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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo é composta por trés capitulos. O capitulo um
apresenta uma introducdo geral, a contextualizacdo do tema e 0s objetivos de
estudo. O capitulo dois trata-se de artigo cientifico completo, contendo
referéncias, e formatado nas normas da revista para o qual serd submetido
(Theriogenology). O capitulo trés finaliza esta dissertagcdo com conclusdes gerais
e consideracdes finais deste trabalho e sugestbes para estudos futuros. As

referéncias do capitulo um encontram-se ao final da dissertacao.



RESUMO GERAL

O uso da inseminacao artificial (IA) como biotécnica reprodutiva possibilita
diversas vantagens em programas de reprodugédo animal. A administracdo de
protocolos hormonais e o uso de dispositivos intravaginais de progesterona
(DIP4) com vistas a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) é difundida para
ruminantes, porém pouco estudada em equinos. Este estudo objetivou testar
dois protocolos de IATF em equinos, verificando sua eficacia com base na taxa
de recuperacdo embrionaria (TRE) comparada ao método convencional de IA
nesta espécie. Para isto, 11 éguas sem raca definida foram avaliadas durante
duas estacOes reprodutivas (2018/2019 e 2019/2020). O estudo foi executado
em trés grupos, sendo que cada grupo foi composto por 17 repeti¢cdes utilizando
trés ciclos estrais diferentes de cada animal, em um delineamento do tipo
crossover, sendo 11 animais no primeiro ano, e repeticdo de 6 animais no
segundo ano. O dia zero (DO) foi definido como o dia da inseminacéo para todos
os grupos. No grupo controle (GC) (n=17) foi feito o acompanhamento folicular
convencional por palpacédo retal e ultrassonografia dos ovarios + inducdo da
ovulacdo sob a presenca de foliculos > 35mm, com edema uterino grau 3 e
abertura de cérvice; IA com sémen fresco apos 24h da indugdo da ovulagéo e
coleta do embrido apoés oito dias da ovulacdo. O grupo progesterona removida
com 9 dias (GP49) (n=17) recebeu no inicio do protocolo (D-14) um dispositivo
intravaginal de progesterona (DIP4) + exame de ultrassonografia (US); apds nove
dias (D-5) houve a remogao do DIP4 + 75 ug de prostaglandina (PGF2a) (IM) +
US; no 13° dia (D-1) foi administrada a histrelina para inducéo da ovulacao + US;
apos 24h (DO) a IATF foi realizada com sémen fresco + US; nove dias apos a
IATF (D9) houve a coleta de embrido. O grupo progesterona removida com 11
dias (GP411) (n=17) recebeu o mesmo protocolo, exceto pela manutencéo do
DIP4 por 11 dias. A responsividade (presenca de foliculo pré-ovulatério no dia da
inducéo da ovulacao) ao protocolo GP49 foi de 58,8%; e ao GP411 foi de 41,1%.
As TREs resultaram em 52,94%, 29,41% e 17,64% para os GC, GP49 e GP411
respectivamente. Verificou-se diferenca entre o GC versus GP411 (P<0,05),
porém nao entre GC vs. GP49 e GP49 vs. GP411. Concluiu-se que o protocolo

hormonal GP49 proposto para IATF em equinos foi eficaz quanto a TRE; os



protocolos para a IATF deram indicacdes positivas aos seus empregos,
sinalizando a n&o-necessidade do controle folicular assistido, bem como a
reducao dos manejos reprodutivos diarios, necessitando de estudos futuros para

comprovacao de sua eficacia.

Palavras-chave: Dispositivo intravaginal de progesterona, equinos, IATF,

sincronizacgao, transferéncia de embriédo.
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ABSTRACT

Artificial insemination (Al), as a reproductive biotechnology, provides several
advantages in animal breeding programs. Timed artificial insemination (TAI)
hormonal protocols and intravaginal progesterone devices (IP4D) are widespread
for ruminants, but little is known in horses. This study aimed to test two TAI
protocols in horses, checking its availability based on embryo recovery rate
(ERR), versus conventional Al method. Eleven mixed-breed mares were
evaluated during two breeding seasons (2018/2019 and 2019/2020). The study
was carried out in three groups, each group consisting of 17 repetitions using
three different estrous cycles of each animal, in a crossover design, with 11
animals in the first year, and repetition of 6 animals in the second year. Day zero
(D0O) was defined as the day of insemination for all groups. In the control group
(CG) (n=17) follicular development was conventionally checked by rectal
palpation and ovary ultrasonography + ovulation induction when follicle = 35mm,
grade 3 uterine edema and cervical opening; Al with fresh semen after 24h of
induction; and embryo collection eight days after ovulation. The progesterone
group removed with 9 days (GP49) (n=17) received an intravaginal progesterone
device (IP4D) on the first day of protocol (D-14) + ultrasonography examination
(US); after nine days (D-5) IP4sD was removed + 75ug prostaglandin (PGF2a) (IM)
+ US; on the 13" day (D-1), histrelin was administered to induce ovulation + US;
TAI with fresh semen was performed in 24h (DO) + US; and nine days after TAI
(D9), embryo collection was done. The same protocol was administered to
progesterone group removed with 11 days (GP411) (n=17), except for device
removal at the 11" day. Responsiveness for GP49 protocol was 58.8% (presence
of a pre-ovulatory follicle on the day of ovulation induction; and for GP411 protocol
was 41.1%. The ERR resulted in 52.94%, 29,41% and 17.64% for CG, GP49 and
GP411, respectively. There was statistical significance between CG and GP411
(P<0.05), but not between CG vs. GP49 and GP49 vs. GP411. In conclusion, GP49
protocol proposed for TAI in hoses showed availability in terms of ERR; TAI
protocols gave positive indication for their use, denoting non-need of follicular
control, as well as handling reduction, requiring future studies of efficiency

evaluation.
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embryo transfer.
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CAPITULO 1

1. Introducé&o e contextualizacao

No contexto da producao animal, a equideocultura tem se destacado em todo
o mundo. Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017),
demonstraram um total efetivo de mais de 5 milhdes de equinos no Brasil (4°
maior rebanho mundial), com a predominancia das racas Mangalarga
Marchador, Nordestino, Quarto de Milha e Crioulo. Atualmente, o complexo do
agronegocio do cavalo movimenta mais de 16 bilhdes de reais por ano, e
emprega cerca de trés milhdes de pessoas direta e indiretamente. A dinamica
da producédo de equinos vem se alterando ao longo dos anos, sendo a criagéo
voltada principalmente para o publico urbano (esporte e lazer), que, ao contrario
dos animais de trabalho, requerem maiores cuidados e gastos. Com isso,
crescem também as industrias de medicamentos veterinarios, racbes e
acessorios, assim como o numero e o tamanho dos eventos equestres e 0s haras

de cria e recria (Lima e Cintra, 2016).

As biotecnologias reprodutivas sdo uma importante ferramenta a servigo da
equideocultura mundial, sendo grande responsavel por acelerar o processo de
melhoramento genético. Atualmente, as biotécnicas mais empregadas na
espécie equina sao a inseminacéo artificial (IA) e a transferéncia de embrido
(TE), por demonstrarem maior viabilidade econémica e facilidade de implantacéo
entre as espécies domeésticas, devido ao alto valor agregado ao produto (Bortot
e Zappa, 2013).

A |IA é a biotécnica reprodutiva mais utilizada para o melhoramento genético
animal. Teve inicio em meados dos anos 1900, sendo o sémen coletado em
preservativos feitos de bexiga suina e depositado no Utero da égua, com taxa de
prenhez de 50% (Sand, 1903). Suas aplicacbes vao além de otimizar o sémen
do garanh&o distribuindo-o em vérias doses, permitindo a IA de diversas éguas
com um mesmo ejaculado. A técnica também possibilita a reducdo da
transmissdo de doencas e o transporte do sémen para qualquer lugar,
melhorando a utilizagdo de animais geneticamente superiores (Pickett e Amann,
1993).



A IA é amplamente praticada em equinos em todo o mundo, e pode ser
realizada de maneiras diferentes de acordo com o processamento do sémen: in
natura (fresco), refrigerado ou congelado. Os fatores a serem considerados para
a escolha do método a ser empregado dependem da localizacdo da propriedade
(égua versus garanhdo), o momento da inseminacdo (pré ou pés ovulacao),
caracteristicas e qualidade do ejaculado (volume, concentracdo, motilidade),

raca e valor do sémen (Canisso et al., 2008).

Quanto as técnicas de coleta de sémen, a utilizacdo de vagina artificial € a
mais comum, pois simula as condi¢cdes anatdbmicas da égua e permite a
expressao do comportamento fisiol6gico do macho. A técnica mais utilizada é a
monta em um manequim artificial, ou em égua no cio contida, sendo que o
manequim € a forma mais segura. Ap0s a monta, 0 pénis € desviado para a

vagina artificial e assim € realizada a coleta (Bortot e Zappa, 2013).

Apés a coleta, o sémen deve ser mensurado quanto ao volume (entre 25 e
80 mL) e avaliada a sua coloracao (branca acinzentada). Em seguida, passa por
uma avaliacdo microscopica onde sdo mensuradas as caracteristicas de
motilidade total e progressiva (0 - 100%) e vigor espermatico (1 a 5). Os
parametros fisioldgicos para estas caracteristicas sdo 40 a 80% para motilidade
total, 35 a 75% para motilidade progressiva e vigor 3. A concentracéo
espermatica seminal deve ser avaliada a partir de uma amostra do sémen diluida
e contada em Céamara de Neubauer, e varia de 50 a 400 milhdes de
espermatozoides por mL de ejaculado para a maioria dos garanhdes (Canisso
et al., 2008).

A |A, apesar de ser uma técnica comum aos profissionais, possui fatores que
limitam o seu emprego, como a observacéo de animais em estro duas vezes ao
dia (bovinos), ou do controle folicular com ultrassom via transretal a cada 24-48
horas (equinos), aumentando em muito os trabalhos técnicos dos profissionais.
Nesse contexto, a inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF) vem celeremente
ganhando espaco e importancia. O resultado do emprego da IATF em bovinos
nao difere dos percentuais obtidos pela técnica de IA, sendo vantajosa como
ferramenta viavel de reducdo de manejo, eliminando a observacéo de estro em

grandes rebanhos, aumentando 0 numero de animais inseminados e



apresentando taxa de prenhez satisfatéria, vindo a substituir a inseminacéo

artificial convencional (Ferreira et al., 2012).

Em relacdo a espécie equina, ndo existem dados na literatura abordando a
utilizacdo de protocolos hormonais para IATF. Por isto, os protocolos em
desenvolvimento baseiam-se nos atualmente aplicados para ruminantes. Em
funcao das particularidades que a reproducao equina exige, a IATF se apresenta
como uma biotecnologia desafiadora e inovadora, uma vez que ird interferir na
pratica reprodutiva atual, onde a IA é processada estando o animal com foliculos
pré-ovulatérios > 35 mm de diametro. Para isso, ha necessidade de o profissional
executar um controle folicular assistido por exames ultrassonograficos (Davies
Morel et al., 2010). Por outro lado, mediante a IATF, o controle folicular pode até
ser dispensado em funcdo da aplicacdo de protocolo hormonal, uma vez

estabelecido o dia e hora para execucédo da inseminacao pré-fixada.

As vantagens da aplicacédo da IATF em equinos baseiam-se na otimizagéo
da mao de obra e deslocamento do médico veterinario aos haras que possuem
um vasto rebanho, em racas de menor valor agregado, e que praticam a IA com
sémen fresco ou refrigerado, diminuindo custos com a aplicagdo do protocolo
devido ao menor numero de visitas a propriedade. A maior parcela de equinos
no Brasil compreende racas como Mangalarga Marchador, Nordestino, Quarto
de Milha e Crioulo, sendo um nicho de mercado para a aplicacdo da IATF em

grandes haras.

O conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva e a dinamica enddcrina do ciclo
estral permitiu a elaboracdo de protocolos hormonais para manejo reprodutivo
em ruminantes, viabilizando o controle e encurtamento do estro, com o objetivo
de concentrar as inseminacles, paricbes e desmames na mesma época,
reduzindo o manejo da propriedade (Souza, 2013). O protocolo em si deve ser
baseado em um tratamento hormonal que sincronize a emergéncia de ondas
foliculares, proporcionando um foliculo dominante e a sincronizagdo da
ovulacéo, visando a realizacdo da IATF com elevados indices reprodutivos
(Almeida et al., 2001).

O uso de dispositivos intravaginais com progesterona (DIP4), associados

a administracdo de benzoato de estradiol (BE), inclui-se na composi¢cdo da



maioria dos protocolos para a IATF e transferéncia de embrides (TE) utilizados
para fémeas bovinas e ovinas. Esta associagao promove a supressao temporaria
e atresia do crescimento folicular independentemente da fase do ciclo estral,
através do feedback negativo sobre o hormonio foliculo estimulante (FSH). Uma
vez que o estrégeno é metabolizado, cerca de 3,5 a 4 dias apds sua aplicacao,
ha o surgimento de uma nova onda folicular. Apés a retirada da P4 € administrada
uma dose de prostaglandina (PGF2a) visando assegurar a lutedlise de qualquer
corpo luteo remanescente. Uma segunda dose de estrégeno ou Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) é administrada 24h apés para sincronizar

a ovulacédo, executando-se a IATF ap6s mais 24h (B6 et al., 2002; Souza, 2013).

Os estudos que abordam a utilizac&o de dispositivos intravaginais de P4 em
equinos tem como objetivo a sincronizagao da primeira ovulagéo do ano na fase
transicional do inicio da estacdo de monta, porém néo antecipando o inicio da
estacdo. Nao devem ser escolhidas éguas em anestro com ovarios inativos, mas
sim éguas com multiplos foliculos pequenos, pois quanto mais avancado o
periodo transicional, maior a probabilidade de ovulacdo apdés o tratamento
(McKinnon, 2009). Suspeita-se que na fase transicional, a progesterona seja
foliculogénica. O DIP4 permite que um novo foliculo se desenvolva apds 10 dias

de tratamento, atingindo 35 mm (Samper et al., 2007).

Alguns estudos vém testando a sincronizacdo do estro em equinos atraves
do uso de implantes de liberac&o prolongada de P4, porém sem enfoque a IATF.
Handler et al. (2006) utilizaram implantes de progesterona (PRID®) durante 11
dias para sincronizagao do estro em 8 éguas, em diferentes estacdes do ano. Os
resultados de sincronizacéo foram satisfatérios, porém no periodo de anestro o

dispositivo nao foi capaz de promover atividade ovariana e ovulacao.

Carmo et al. (2009) utilizaram implantes intravaginais de P4 durante 10 dias
em éguas no periodo de transi¢cdo de primavera, com ovulacédo apés em média
6 dias da retirada do implante. Hanlon et al. (2010) testaram o uso do dispositivo
intravaginal também por 10 dias em éguas em transicéo, e obtiveram 100% das
éguas ovulando cerca de 3 dias apds a retirada do implante. Oliveira Filho et al.
(2012) obtiveram 80% de eficacia na ciclicidade das éguas com o uso do
implante por 10 dias, sendo que a maioria das éguas apresentou foliculos de

35mm apos 3,8 dias e a ovulacao ocorreu apos 7,8 dias da retirada do implante.
4



Nota-se nestes estudos que ndo ha perspectiva de sincronizacdo do estro
com vistas a IATF, assim como a variagcdo no tempo de permanéncia do DIP4
(10 ou 11 dias) e na estacionalidade, sendo que os protocolos de sincronizagao
mais eficientes foram realizados com éguas em transi¢cdo no inicio da estacao
reprodutiva, devido a menor concentra¢do de horménios endégenos nesta fase
(McCue et al., 2001).

Em relacdo a sincronizacao da ovulacdo como parte importante do processo
da IATF, alguns horménios podem ser utilizados a fim de induzir e estimar o
tempo até a ovulacdo em éguas. A gonadotrofina coribnica humana (hCG), por
possuir agdo semelhante ao LH, é eficaz em induzir a ovulacdo em éguas dentro
de 48h (Silva et al.,, 2016). Contudo, agonistas do fator liberador de
gonadotrofinas (GnRH) - como a Deslorelina ou a Histrelina - séo eficazes em
aumentar a secrecdo de LH e induzir a ovulacédo no periodo de 36 a 48h, sendo
que a Histrelina € o anélogo sintético atual mais potente (Hemberg et al., 2006;
Voge et al., 2012).

2. Objetivos

Desenvolver e avaliar a eficiéncia de protocolos para a inseminacéo artificial
em tempo fixo (IATF) em equinos, com destaque ao uso de dispositivo
intravaginal de progesterona, sem a necessidade de executar controle folicular

assistido.
2.1 Objetivos especificos

Estabelecer um protocolo hormonal eficaz para sincronizagao do estro e da

ovulacao com implante vaginal de progesterona sem controle folicular em éguas;

Testar a permanéncia do dispositivo intravaginal de progesterona por um

periodo menor do que o relatado na literatura para sincronizac¢ao do estro;

Avaliar a taxa de recuperacdo embrionaria e comparar a eficiéncia da

inseminacao artificial em tempo fixo com sémen fresco em dois protocolos;

Comparar os resultados entre os grupos testados e o grupo controle

convencional.

3. Hipoteses



O protocolo de inovacdo de inseminacéo artificial em tempo fixo na espécie
equina mantém a eficiéncia reprodutiva comparada as técnicas de inseminacéo

convencionais.

O protocolo de inovacdo de inseminacao artificial em tempo fixo na espécie
equina apresenta boa eficiéncia reprodutiva, reduzindo custos com
deslocamento e m&o de obra, resultando em menos visitas a propriedade e com

resultado similar quanto a TRE.

O protocolo de IATF em éguas com a utilizacdo de implante de progesterona

durante nove dias é mais eficaz comparado ao seu uso por onze dias.

Com a aplicacdo do protocolo ndo ha necessidade de se executar um
controle folicular assistido, uma vez que ja pode ser determinado o dia e hora da
IATF.

CAPITULO 2
(Artigo cientifico a ser submetido para publicacédo no periodico

“Theriogenology” - Anexo 1)

DOIS PROTOCOLOS HORMONAIS PARA INSEMINACAO ARTIFICIAL EM
TEMPO FIXO EM EGUAS

(Two hormonal protocols for timed artificial insemination in mares)
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Bruna Lampe Zielinski — Escola de Ciéncias da Vida, Pontificia Universidade
Catélica do Parana — PUCPR, Curitiba, Brasil.

Resumo - O estudo objetivou testar dois protocolos para a sincronizacao do
estro e da ovulacdo com vistas a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e
taxa de recuperacdo embrionéaria (TRE) em equinos. Onze éguas mesticas foram
avaliadas em trés grupos, em trés ciclos estrais diferentes, durante duas
estacdes reprodutivas, totalizando 17 ciclos acompanhados. O dia zero (DO) foi
definido como o dia da inseminacédo para todos os grupos. No grupo controle
(GC) (n=17) foi feito o acompanhamento folicular convencional diario por
palpacéo retal e exames de ultrassonografia dos ovarios + indugao da ovulacdo
(histrelina 500 pg, IM) quando foliculos > 35mm estivessem presentes + edema
uterino grau 3 e abertura de cérvice. A IA foi feita 24h apds a administracdo do
indutor da ovulacdo e a coleta do embrido foi executada oito dias apos a
ovulagéo. O grupo progesterona intravaginal por 9 dias (GP49; n=17) recebeu no
inicio do protocolo (dia menos 14 = D-14) um dispositivo intravaginal com P4
(DIP4) + exame de ultrassonografia dos ovarios (US); no D-5 houve a remocéo
do DIP4 + administragéo de 75 ug de prostaglandina (PGF2a; IM) + US; no D-1
foi aplicado 500 pg (IM) de histrelina (indutor da ovulacao); apés 24h (DO) foi
executada a IATF com sémen fresco (250 x 10° espermatozoides) + US; nove
dias ap6s a IATF (D9) procedeu-se a coleta de embrido via transcervical; o grupo
progesterona 11 dias (GP411) (n=17) recebeu o mesmo protocolo, exceto a
manutencao do dispositivo intravaginal por 11 dias. A responsividade (presenca
de foliculo pré-ovulatério no dia da inducéo da ovulacéo) ao protocolo GP49 foi
de 58,8%; e ao GP411 foi de 41,1%, ndo havendo diferenca estatistica. As TREs
resultaram em 52,94%, 29,41% e 17,64% para os GC, GP49 e GP4l1
respectivamente. Verificou-se diferenca entre o GC vs. GP411 (P<0,05), porém
nao entre GC vs. GP49 e GP49 vs. GP411. Concluiu-se que o protocolo de
progesterona intravaginal por nove dias e administracao de histrelina quatro dias
apos, mostrou-se eficaz quanto a taxa de recuperacdo embrionéria pés IATF; o
dispositivo intravaginal com progesterona por nove dias mais histrelina pode ser

empregado, dispensando o controle folicular diario convencional; o protocolo
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reduziu a quantidade de manejos dos animais bem como a quantidade de
deslocamentos dos profissionais as propriedades.
Palavras-chave: Progesterona. Histrelina. Equinos. IATF. Sincronizagédo da

ovulagcédo. Transferéncia de embrido.

1. Introducéo

A inseminacgdo artificial (IA) convencional nos equinos detém fatores
limitantes ao seu emprego, destacando-se o controle folicular a cada 24-48
horas. Nesse contexto, a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)
gradativamente assume espaco e importancia, como ja verificado em bovinos,
substituindo a IA convencional (Ferreira et al., 2012; Avanzi et al., 2015). O uso
da IATF reduz o nimero de manejos dos animais, elimina a observacao de estro,
aumenta o numero de animais inseminados, e concentra os partos (Ferreira et
al., 2012).

A |IA pode ser executada quando a égua detiver foliculos pré-ovulatorios
maiores que 35mm de diametro, abertura cervical e edema uterino (Davies Morel
et al., 2010). Por outro lado, o controle folicular pode ser reduzido em funcéo da
administragao de protocolos hormonais, uma vez estabelecido o dia e a hora da
IATF.

O tema “inseminagéao artificial em tempo fixo” em equinos é escassamente
abordado na literatura, e até mesmo € evitado pelos profissionais da area.
Estudos tratam da sincronizacdo da ovulacdo e IATF com sémen congelado,
porém pouco é reportado sobre os protocolos hormonais (Almeida et al., 2001,
Avanzi et al., 2015).

A adocdo de protocolos hormonais para esta finalidade ainda € pouco
disseminada, pois 0 monitoramento convencional diario da dinamica folicular,
manteve-se eficiente, apesar da necessidade de muitos exames transretais
(McKinnon et al., 2011; Bortot e Zappa, 2013), associados ao numero de

deslocamentos dos profissionais, acarretando custos adicionais consideraveis.

O protocolo a IATF deve ser baseado na sincronizacdo da onda folicular,
proporcionando um foliculo dominante, e na sincroniza¢édo da ovulacao (B0 et

al.,, 2016). O uso de dispositivos intravaginais com progesterona (DIPs),
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associados a administracdo de benzoato de estradiol (BE), compde a maioria
dos protocolos de IATF em vacas e ovelhas. Esta associacdo promove a
supressao temporaria e atresia do crescimento folicular, independentemente da
fase do ciclo estral, através do feedback negativo sobre o horménio foliculo
estimulante (FSH). Cerca de 3,5 a 5 dias apés a aplicacao do BE ha o surgimento

de uma nova onda folicular (Moreno et al., 2001; Bo et al., 2002).

Os DIP4s em equinos foram utilizados na fase de anestro (Polo et al., 2016)
ou na fase transicional do inicio da estacdo de monta, visando sincronizar a
primeira ovulacdo, antecipando o inicio da estacdo (Wilde et al., 2002; Handler
et al., 2007; Hanlon e Firth, 2012).

Oliveira Filho et al. (2012) obtiveram 80% de ciclicidade das éguas com o uso
do DIP4 por 10 dias, apresentando as éguas foliculos de 35mm apoés 3,8 dias e

a ovulacao apos 7,8 dias da retirada.

Em relacdo a sincronizacdo da ovulacdo, varios farmacos sao utilizados,
avaliando-se o tempo (horas) entre a administracado do indutor e a ovulacao,
fundamental para o sucesso dos programas de IATF. A hCG é eficaz em induzir
a ovulacdo em éguas até 48h (Silva et al., 2016). Contudo, agonistas do GnRH
(deslorelina e histrelina), tem indicacao de eficacia pelo aumento da liberacéo de
LH com indugé&o da ovulacéo no periodo de 36 a 48h, destacando-se a histrelina
como o andlogo sintético atual mais potente (Lindholm et al., 2011; Voge et al.,
2012). O uso de 0,5 ou 0,25 mg de histrelina é capaz de induzir a ovulacao dentro
de 48 horas pos administracdo na temporada reprodutiva em éguas, atingindo
96% de eficacia (Kiser et al., 2013).

Assim, o emprego de DIP4 por 10 dias apresenta variados resultados. A
hipotese do presente estudo € avaliar a permanéncia do DIP4 por nove e onze
dias e checar os resultados advindos deste procedimento, na premissa de que

por nove dias havera aumento na eficiéncia reprodutiva em relagéo a onze.

O objetivo deste estudo foi testar a eficiéncia de dois diferentes protocolos
hormonais para a sincronizacdo do estro e da ovulacdo com vistas a IATF em
éguas, utilizando-se o dispositivo intravaginal de progesterona por nove ou onze
dias associado a inducdo da ovulacdo com histrelina, e comparar as taxas de

recuperacdo embrionaria (TRE) entre 0s grupos.
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2. Material e Métodos

O projeto de pesquisa foi aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR) sob o
namero 01263 (Anexo 2).

2.1. Local e animais

O estudo foi realizado na Fazenda Experimental Gralha Azul da Pontificia
Universidade Catodlica do Parana (PUCPR), tendo as coordenadas geogréficas
25°25'40" S, 49°16' 23" W, durante as estagdes reprodutivas 2018-2019 e 2019-
2020 no hemisfério sul (Setembro a Fevereiro). Foram utilizadas 11 éguas
mesticas (racas Crioula, Arabe, Quarto de Milha e Mangalarga) sem propositos
comerciais, e um garanhdo mestico (Lusitano e Bretdo), idades entre 6 e 14
anos, peso meédio 425 + 75 kg, escore de condicdo corporal (ECC) entre 3 e 4
[1-magra a 5-obesa (Speirs, 1997)], manejadas e alimentadas em piquetes com
Avena sativa, Lolium multiflorum, Medicago sativa e 2kg de
concentrado/animal/dia (PréEquinos Agraria®; Proteina bruta 12%, fibra bruta
12%, matéria mineral 14%, extrato etéreo 2,5%; Guarapuava, Parana, Brasil),

com &gua e sal mineral ad libitum.

Critérios de inclusdo dos animais: presenca de corpo luteo por avaliagdo com
exames de ultrassonografia transretal (Ginther e Pierson, 1989) no inicio de cada
estacdo reprodutiva e no inicio do estudo, para a comprovacao da ciclicidade
(Ginther et al., 2005). O critério de exclusao foi a incompatibilidade reprodutiva
da anatomia da cérvice ou éguas em periodo transicional de primavera no més
de setembro, com auséncia de corpo lateo, foliculo dominante ou edema uterino
(Cerqueira et al., 2019).

2.2. Delineamento experimental

O experimento foi executado com trés grupos, sendo um grupo controle (GC),
um com a permanéncia de progesterona intravaginal durante 9 dias (GP49), e
um com progesterona intravaginal durante 11 dias (GP411). Cada grupo foi
composto por 17 repeticbes (ciclos estrais), utilizando trés ciclos estrais
diferentes de cada animal, em um delineamento do tipo crossover, sendo 11
ciclos no primeiro ano, e 6 ciclos no segundo ano. O dia zero (DO0) foi definido

como o dia da inseminagé&o para todos 0s grupos.
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No grupo controle (GC) (n=17) foi feito o acompanhamento folicular
convencional por palpacéo retal e exames ultrassonograficos dos ovarios (US),
cuja duracdo foi variavel dependendo do animal (Pimentel et al., 2014). A
observacgéo de corpo luteo, foi administrada uma dose de prostaglandina (D-
Cloprostenol 75ug IM, Croniben, Biogénesis Bag0) para inducéo de lutedlise e
inicio de um novo ciclo. Na presenca de foliculos maiores que 35mm + edema
uterino 3 + abertura de cérvice, detectados por palpacédo e US retal, foi induzida
a ovulacao com histrelina (500 pg IM, Strelin, Botupharma, Botucatu, S&o Paulo);
este dia foi considerado como D-1. Uma IA com sémen fresco foi realizada apés
24h (DO0) da inducédo da ovulacéo. A confirmacéo da ovulacéo foi feita apés 24h
da IA (D1). A coleta do embrido (CE) foi realizada apos oito dias da ovulacdo
(D9) (Figura 1A).

O grupo progesterona 9 dias (GP49) (n=17) recebeu no D-14 um dispositivo
intravaginal com progesterona de liberacdo controlada (1g P4, Biogénesis Bago),
além de US; apds nove dias (D-5) o DIP4 foi retirado e administrada PGF2a (D-
Cloprostenol 75ug IM, Croniben, Biogénesis Bagd) + US; ap6s quatro dias (D-1)
foi administrada a histrelina (500 pg IM, Strelin, Botupharma, Botucatu, S&o
Paulo) para inducdo da ovulacéo + US; a IATF foi realizada ap6s 24h com sémen
fresco (DO) + US, sendo a coleta de embrido realizada nove dias apos (D9)
(Figura 1B).

O grupo progesterona 11 dias (GP411) (n=17) recebeu no D-16 um dispositivo
intravaginal com progesterona de liberacdo controlada (1g P4, Biogénesis Bago),
além de US; apoés 11 dias (D-5) o DIP4 foi retirado e administrada PGF2a (D-
Cloprostenol 75ug IM, Croniben, Biogénesis Bagod) + US; ap6s quatro dias (D-1)
foi administrada a histrelina (500 pg IM, Strelin, Botupharma, Botucatu, S&o
Paulo) para inducdo da ovulacéo + US; a IATF foi realizada ap6s 24h com sémen
fresco (DO) + US, sendo a coleta de embrido realizada nove dias apos (D9)
(Figura 1C).
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Controle Foliculo A
folicular >35mm 1A
(duragéo || . . . Sémen Confirmagéo || Coleta
variavel) || Histrelina fresco da ovulagdo || embrigo
+24h +24h
— —
+DIP4 'D|P4 B
+US +PGF2u Histrelina IATE Coleta
"hCG +US +US +US embrigio
+24h
——
D-14 D-5 D-1 DO D9
+DIP4 'D|P4 C
+US +PGF2u Histrelina IATF Coleta
"hCG +US +US +US embri&o
+24h
—
D-16 D-5 D-1 DO D9

Figura 1 A, B, C — Diagramas dos protocolos para 0s grupos controle e experimentais

de éguas GP49 e GP411, respectivamente.

Legenda: IA: inseminacgao artificial; US: Ultrassonografia; DIP4: Dispositivo intravaginal
com progesterona de liberacdo controlada (1g P4, Biogénesis Bago); PGF2a: D-
Cloprostenol (75ug IM, Croniben, Biogénesis Bag0); Histrelina: acetato de histrelina
(500ug IM, Strelin, Botupharma, Botucatu, Sdo Paulo); *hCG: Gonadotrofina Coridnica
Humana (1250 Ul IM, Vetecor, Hertape Calier) somente nas éguas que apresentavam
foliculo >33mm, edema uterino 3 e abertura cervical; IATF: Inseminacao artificial em

tempo fixo.
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Nos dois grupos experimentais foi administrada uma dose de gonadotrofina
coribnica humana (hCG, 1250 Ul IM, Vetecor, Hertape Calier, Sado Paulo, Brasil)
nas éguas que apresentavam foliculo maior que 33mm, edema uterino grau 3 e
abertura cervical no dia do inicio do protocolo, de modo a induzir a ovulacéo para
gerar um novo ciclo na presenca do dispositivo de Pa.

Previamente a insercdo do DIP4, era executado o borrifamento do mesmo
com oxitetraciclina mais hidrocortisona (Terracam Spray®, Agener Unido, Sao
Paulo, Brasil) e remocéao do cordao extrator, de forma a evitar contato com o
meio externo, evitando ou minimizando as vaginites. Os implantes eram
introduzidos na vagina com a utilizagdo de luvas descartaveis de palpacéo pelo

manipulador.

Foram realizados exames de ultrassonografia transretais a cada 48h
(SonoScapeAbv, transdutor retilineo L561v 3 a 8 MHz, China), com o objetivo de
avaliar o crescimento folicular no decurso dos protocolos, além dos dias de
manejo. Os foliculos foram dimensionados com base na média obtida entre os

diametros da altura e largura foliculares (Ginther e Pierson, 1989).

Apés o término de cada grupo (coletas de embrido) foi aplicada uma dose de
prostaglandina F2a aguardando-se um intervalo de 7 dias antes do inicio do
préximo grupo, visando dessincronizar as éguas entre os ciclos, de forma a ndo
interferir nos resultados de sincronizacdo de um grupo para outro. Desta forma,
foram avaliadas as taxas de recuperacao embrionaria (TRE, %) em cada grupo
para observar a eficiéncia de cada um dos protocolos, e a taxa de responsividade
aos tratamentos (presenca de foliculo pré-ovulatério; Davies Morel et al., 2010)
no momento da inducdo da ovulacdo (D-1). Foram consideradas ovulacdes
antecipadas aquelas que ocorreram antes da indugéo da ovulagdo. Os animais
foram pesados e avaliados quanto ao ECC em dois momentos dentro de cada
grupo (no dia do inicio do protocolo e no dia da IATF), para avaliacédo da variacao

destes fatores sobre o resultado.

A ordem de submissdo das éguas aos protocolos foi definida de forma
aleatoria. Os grupos foram trabalhados simultaneamente, sendo GP411, GP49 e
GC no primeiro ano e GP411, GC e GP49 no segundo, durante trés meses dentro

da estacao reprodutiva.
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2.3. Coleta e manipulacdo do sémen

Para as coletas de sémen foi utilizada uma égua no estro para estimulacéo
do garanhdo. Apés a exposicao e limpeza do pénis com 4gua e compressas, 0
garanhdo era conduzido até um manequim, onde, apds o salto, o pénis era
desviado lateralmente para a vagina artificial modelo Botucatu® (Botupharma,
Botucatu, Sao Paulo), e o sémen era obtido. O ejaculado era filtrado em filtro de
nylon para separacao da fracéo gel e, em seguida, analisado quanto a motilidade
e vigor através de observacdo em microscopio Otico. A concentracao
espermatica era feita em camara de Neubauer e, em seguida, o sémen era
diluido na proporcdo de uma parte de sémen para uma parte de diluente a base
de leite desnatado (BotuSémen®, Botupharma, Botucatu, S&o Paulo). A seguir
0 sémen era centrifugado a 2200 rpm por 10 minutos e ressuspendido com 2mL
de BotuSémen® na concentracdo de 250 milhdes de espermatozoides com
motilidade progressiva (Xavier et al., 2009), sendo depositados no corno uterino
ipsilateral ao foliculo pré-ovulatorio mediante pipeta flexivel de IA profunda

equina Minitube® (Minitube do Brasil, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil).
2.4. Coleta de embrido

Para a realizacao da coleta de embrido, o perineo da égua era previamente
higienizado e a base da cauda recoberta com bandagem (faixa de algodéo). Uma
sonda estéril de silicone era manualmente introduzida através da cérvice para
realizacdo da lavagem uterina empregando quatro litros de solucéo ringer lactato
(JP Industria Farmacéutica, Sao Paulo, Brasil), aquecidos em banho-maria a
37°C. A recuperacao do lavado era feita em copo coletor com filtro e analisado
em microscopio estereoscopico modelo Leica Zoom 2000 (aumento 45x,
Alemanha) para a procura do embrido. Os embrides recuperados foram

submetidos ao processo de congelamento por vitrificacéo.
2.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados mediante o software Statgraphics Centurion XVI,
Virginia (USA). As diferencas entre os grupos para a taxa de recuperagao
embrionéaria foram calculadas mediante o teste exato de Fisher, assim como as
diferencas entre as taxas de responsividade ao tratamento e ovulagdes

antecipadas. Esse teste foi aplicado como alternativa ao teste de Qui?, pois foram
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analisadas tabelas 2x2 e valores esperados inferiores a 5. O teste Exato de
Fisher baseia-se no calculo da distribuicdo de probabilidade das frequéncias da
tabela, na situacdo com margens fixas (ou seja, uma distribuicdo de
probabilidade hipergeométrica para a uUnica frequéncia de valor livre -
independente), pois a probabilidade de uma determinada distribuicdo das

frequéncias é funcéo de parametros de valor desconhecido (Fisher, 1934).

As diferencas entre os diametros foliculares médios entre 0s grupos
experimentais no D-5 e D-1 foram testadas pelo teste t de Student, presumindo-

se as variancias ndo homogéneas (Meyer, 1983).

Para testar as influéncias de fatores como idade, grupo, escore corporal e
peso versus taxa de recuperacdo embrionaria foi empregada a regressao
logistica binaria. Modelos lineares generalizados (MLG) séao definidos por uma
distribuicdo de probabilidade para a variavel resposta Y pertencente a familia
exponencial, um conjunto de varidveis explicativas que podem ser numeéricas ou
categoricas e uma funcédo de ligacdo. Na regressao logistica binaria, que é um
dos casos dos MLG, a variavel resposta do modelo tem distribuicdo de Bernoulli
(ou Binomial) e a funcédo de ligagdo é a funcgéo logistica (McCullagh e Nelder,
1989).

Todas as variaveis consideraram-se significativas caso o valor de p<0,05.
3. Resultados e Discusséo

Em funcdo das particularidades do ciclo estral das éguas, tendo
fisiologicamente um estro longo (praticamente um ter¢co da duragao do ciclo
estral), a pratica de IATF nesta espécie tem sido pouco difundida. O presente
estudo configura-se como um dos primeiros estudos com o intuito de
desenvolver e testar protocolos hormonais eficientes para IATF em éguas,
visando reduzir o numero de visitas as propriedades (reducédo de custos, reducao
de exames transretais) e promocdo do bem-estar animal (diminuicdo de

manejos).

Fatores como idade, peso e escore corporal das éguas podem influenciar o
sucesso da recuperacao embrionaria (McCue, 2011; Zuccari et al., 2013; Araujo
e Oliveira, 2018). Para avaliar a influéncia das variaveis grupo, idade, ECC e

peso dos animais sobre a TRE, foram executados testes de regressao logistica
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binaria. Os valores de P variaram de 0,106 e 0,469, indicando homogeneidade
da amostra e que essas variaveis nao exerceram influéncia sobre os resultados
da TRE (P>0,05). As médias de peso (kg) para os grupos controle, GP49 e GP411
foram, respectivamente, 417,29, 433,73 e 434,55 e as médias de ECC (1-5)
foram 3,29, 3,30 e 3,29, respectivamente. Ambos o0s parametros nao
apresentaram diferenca entre os grupos. A média de idade das éguas foi de
10,35 anos.

A tabela 1 representa a dinamica folicular dos grupos nos dias de manejo, a
porcentagem de responsividade das éguas a cada tratamento e a taxa de

recuperacdo embrionaria (TRE).

Diametro do > foliculo Taxa de Taxa de
@ FPO Responsividade = Recuperagéo
Grupo durante o protocolo ao Protocolo Embrionaria
(x£s) mm
(x£s) mm n (%) n (%)
D-16 D-14 D-5 D-1
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Ge 17/17 9/17

- - 36,5+3,32
(n=17) (100,0)? (52,94)2
10/17 5/17
GP49 - 2294114 253+10,6°  30,748,0b
(n=17) (58,8)° (29,41)0
7/17 3/17
Gf“ll 23,1+6,6 - 22,9+10,92 26,7+9,6°
(n=17) (41,2)° (17,64)°
GC x GP49: GC x GP49: GC x GP49:
0,02 0,003 0,14
Valor ) ) 0.54 GC x GP411: GC x GP411: GC x GP411:
dep : 0,001 0,0001 0,03
GP49 x GP411: GP49 x GP411: GP49 x GP411:
0,29 0,24 0,34

Tabela 1: Diametros dos maiores foliculos nos dias de manejo das éguas com vistas a
inseminacao artificial em tempo fixo, didametro do foliculo pré-ovulatério (FPO), taxa de

responsividade aos tratamentos e taxa de recuperacao embrionaria.

Legenda: xxs = média e desvio padrdo; n = numero absoluto; (%) = porcentagem entre
paréntesis. Letras diferentes na mesma coluna indicam significancia estatistica (p<0,05).

Observa-se que no grupo GP49, dos 17 ciclos avaliados, dez foram
responsivos ao tratamento, apresentando foliculos pré-ovulatorios no dia anterior
a IATF, sendo que sete ovulacdes ocorreram até 48h apds inducao com
Histrelina (70%), e foram recuperados cinco embrides. Em dois ciclos (11,7%)
foi observado CL no dia da IA (ovulagcdo antecipada). Uma ovulacdo foi
constatada apds quatro dias pés inducédo, e procedeu-se a coleta de embrido
deste ciclo apds oito dias da ovulacdo, com resultado positivo. Este resultado foi
descartado devido a coleta ter sido realizada fora do dia D9 do protocolo, nédo

sendo computada como TRE relativa a IATF.

Com relacdo a administracdo de hCG no D-14 no GP49, das seis éguas
induzidas, quatro ovularam dentro de 48 horas (66,66%); uma égua apresentou
regressdo e posterior crescimento do foliculo induzido, recuperando-se um
embrido; e uma égua nao foi responsiva a inducdo, sendo que o foliculo
continuou em crescimento até sua ovulacdo prévia a IATF, sem recuperacéo

embrionaria.

Em relacdo ao GP411, sete dos 17 ciclos foram responsivos ao tratamento,
porém somente quatro ovularam em até 48h apoOs inducdo com Histrelina
(57,14%), e trés embrides foram recuperados. No dia anterior a inseminacao, foi
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observado neste grupo, a predominancia de foliculos pequenos e quatro ciclos
(23,5%) com presenca de corpo luteo (ovulacdo antecipada). Das duas éguas
induzidas com hCG no D-16, uma apresentou ovulacdo em 48 horas e outra

apos 6 dias, porém nenhuma resultou em recupera¢do embrionaria.

O GC teve controle folicular assistido por US transretal uma vez ao dia,
resultando em uma média de 6,4 palpacdes por égua (variacdo de 2 a 18
controles), até o aparecimento de um foliculo pré-ovulatério, cuja média foi
36,5mm de diametro no momento da inducdo da ovulacédo (D-1), apresentando
diferenca em comparacdo a ambos 0s grupos experimentais (p<0,05). Neste
grupo, 100% das ovulagcbes ocorreram em até 48h apdés a administracdo da

Histrelina, sendo recuperados nove embrides.

Os grupos GC e GP49 nao apresentaram diferencas relativas as TREs
obtidas (P>0,05). Idéntico resultado se aplica na comparacéo entre 0s grupos
GP49 e GP411, concluindo-se que o resultado do grupo GP49 apresentou
semelhanca estatistica tanto em relacdo ao GC quanto ao GP411. Contudo,
ambos 0s grupos experimentais apresentaram diferenca (p<0,05) quanto a
responsividade ao protocolo em comparagao ao grupo controle, proporcionando

um alento do emprego desta técnica.

O protocolo GP49 destacou-se, portanto, pela melhor aplicabilidade a IATF,
uma vez que a TRE deste grupo se manteve proxima a do grupo controle a ponto
de ndo haver diferenca (P>0,05). Esse resultado deve ser considerado
promissor, pois, hipoteticamente, o grupo controle deveria resultar em melhor
eficiéncia reprodutiva, uma vez que este é o método convencional para
inseminacao e transferéncia de embrides em equinos. Assim, o protocolo de
IATF utilizando o DIP4 por nove dias evidenciou qualidades promissoras neste

ambito.

O grupo GP411 resultou na menor eficacia em TRE, com recuperacédo de
trés embrides de 17 ciclos pesquisados. Foi observado neste grupo a menor
média de diametro folicular no momento da indug&o da ovulagdo (D-1) (Tabela
1). Algumas éguas deste grupo apresentaram regressdo e atresia folicular,
enquanto outras ndo apresentaram inibicdo pela P4, quando na presenca de

diametro folicular por volta de 25mm no inicio do protocolo, persistindo o
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crescimento folicular com ovulacdo antecipada. Isto pode estar relacionado a
reducdo do numero total de foliculos/animal com a duragcdo do tratamento,
independentemente do numero de foliculos no dia do inicio do protocolo. O
aumento do diametro do maior foliculo indicou que a P4 por 11 dias induziu a
ciclicidade gradual ovariana e reduziu o nimero de foliculos. Isto foi relatado por
Handler et al. (2006) e Polasek et al. (2017), ao utilizarem DIP4 durante 11 dias
com bons resultados para a sincronizacao do estro em éguas em anestro. Neste
altimo estudo, a média dos didametros dos maiores foliculos no dia da inducéo da
ovulagdo foram similares ao do presente estudo, sendo os resultados
satisfatorios para eéguas aciclicas, destacando a importancia da baixa
concentracdo de hormdnios enddgenos no sucesso deste protocolo. Handler et
al. (2006) também relatam que 23,3% das éguas apresentaram ovulagao
antecipada durante a permanéncia do dispositivo de P4, corroborando com

achados do presente estudo (23,5%).

Diferentemente, no GP49, verificou-se a média de 30,7mm de diametro
folicular no momento da indugéo da ovulacédo. Se houvesse um intervalo maior
entre a retirada do dispositivo e a inducdo, possivelmente esta média estaria
mais elevada, como constatado por Polasek et al. (2017), cuja inducdo da
ovulacéao foi realizada seis dias ap6s a remocéao do dispositivo, com incremento
de 3mm no diametro folicular. O tempo de permanéncia e concentracéo da P4 foi
suficiente para gerar uma nova onda folicular sem que muitas ovulagdes

antecipadas fossem detectadas (11,7%).

Ainda em relacdo ao grupo GP49, observou-se uma ovulacdo ocorrendo
apos quatro dias da inducdo, com recuperacdo embrionaria positiva, porém néo
coincidindo com o dia de coleta de embrido do protocolo de IATF, concedendo
indicativo de que a IATF, pode apresentar melhor taxa de prenhez do que a TRE,
uma vez que o sucesso da coleta de embrido depende diretamente do dia da

ovulacéao.

Em relacdo as ovulacdes antecipadas, 100% delas ocorreram logo apos
a remocéo do DIP4 e antes do dia da inducdo da ovulagéo (D-1), ndo havendo
significAncia entre 0os grupos experimentais (p=0,65). Desta forma, recomenda-
se 0 acompanhamento ultrassonogréfico no intervalo entre a remocéo do DIP4 e

a inducédo da ovulacado com vistas a um melhor resultado.
19



A porcentagem de recuperacdo embrionaria verificada no GC (52,94%) é
condordante com dados da literatura, ao demonstrarem que a TRE pode variar
de 40 a 80% (Fleury et al., 2001; Squires et al., 2003; Vazquez et al., 2010;
Gomes et al., 2014). Fatores como a experiéncia do profissional e variagées na
temperatura ambiental exercem influéncia sobre a TRE em éguas (Oliveira et al.,
2015; Cuervo-Arango et al., 2018). No presente estudo, as temperaturas médias
verificadas para o primeiro e segundo ano foram respectivamente, 20,66°C e
19,04°C. Segundo Oliveira et al. (2015), em temperaturas ambientais médias
menores ou iguais a 24°C, espera-se TRE de aproximadamente 60%.

Alguns estudos testaram a sincronizacdo do estro em equinos através do
uso de implantes de liberacdo prolongada de Ps. Newcombe (2002), ao
utiizarem o DIP4s durante 10,9 dias em éguas no periodo de transigéo,
observaram 89% das ovulacdes apos 6,6 dias da remocéo do dispositivo, e 4,6%
de ovulagdes ocorrendo antes da sua remocéo. Handler et al. (2006) utilizaram
implantes de progesterona (PRID®) durante 11 dias em oito éguas, em
diferentes estacGes do ano, com resultados satisfatérios para sincronizacdo do
estro (73,4%). Hanlon et al. (2010) testaram o uso do DIP4 por 10 dias em éguas
no periodo de transicdo, e obtiveram 100% das éguas ovulando cerca de trés
dias apds a retirada do implante. Observa-se, portanto, que ha discrepancias
relativas ao percentual de ovulacdes entre os autores, com variacées que podem
ser fundamentadas seja pelas concentragbes de horménios enddgenos
(anestro/transicdo/estacao reprodutiva), seja pela regido geogréfica, variacdes

de raca, idade ou mesmo pelo clima.

Estudos com o intuito de antecipar o inicio da ciclicidade ovariana de
éguas Quarto de Milha em anestro foram desenvolvidos por Oliveira Filho et al.
(2012), mantendo o DIP4 por 10 dias. Setenta por cento das éguas apresentaram
foliculos de 35mm apos 3,8 dias da remocao do DIP4, havendo ovulagbes 48h
apos a inducdo com hCG e deslorelina. Estes dados corroboram com os do
presente estudo, apesar das diferentes metodologias, uma vez que nhos
protocolos de IATF administrados, a inducédo da ovulacao foi pré-fixada depois
de quatro dias pos remocao do DIP4, com mais de 50% das ovula¢des ocorrendo
até 48h p6s administracao da histrelina. A eficacia do DIP4 sobre a TRE resultou
em 75% (Oliveira Filho et al., 2012), contra 29,41% do presente estudo (GP49).
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A TRE (Oliveira Filho et al.,2012) provavelmente, mostrou-se mais promissora
em funcdo de que o diametro do foliculo pré-ovulatério era maior, além da raca
dos animais (Quarto de Milha, destinada a reproducéo especificamente), de
outra localizacdo geogréfica, de diferente tempo de permanéncia do dispositivo
(10 dias) e do indutor da ovulagéo e estacionalidade, possam ter exercido
influencias. Tais fatos poderiam ser elencados como influentes entre os animais

pesquisados.

Almeida et al. (2001), demonstraram a eficacia da sincronizacao do estro em
éguas através da utilizacdo de implante subcutdaneo de norgestomet ou
administracdo oral de altrenogest durante nove dias. Ambos 0s progestagenos
ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos indices reprodutivos
das éguas, sinalizando a possibilidade do uso destes progestagenos por nove

dias na IATF em éguas.

Recentemente pesquisadores do nosso grupo avaliaram 15 éguas com
permanéncia de DIP4 por dez dias, seguido de IA com sémen fresco, obtiveram
uma TRE no grupo tratado muito préxima a do grupo controle (80% e 82,35%
respectivamente — dados ndo publicados, 2019). Para justificar estes percentuais
mais elevados das TREs, que os do presente estudo, podem ser elencados a
utilizacdo de um DIP4 com maior concentracao de progesterona (1,99g), a IA com
500 milhdes de espermatozoides viaveis, e ao uso de dinoprost trometamina ao
invés de D-cloprostenol. No estudo, os autores abordaram também a reducéo de
65% dos custos de deslocamento com a aplicagéo do protocolo em relagéo ao

grupo controle (comunicacgéao oral).

De acordo com Polasek et al. (2017) a utilizagdo do DIP4 em éguas pode
desencadear vaginite transitéria, mas que espontaneamente € debelada apés a
remocao do dispositivo, ndo interferindo sobre as taxas de prenhez. A utilizacao
de oxitetraciclina com hidrocortisona (spray) sobre o dispositivo no momento da
insercdo reduz a severidade das vaginites, sem interferéncia da reacao
inflamatoria sobre o diametro folicular, periodo de ovulacédo, edema uterino ou
taxa de prenhez das éguas. O DIP4 pode ser utilizado na IATF equina (Martinez
et al., 2016).
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A hipétese do presente estudo pode ser confirmada, pois o0 GP49 foi 0 que
mais se aproximou da similaridade de resultados com o grupo controle,

considerado o padrao na reproducao assistida de equinos.
4. Conclusdes

O protocolo proposto para a inseminacao artificial em tempo fixo em
equinos combinando a administracdo intravaginal de progesterona por nove dias
e histrelina quatro dias ap6s a remoc¢ao da progesterona, mostrou-se promissor,
guanto a taxa de recuperacdo embrionaria, dispensando a necessidade de
controle folicular convencional e reduzindo o numero de intervencdes
ginecologicas, manejo dos animais e deslocamento até as propriedades. Outros
estudos sdo recomendados para esta area.
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CONSIDERACOES FINAIS

28



Ao observar a importancia da IATF, tanto no contexto da biotécnica
reprodutiva, quanto como ferramenta de reducédo de custos e manejo animal,
promovemos a otimizacao dos resultados e a valorizagdo do médico veterinario
sob o ponto de vista inovador, buscando alternativas a reproducéo equina que
mantenham a taxa de recuperacdo embrionaria ou prenhez.

O desenvolvimento de protocolos hormonais com vistas a IATF equina
deve ser continuamente pesquisado para obtencédo das melhores combinagdes
de farmacos e protocolos em busca do melhor resultado, alterando os intervalos
hormonais, a concentracdo dos farmacos e selecionando éguas com foliculos
menores de 25mm no dia de inicio do protocolo. Associando-se 0s protocolos
hormonais com qualificacdo da m&ao-de-obra, manejo sanitario e nutricional
animal, certamente havera incremento nos indices positivos da IATF em
equinos.

Concluiu-se com este trabalho que o protocolo hormonal GP49 proposto
para IATF em equinos foi eficaz quanto a TRE, ainda que o GP411 néo tenha
atingido resultado satisfatério.

Os protocolos para a IATF deram indicacbes positivas aos seus
empregos, destacando a nao-necessidade do controle folicular assistido, bem
como a reducdo dos manejos reprodutivos diarios, recomendando-se estudos

futuros para comprovacao de sua eficacia.
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PREPARATION

Use of word processing software. It is important that the file be saved in the native
format of the word processor used. The text should be in single-column format.
Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using
a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each
row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the
text. See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you
are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-check’ functions of

your word processor. Pages and lines should be numbered.

ARTICLE STRUCTURE

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections
should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief

heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding
a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and

indicated by a reference. If quoting directly from a previously published method,
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use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing

methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive

citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results

and Discussion section.

Essential title page information

+ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled.
You can add your name between parentheses in your own script behind the
English transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lowercase
superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
the country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure
that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by
the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described

in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or
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'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The
address at which the author actually did the work must be retained as the main,

affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. Since an
abstract is often presented separately from the article, it must be able to stand
alone. For this reason, references should generally be avoided, but if essential,
they must be cited in full, without reference to the reference list. Also,
nonstandard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their use is
essential, they must be defined at their first mention in the abstract itself.
Abstracts must be limited to a single paragraph with no more than 2,500

keystrokes (characters plus spaces).

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations
firmly established in the field may be eligible. These Keywords will be used for

indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references; therefore, do not include them on the title page, as a footnote to
the title, etc.. List individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof Reading the article, etc.),
sources of financial support, and donations of products and materials. It is not
necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute

or organization that provided the funding.

Tables
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Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed
either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end.
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and
place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and
ensure that the data presented in them do not duplicate results described
elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table

cells.

REFERENCES

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and viceversa). Any references cited in the abstract must be given
in full. Unpublished results and personal communications are not recommended
in the reference list, but may be mentioned in the text. If these

references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results’ or 'Personal communication'. Citation of a

reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if

desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in

your published article.
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Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text.
The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always
be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order
in which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.
J Sci Commun 2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/}.S¢.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

[2] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205
Reference to a book:

[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman;
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article.
In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-
Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK,
http://lwww.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/;
2003 [accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data,
v1; 2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6
authors the first 6 should be listed followed by ‘et al." For further details you are
referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted

References).
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Journal Abbreviation Source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus jornal
abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of serial title word
abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical

Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html
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2. Parecer de aprovacao do projeto de pesquisa pela Comissé&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA - PUCPR)

: ‘ %  Pontificia Universidade Catolica do Parana

I\ Pro-Reitoria de Pesquisa, Pés-Graduagio e Inovagio
omissi ics i Ts nimais

PUCPR Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animai

LI MARISTA

Curitiba, 02 de cutubro de 2018.
PARECER DE PROTOCCOLO DE PESQUISA
REGISTRC DO PROJETC: 01263 — 2° versao

TITULC DO PROJETO: INSEMINAGAQ ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM EQUINOS: EFICIENCIA DE PROTOCOLOS
HORMONAIS

PESQUISADOR RESPONSAVEL

LUIS ERNANDES KQZICKI

EQUIPE DE PESQUISA

CARLOS EDUARDO CAMARGO, BRUNA LAMPE ZIELINSKI, LIEDGE CAMILA SIMIONI FELICIO

INSTITUICAD
Pontificia Universidade Catdlica do Parana

CURSO
Escola de Ciéncias da Vida

VIGENCIA DO PROJETO Julho!18 a Dezembrof/19 QUANTIDADE DE ANIMAIS 22
ESPECIELLINHAGEM Egquus caballus H® S1SBID Nao =e aplica
[Eomente animalc de vida llvre)
SEXO MIF ATIVIDADES Mao se aplica
{Zomente animalc de vida livre)
IDADE [ PESO 4 a 15 anos [ 400 +- S0kg ESPECIE - GRUPO | M&o se aplica
TAXONOMICOS (ge viga inre)
ORIGEM DO AMIMAL Fazrenda Experimental Gralha | LOCAL (I1S) Nao se aplica
Azul { Fazenda Experimental P& g | (2omente animaic de vids livre]
Sermra (UTP). Regido
Metropolitana de Curitiba

O colegiado da CEUA certifica que este protocolo que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica,
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794/2018 e Decreto n® 6.899/2009, e com as normas
editadas peloc CONCEA sendo APROVADO pela CEUA - PUCPR em reunido de colegiado.

Se houver mudanca de profocolo o pesquisador deve enviar um relatorio @ CEUA descrevendo de
forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em oufras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo iniciar
antes de receber a autorizagao formal para a sua realizag3o.

Fua Imaculada Conceigdo, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www_pucpr.br
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Pontificia Universidade Catolica do Parana
N/ Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagio e Inovacio
PUCPR Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

GHLUIY ) SMARISTA

O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da
instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por esta CEUA
em qualquer tempo.

Atencicsaments,

Rua Imaculada Conceigdo, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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