecidas
a 35-37°C, para avaliagao das caracteristicas de motilidade total e progressiva
baseando-se em uma escala de percentual (0-100%) e vigor espermatico
avaliado de (1 a 5) (CBRA, 2013).

Os critérios de utilizagdo do sémen congelado foram ejaculados com
mais de 30% de motilidade espermatica progressiva e do sémen fresco mais
de 60% de motilidade espermatica. Ambos os tipos de sémen apresentavam

vigor espermatico entre 2 e 3 (CBRA, 2013).
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Diagrama dos protocolos aplicados as doadoras de acordo com os tipos de

sémen utilizados:

................................
IA sémen

us : reeeeeeneane s ———————s Coleta
' Dé’;i“ .......... = A par’fir_?e 36 ati«' 453 hgras %ehinducéo ! IAsémen emb.+ DG
ou monitoramento de 2em 2 horas | congelado TE
PGE24 DESLAHOG : Receptora
DO D7-D8 D9-D10 D19 D23

Figura 1: Diagrama do protocolo administrado as éguas doadoras de embrides,
submetidas a aplicagdo de DESL (n=14) ou DESL+HCG (n=14) e inseminadas
artificialmente com sémen a fresco; e aplicagdo de DESL (n=33) ou
DESL+HCG (n=38) e inseminadas artificialmente com sémen congelado.

2.2.4 Recuperagdo embrionaria

A recuperacao embrionaria foi feita, introduzindo-se a sonda para coleta
de embrido (Minitube, Porto Alegre, RS, Brasil) via transcervical, até aloja-la no
corpo uterino. O baldao da sonda era inflado com 40mL de ar, e imediatamente
a sonda era tracionada para se obter o contato do baldo com o primeiro anel da
cérvice. Apés a fixacdo da sonda no corpo uterino, 1000mL de solugao de
Ringer-Lactato (Fresenius Kabi Brasil Ltda., Barueri, SP, Brasil) aquecido a
37°C era infundido intrauterinamente de uma so6 vez; apés a infusdo o conteudo
era retirado do utero por gravidade, repetindo-se a operagado por mais duas
vezes, totalizando 3000mL de lavado uterino. Todo o liquido drenado do utero
passava através de um filtro (75um) para reter o embrido. No filtro
aproximadamente 30ml do meio era deixado. Apdés a obtencdo do lavado
uterino, embrides eram procurados e avaliados tendo-se como base a fase do
desenvolvimento e grau de qualidade. Os embrides recuperados deveriam
estar nas fases de blastocisto, blastocisto inicial ou blastocisto expandido.
Somente embrides de excelente e boa qualidade foram transferidos para as
receptoras. O critério para se determinar a qualidade dos embrides obedeceu
as Normas do Manual Internacional da Sociedade de Transferéncia de

Embrides (Manual of the International Embryo Transfer Society, 1998).
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Posteriormente as avaliagbes, os embrides eram lavados e transferidos
a fresco as receptoras através do meio de manutencdo para embrides
Botuembryo Holding (Botupharma®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). Os embrides
foram depositados diretamente no corpo do utero com a utilizacao de pipeta de

inseminagao artificial (PROVAR; Provar Produtos Veterinarios, Sdo Paulo).

2.3 Receptoras de embrido

As éguas receptoras de embrido apresentavam peso de 380 a 500 kg, e
idade entre 5 e 15 anos, portando bom desenvolvimento da glandula mamaria
e habilidade materna previamente conhecida (Squires et al., 1999).

As receptoras foram submetidas a idéntico protocolo de inducdo da
ovulacdo das doadoras, exceto a diferenca de dois dias a mais no DO. Os
animais foram acompanhados com exames ultrassonograficos para
determinacédo do didmetro do foliculo pré-ovulatério (@FPO), tempo de
ovulagao (TO, horas) apds a aplicagado do(s) indutor(es) (acompanhamento de
2 em 2 horas apés 36 horas de indugao) e taxa de prenhez de acordo com os
embrides oriundos de sémen congelado ou fresco.

As receptoras tiveram a prenhez confirmada quatro dias apds a

transferéncia do embrido (= D23).

Diagrama do protocolo aplicado as receptoras:

us
us Coleta
A partir de 36

até 48 horas de indugao emb.+ DG
DESL ou monitoramento de 2 em 2 horas TE
PGF2a DESL+HCG Receptora
i 4 ¢ ¢ 4
DO D7-D8 D9-D10 D19 D23

Figura 2: Diagrama do protocolo administrado as eéguas receptoras de
embrides, submetidas a aplicagdo de DESL (n=10) ou DESL + HCG (n=09) e
inovuladas com embrides oriundos de sémen fresco; ou a aplicacdo de DESL
(n=22) ou DESL + HCG (n=28) e inovuladas com embrides oriundos de sémen

congelado.
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Legenda dos protocolos aplicados nas éguas doadoras e receptoras. Dia O:
ultrassonografia (US) dos ovarios e utero; PGF2a (5mg, IM; Lutalyse,
ZoetisTM, Guarulhos, SP). DESL (1mg; IM Sincrorrelin, Ourofino,
Cravinhos,SP); HCG (1000 Ul, IV, Vetecor, Hertape Calier, Juatuba, MG). D9 -
10: US de 2 em 2 horas até o momento da ovulacdo a partir de 36 horas de
inducdo. D19: Transferéncia de Embrido (TE). D23: Diagnostico de Gestacgéo
(DG) da receptora.

Analise Estatistica

As médias de didametro do foliculo ovulatério (FPO) e tempo de ovulagao
(TO, horas) foram comparadas segundo fémea doadora ou receptora, segundo
o indutor da ovulagdo (DESL ou DESL+HCG) e o tipo de sémen (fresco ou
congelado), pela analise de variancia (ANOVA), utilizando o teste Tukey
(significancia ao nivel de P<0,05). O teste Qui-quadrado foi utilizado para testar
a diferenca na taxa de recuperagdo embrionaria das doadoras e taxa de
prenhez nas receptoras de acordo com o tipo de sémen e o indutor da
ovulagdo. Executou-se a regressao logistica da TRE considerando-se as
variaveis: didmetro do foliculo pré-ovulatorio, tempo de ovulacdo decorrido
apdés a aplicagao do indutor da ovulagdo, idade, peso e a localizagcdo dos
animais foi avaliada pela analise Qui-quadrado Goodness of Fit Test. A
correlacao de Pearson foi utilizada para determinar a correlacao existente entre
FPO e TO.

3. RESULTADOS
3.1 DOADORAS

Dos 168 ciclos estrais avaliados, 99 ciclos foram de éguas doadoras de
embrides. Nao houve diferengas no didmetro do foliculo pré-ovulatério (zFPO)
e nem na taxa de recuperagao embrionaria (TRE) para os diferentes protocolos
de inducdo, bem como para os diferentes tipos de sémen utilizados na

inseminagao. O tempo de ovulagdo apods a aplicagéo do indutor (TO) resultou
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em diferengas entre os grupos inseminados com sémen fresco (P=0,0001) e
entre os grupos inseminados com sémen congelado (P= 0,0001) (Tabela 1)
Tabela 1 — Tipos de sémen, didmetro () do foliculo pré-ovulatério, tempo de ovulagao (TO)

apos administracdo de deslorelina (DESL) ou deslorelina + gonadotrofina coribnica humana

(DESL+ HCG) e taxa de recuperagédo embrionaria (TRE) em éguas doadoras de embribes.

Grupos Tipo de sémen @ Foliculo pré Ovulagéo pos Taxa recuperagao
(n=99 ciclos) ovulatdrio indutor (TO) embrionaria
(X+s; mm;) (x£s;horas) % (n)
DESL Fresco: (n=14) 39,42+1,782 45,14 + 3,302 71,42 (10/14)2
DESL+HCG Fresco: (n=14) 39,42+3,872 39,71 +2,12° 64,28 (9/14) @
DESL Congelado: (n=33) 39,39+1,982 43,75+3,102 66,66(22/33) @
DESL+HCG Congelado: (n=38) 39,23+2,132 39,63+ 1,21° 73,68 (28/38) @

Letras diferentes na mesma coluna indicam significancia P < 0,05.

Para a avaliacédo do @FPO e TO foi utilizado o teste de Tukey, e da TRE o teste de qui-

quadrado

A tabela 2 apresenta a relacdo da taxa de recuperacdo embrionaria
(TRE) de acordo com o(s) indutor(es) utilizado(s). Evidenciou-se que para os
indutores DESL+HCG, o tempo de ovulagdo foi menor e com menor variagao
de tempo dentro do grupo analisado (P=0,0001). A taxa de recuperagao
embrionaria no DESL+HCG, resultou em diferenca de 3,07% superior ao DESL
(P>0,05), assim como nao houve diferenga entre os diametros dos foliculos pré

ovulatorios (FPO) entre os grupos.

Independente do indutor ndo houve diferencgas estatisticas entre sémen

fresco e congelado em relagéo a taxa de recuperagado embrionaria.
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Tabela 2 — Didmetro (@) do foliculo pré-ovulatério, tempo de ovulagdo (TO) e taxa de

recuperacdo embrionaria apds administragcdo de deslorelina (DESL) ou deslorelina +
gonadotrofina coridnica humana (DESL+ HCG) em éguas doadoras de embrides,

Grupos @sFoliculo pré ovulatério Ovulagéo pos indutor  Taxa de recuperagéo
(geral) (x4s; mm:) (TO) embrionaria

(x+s; horas) % (n)
DESL (n=47) 39,40+1,902 44,17+3,192 68,08 (32/47)2
DESL+HCG (n=52) 39,28+2,672 39,65+1,49° 71,15 (37/52)2

Letras diferentes na mesma coluna indicam significancia P < 0,05.
Para a avaliagdo do gFPO e TO foi utilizado o teste de Tukey, e para a TRE foi utilizado o qui-

quadrado.

3.2 RECEPTORAS

Dos 168 ciclos estrais avaliados, 69 ciclos foram de éguas receptoras de
embrides (Tabela 3). N&do houve diferenca na taxa de prenhez pos inovulagéo
dos embrides entre os grupos, assim como nao se observou diferenga para o
diametro do foliculo pré ovulatério (FPO) entre os grupos induzidos com
DESL ou DESL+HCG e inseminados com sémen fresco ou congelado. Ainda
nesta tabela, observa-se que o tempo de ovulagdo (TO) pds aplicacédo dos
diferentes indutores foi menor para DESL+HCG comparado ao DESL quando
utilizada inseminagdo com sémen fresco ou mesmo sémen congelado
(P=0,0001).
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Tabela 3: Tipo de sémen, didmetro () do foliculo pré-ovulatério, tempo de ovulagéo (TO) apds
o indutor, taxa de prenhez em éguas receptoras tratadas com deslorelina (DESL) ou
deslorelina + gonadotrofina coribnica humana (DESL+ HCG) e inovuladas com embribes

provenientes de sémen congelado e fresco.

Grupos Embrides @ Foliculo pré Ovulagéo pos Taxa prenhez pos
oriundos de ovulatdrio indutor inovulagao
sémen (xxs; mm;) (xzsh) % (n)
(n=69)
DESL Fresco: 10 39,941,572 44,6+2,83° 70,00 (7/10)?
DESL+HCG Fresco: 09 39,77+2,232 39,44+1,13° 55,55 ( 5/09)°
DESL Congelado: 22 38,31+2,192 44,81+2,44°2 59,09 (13/22)?
DESL+HCG Congelado: 28 39,17+2,222 39,60+1,44° 60,71 (17/28)?

Letras diferentes na mesma coluna indicam significancia P < 0,05.
Para a avaliagdo do @FPO e TO foi utilizado o teste de Tukey e para a TRE o teste de qui-

quadrado

Apresentagdo na tabela 4, das analises de taxa de prenhez de acordo
com o indutor utilizado, o tempo de ovulacdo apds a administracao do indutor
(TO) com significancia para o DESL+HCG e o diametro do foliculo pré-
ovulatorio (gFPO). Nao houve diferenga para o gFPO e na taxa de prenhez
entre os grupos de receptoras. Independente do indutor ndo houve diferencas
estatisticas entre embrides oriundos de sémen fresco e congelado em relagéo

a taxa de prenhez das receptoras.

Tabela 4 — Didmetro (@) do foliculo pré-ovulatério, tempo de ovulagao e taxa de prenhez apds

administragédo de deslorelina (DESL) ou deslorelina + gonadotrofina coriébnica humana (DESL+

HCG) em éguas receptoras de embrides.

Grupos @ Foliculo pré ovulatérioOvulagao pés indutor Taxa de prenhez
(geral) (x+s; mm;) (xs3h) % (n)

DESL (n=32) 38,81 +2,12 44,75 £+ 2,522 62,50 (20/32)2
DESL+HCG (n=37) 39,32 £ 2,21 39,56 + 1,36° 59,45 (22/37)?
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A regressao logistica sobre os dados de TRE em fungdo do @FPO
(P=0,8993), TO (P=0,4468), Idade (P=0,0268), peso (P=0,6318) e efeito
localizagdo dos animais (diferentes haras) (P=0,6375), ndo detectou diferenca
significativa entre as variaveis acima especificadas pela analise do Qui-
quadrado Goodness of Fit Test, exceto para a idade, isto €, quanto maior a
idade da doadora, maior a possibilidade de recuperagdao embrionaria nos
animais do presente estudo. No presente estudo foram utilizadas éguas de 04
a 16 anos, com 42,4% de animais situando-se entre 10 e 12 anos de idade. O
Teste de correlacdo de Pearson para as variaveis ¢ foliculo pré ovulatério
versus tempo de ovulagao apods aplicagao do indutor foi executado, detectando-

se auséncia de correlagdo.

DISCUSSAO

Um dos objetivos do presente estudo foi estabelecer o numero de horas
em que a ovulagdo ocorreria apds a administracdo dos protocolos indutores da
ovulagdo, assim como obter a TRE de doadoras e a TP em receptoras de
embrides, levando-se em consideragao os diferentes tipos de sémen (fresco ou
congelado).

Dados dos diferentes protocolos ndo resultaram em diferenga
significativa nas variaveis do @FPO das doadoras e receptoras no momento da
indugcdo. O @FPO (mm) das doadoras e receptoras situou-se dentro das
expectativas (235mm) projetadas na metodologia. A ovulagdo ocorreu em
100% das éguas doadoras e receptoras (D e R) num intervalo de tempo médio
de 39,6 (ap6s a aplicagéao da DESL+HCG) e 44,4 horas (DESL). Hemberg et al.
(2006) obtiveram igualmente 100% de ovulagdo das éguas trabalhadas, mas
com maior intervalo de tempo entre as ovulagdes (variagdo de 36 a 48 horas)
do observado no presente estudo. Apdés a administragdo dos indutores, os
animais foram acompanhados por ultrassonografia a intervalos de duas em
duas horas até a constatagcdo da ovulagdo. Este acompanhamento
proporcionou maior acuracia do momento (horas) das ovulag¢des. Os dados do

presente estudo permitem considerar o numero de horas entre a aplicacao do
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indutor e a ovulagdo, como de maior exatiddo e mais promissores com vistas
ao aumento da performance reprodutiva a inseminacao artificial, que os
relatados por Meinert et al. (1993), Meyers et al. (1994) e Mumford et al.
(1995), os quais relataram ovulagbes de 83% a 93% das éguas dentro de 48
horas apds a indugdo com a DESL e HCG. Os resultados do presente estudo,
mostram-se consistentes e de grande utilidade aos profissionais da area, pois
indicam maior acuracia relativa as horas da ovulacdo pds administracido dos
indutores, que os relatos dos autores citados, porquanto estes reportam um
periodo de tempo mais longo entre a administragao do indutor a ovulagéo.

A identificacdo do momento de ovulagao, permite otimizar as doses de
sémen, principalmente do sémen congelado, ao se levar em conta o breve
periodo de sobrevivéncia espermatica (4 a 6 horas tdo somente) apos o
descongelamento, devendo o sémen ser utilizado para inseminagdo o mais
proximo possivel da ovulagdo (Ginther et al., 1972; Woods et al., 1990;
Hemberg et al., 2006).

Os tempos de ovulagao registrados no presente estudo séo discrepantes
dos verificados por Farquhar et al. (2000), pois estes relataram que 84,3% das
376 éguas haviam ovulado 48 horas apds o tratamento com DESL. Isto
impacta bastante na eficiéncia reprodutiva quando utilizado o sémen
congelado. Os resultados do presente estudo sao oriundos da DESL aplicada
isoladamente ou em combinagao de protocolo DESL+HCG, metodologia ainda
nao relatada por outros pesquisadores, tornando a discussado mais breve, uma
vez que os relatos sdo escassos ou mesmo inexistentes. Assim sendo, este
ponto centraliza a inovagao do presente estudo. Outro ponto a ser considerado,
€ a reducado da variagao das horas de ovulagdo entre os grupos, a qual
mostrou-se significativamente diferente, uma vez que a variagdo no tempo de
ovulacéo foi de até 5 horas mais precoce em prol do DESL + HCG.

Os niveis de LH em éguas induzidas a ovulagdo com DESL sdo mais
elevados quando comparados aos de éguas induzidas somente com o HCG,
permanecendo elevados até a ovulagao (Boakari et al., 2017). O HCG tem uma
estrutura molecular semelhante ao do horménio luteinizante (LH) e promove o
aumento dos niveis de LH em éguas promovendo a indugdo a ovulagao. A

DESL por sua vez, além de provocar o estimulo LH hipofisario, também
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estimula a producdo de FSH promovendo a maturacéo final do foliculo e a
ovulacao (Wilson et al., 1990; Ishida et al., 1999; Gigli et al., 2006).

Por sua vez, os grupos no presente estudo, que foram induzidos a
ovulagdo com DESL (inseminados com sémen fresco ou congelado) resultaram
em uma TRE de (71,42%) e (66,66%) respectivamente. Esta TRE apresenta-se
superior a TRE verificada por Raz et al. (2009) (36%), ao induzem a ovulacéo e
inseminarem com sémen fresco apds aplicacdo da DESL. E possivel que o
acompanhamento das ovula¢des de duas em duas horas tenha acarretado as
TREs mais elevadas observadas no presente estudo, em funcdo da maior
exatidao sobre o tempo de ovulagédo e a aplicagcdo do sémen.

Os grupos que receberam a associagdo de DESL+HCG e foram
inseminados com sémen fresco ou congelado evidenciaram TRE de (64,28%) e
(73,68) respectivamente (Tabela 1). A TRE relatada por Loomis e Squires
(2005) foi de 48,1% em éguas inseminadas com sémen congelado e
submetidas a duas inseminagdes (pré e pds ovulagao). Eles referenciaram que
0 acompanhamento ultrassonografico da ovulagdo e a inseminagao de 4 a 6
horas apdés a ovulagdo aumentava significativamente a TRE. No presente
estudo a TRE com a utilizagdo do sémen congelado (73,68%), foi superior
também a de Hemberg al. (2006) (45,4%), Reger al. (2003) (71,4% ) e de
Sieme al. (2003) (50%) ao utilizarem o HCG em um grupo e Deslorelina e HCG
combinados em outro grupo respectivamente como indutores da ovulagdo. A
elevada TRE com as inseminagbes com sémen congelado também pode
ocorrer em fungdo das duas inseminagdes executadas (pré e pos ovulagao),
colaborando para o aumento da eficiéncia do sémen, uma vez que com 0O
maximo de 4 horas pds a ovulagdo, maior viabilidade espermatica ocorrera
(Sieme al., 2003). Cabe ressaltar que no presente estudo, obteve-se maior
TRE que a do Sieme al. (2003) provavelmente devido a combinagao dos dois
indutores utilizados no presente estudo.

No presente estudo, as receptoras nao apresentaram diferenca na TP
(P=0,921). A TP observada para receptoras foi de 70%, 55%, 59% e 60%
respectivamente para os grupos DESL sémen fresco, DESL+HCG fresco,
DESL sémen congelado e DESL+HCG congelado, percentuais préximos aos
obtidos por Fleury al. (2001), os quais relatam a TP de 72% nas receptoras,

mas que receberam embrides procedentes de sémen fresco. Alias, as
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referencias da literatura ndo sdo muito claras quando se referem as receptoras
de embrido originados de sémen fresco ou congelado. No presente estudo esta
bem especificado dados de uso de sémen fresco ou congelado e referente ao
tipo de protocolo utilizado. No geral, espera-se menor TP e TRE quando trata-
se de embrido oriundo de sémen congelado, devido principalmente aos danos
que o sémen congelado sofre durante o procedimento da criopreservagao. Por
isso a inseminagao deve ser muito préxima da ovulagao (Samper , 2001; Reger
et al., 2003; Sieme et al., 2003; Loomis e Squires., 2005; Hemberg al., 2006),
como pode-se acompanhar no presente estudo.

Observou-se nesse estudo que tanto as TRE quanto as TP proveniente
de sémen congelado ficaram muito proximas as com o sémen fresco (P>0,05).
A TP das receptoras induzidas com DESL (62,50%) foi um pouco mais elevado
que as das receptoras induzidas com DESL+HCG (59,45%) porém, sem
diferenca (P=0,79) entre os grupos. Os fatores que afetam as TPs das
receptoras apos a transferéncia do embrido incluem varias variaveis, dentre
elas o método de transferéncia, a sincronia entre doadora e receptora, a
qualidade do embrido, ao meio ambiente intrauterino e ao manejo das
receptoras (Squires al., 1999) dentre outras. Frente a isso, a hipdtese do
presente estudo, esta parcialmente sustentada pelos resultados em fungao de
que o tempo de ovulacdo dado pelo protocolo DES+HCG delimitou um tempo
da ovulagdo apos a indugéao, proporcionando maior precisdo e menor oscilacao
de tempo (ver desvio padrdo). Isso € muito importante aos profissionais da area
sob intensa atividade na estacdo de monta.

Concluiu-se que os dois protocolos poderao ser utilizados na producéao e
transferéncia de embrides; ambos os protocolos foram eficientes na
sincronizagao do estro e da ovulagao; a associagdo DESL + HCG concentrou
de forma mais eficiente o tempo das ovulagbes (menor intervalo das
ovulagdes). Os resultados sustentam a redugdo do numero de avaliagdes
ultrassonograficas reprodutivas a serem executadas nas éguas pelos
profissionais, otimizando o uso do sémen congelado bem como a redug¢ao do

estresse dos animais.
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CAPITULO 3

CONSIDERAGOES FINAIS

Ao estabelecer o momento mais proximo da ovulagdo com os diferentes
indutores DESL ou DESL+HCG, sugere-se futuros projetos nesta linha de
agao, com uma (unica) IATF com o sémen congelado, uma vez que detetou-se
com maior precisao o tempo de ovulagcdo, observando-se evidentemente os
critérios da metodologia do presente estudo.

Para a IATF, sugere-se induzir a ovulagdo com DESL+HCG (controle
ultrassonografico) somente no DO, D7+39,6 horas e na indugdo com DESL

somente no DO, D7 + 44 4horas.
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