UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DE NOVOS PROTOCOLOS VISANDO
INDUZIR E SINCRONIZAR A OVULACAO EM EGUAS

GABRIEL MAKSOUD GRECO

Botucatu — SP
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DE NOVOS PROTOCOLOS VISANDO
INDUZIR E SINCRONIZAR A OVULACAO EM EGUAS

GABRIEL MAKSOUD GRECO

Monografia apresentada a
Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu para obtencéo do titulo de
Mestre em Reproducdo Animal.

Orientador: Prof. Adj. Marco Antdnio Alvarenga



FICHA CATA:LOGRAFICA ELABORADA PELA SEQL&O TEC. AQUISTRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL:ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Greco, Gabriel Maksoud.
Avaliacéo de novos protocolos visando induAimeronizar a
ovulacdo em éguas / Gabriel Maksoud Greco. - Baiy2a10

Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Mediégterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, 2010

Orientador: Marco Antonio Alvarenga

Capes: 50504002

1. Egua. 2. Reproducdo animal. 3. Ovulag&o.

Palavras-chave: Deslorelina; ECP; Egua; hCG; Odlag




Nome do autor: Gabriel Maksoud Greco

Titulo: AVALIACAO DE NOVOS PROTOCOLOS VISANDO INDUZIR
SINCRONIZAR A OVULACAO EM EGUAS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Marco Antdnio Alvarenga

Presidente e Orientador

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa

Membro

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof. Dr. Luciano Andrade Silva
Membro

Departamento de Zootecnia
FZEA — USP — Pirassununga

Data da Defesa: 30 de Agosto de 2010.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a minha familia por todo apoio.

Agradeco a Deus e a todos que auxiliaram direta ou indiretamente em minha
recuperacdo, a qual, Deus me perdoe, acreditei em alguns momentos ser
impossivel.

Ao Prof. Dr. Marco Antonio Alvarenga, pela confianca e orientacdo e ao Dr.
José Dell’'aqua Junior, pela ajuda durante a reta final do experimento. A todos
aqueles, membros ou ndo de nosso Departamento, que, de alguma forma,
contribuiram para a concluséo deste Mestrado, meus agradecimentos.

Aos laboratérios Hertape Calier e Pfizer pelo auxilio a pesquisa através dos
medicamentos doados.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pela
concessao da bolsa de Mestrado, sem a qual, dificilmente teria realizado este

experimento.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Porcentagem (%) de éguas que ovularam entre 24 e 48 horas apos

a inducao de ovulacao dentro dos grupos estudados .............ccceeevveeevieeninnnnns 25

Tabela 2 — Média e desvio padrdo do grau de edema endometrial visualizado
ultra-sonograficamente no momento da inducédo (Hora 0) e no dia seguinte

(Hora 24) dentro dos grup0os eStudados ...........ceuuuvvueiiiiiiiiniieeeeeeeeeeeeeeeeeeenannnns 27

Tabela 3 — Média e desvio padrdo do grau de edema endometrial visualizado
ultra-sonograficamente no momento da inducdo (Hora 0), um dia antes da
ovulacdo (D-1) e no dia da ovulacgio (DO) dentro dos grupos

(ST (0 [0 F=To [0 1SR TRR 28

Tabela 4 — Média e desvio padrao do diametro folicular no momento da inducéo

(Hora 0) e no dia seguinte (Hora 24) dentro dos grupos estudados ................ 29

Tabela 5 — Média e desvio padréo do diametro folicular no momento da inducao
(Hora 0) e um dia antes da ovulacdo (D-1) dentro dos grupos
LTS 180 F=To [0 S PPPPPPPRPRPUPR 30



Vi

LISTA DE FIGURAS
Figura 1 — Porcentagem (%) de éguas em que a ovulacao foi detectada 24, 48,

72, 96 e 120 horas apdés a inducdo de ovulacdo dentro dos grupos

(ST (0 [0 F=To [0 ST 26



Vii

SUMARIO
Pagina

1 11 PSP 1
AB S T R A T e e 3
1. INTRODUGAO. ... .ottt ettt ettt ettt et teetesteeteesee e 5
2. REVISAO DE LITERATURA......oote ettt 7

2.1 Ciclo estral @qUINO..........ooiiiiiiiiiiii e 7

2.2 Recrutamento, selecao folicular @ ovulagao.............ceevvvvveeiiiiiiiiiiiinnnnn. 7

2.3 Caracteristicas ultra-sonograficas que indicam proximidade da

(0)V/1 ] = Tox- T 1SR 10

2.4 Agentes indutores de OVUIAGAD. ...........ccuuuvviiiiiiiiiieiiiee e 12

2.4.1 Gonadotrofina corionica humana (NCG)..........uuuvviiiiiiiiniiiiieeeeeee 13

2.4.2 Hormaonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e seus analogos....16

2.4.3 Associacdes de hCG e analogos de GNRH..........ccceevvvviviiiiiiinennnn. 17
2.4.4 ESIIOQENOS. ...ttt e ettt et e e e e e e e e e e s s s s s s st reeeaaaaaaeaaaaaaaas 18
2.4.5 Outros indutores de OVUIAGAO. ........uuviiiiiiiiiiiiiiiiee e 19
. OBIETIVOS. ...ttt ettt e e e et e e e e et e e e e e e entaeeeaaeeeaanns 21
4. MATERIAIS E METODO......c.ocoi ittt ettt enn e enenenen, 22
4.1 Selecao dos animais, avaliagcdes e parametros ultra-sonogréficos....22
4.2 Grupos e analise estatisStiCa..............ooovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
5. RESULTADOS.....ceiiiieiiiiiet ettt e e e ettt e e e e s st e e e e s snntaneeaeaeaans 25
5.1 Taxa de ovulacédo entre 24 e 48 horas ap0s a inducgao...................... 25
5.2 Edema endOometrial..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiineee e 26
5.3 Taxa de desenvolvimento folicular................iiiiiiiinees 28
B. DISCUSSAD. ...ttt sttt es ettt ene e 31
7. CONCLUSOES. ..ottt esene s 39
8. BIBLIOGRAFIA . ... e e e eenas 40
9. TRABALHO CIENTIFICO. ...ttt 53



GRECO, G.M. Avaliacdo de novos protocolos visando induzir e
sincronizar a ovulagdo em éguas . Botucatu, 2010. 76p. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade

Estadual Paulista.

Resumo

Os agentes indutores de ovulacao séo rotineiramente utilizados na reproducéo
equina, em especial quando da aplicagdo de biotecnologias. A fim de reduzir
custos e otimizar seus resultados, esta dissertagéo teve como objetivos avaliar
o efeito de novos protocolos sobre a indugéo e sincronizacéo de ovulacéo, grau
de edema endometrial, bem como taxa de desenvolvimento e diametro
folicular. Foram utilizadas 145 éguas da raca Campolina, entre trés e 14 anos,
em dois Haras de Conselheiro Lafaiete — MG, Brasil. Na presenca de um
foliculo 230mm e de edema endometrial, no minimo, grau 2 (0-5), as éguas
foram randomicamente separadas em grupos e tratadas no dia seguinte (Hora
0) com: 1,0mg de deslorelina (1.M.) (G1; n=20); 0,5mg de deslorelina (1.M.) (G2;
n=20); 2.000Ul de hCG (I.V.) (G3; n=20); 750Ul de hCG (l.V.) (G4; n=20);
1,0mg de deslorelina (I.M.) e 2.000Ul de hCG (I.V.) (G5; n=15); 0,5mg de
deslorelina (1.M.) e 750Ul de hCG (I.V.) (G6; n=10); 10,0mg de ECP (I.M.) (G7;
n=10) e, por fim, 1,0mg de deslorelina (I.M.), apés pré-tratamento com 10,0mg
de ECP (I.M.) no dia anterior (G8; n=10). Vinte éguas ndo foram tratadas,
utilizadas como controle (GC; n=20). As avaliacdes ultra-sonogréaficas diarias
foram conduzidas até a ovulacédo (DO) ou Hora 120, o que ocorresse primeiro.
A analise estatistica valeu-se do Statistical Analysis System (SAS). A taxa de
ovulacédo entre 24 e 48 horas da indugdo nos grupos G1 ao G6 foi similar
estatisticamente, maior ou igual a 75%. No G7, esta foi de 20%, inferior
(P<0,01) a obtida no G1 ao G6. Verificou-se taxa de 40% no G8, menor
(P<0,01) que a do G5 e G6 (de 100%) e similar aos demais. O ECP néo foi
capaz de induzir ou sincronizar as ovulagdes. Nao houve beneficio do preé-
tratamento com ECP em éguas induzidas com deslorelina. O edema
endometrial foi maior na Hora 0 em comparacdo a0 momento em que a
ovulacdo foi detectada, quando o G1 ao G6 apresentaram maior grau de

edema endometrial (P<0,01) em relagcdo ao GC. Nenhum protocolo interferiu no



desenvolvimento folicular nas primeiras 24 horas, sendo estas taxas
estatisticamente semelhantes. Nos grupos tratados, o diametro folicular pré-
ovulatorio foi menor, com excecdo do G7. Observou-se no GC um aumento

(P<0,05) no diametro folicular somente até dois dias antes da ovulacéo.

Palavras-chave: Egua; Ovulagido; hCG; Deslorelina; ECP.



GRECO, G.M. Evaluation of new protocols to induce and synchroni ze
ovulations in mares. Botucatu, 2010. 76p. Dissertacao (Mestrado) - Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.

Abstract

Ovulation inductors are routinely used in the equine species, especially when
modern reproductive technologies are applied. In order to reduce costs and
optimize their results, the present study aimed to evaluate the effect of new
treatment protocols on ovulation induction and synchronization, endometrial
edema as well as follicular diameter and development rate. One hundred and
forty-five Campolina breed mares, aging three to 14 years, from two Studs in
Conselheiro Lafaiete — MG, Brazil, were used. Prostaglandin-induced estrous
mares showing one follicle 230mm and at least grade 2 (0-5) endometrial
edema were randomly assigned to different groups and treated, at the following
day (Hour 0), with either: 1.0mg of deslorelin (I.M.) (G1; n=20); 0.5mg of
deslorelin (1.M.) (G2; n=20); 2.000UI of hCG (I.V.) (G3; n=20); 750Ul of hCG
(1.V.) (G4; n=20); 1.0mg of deslorelin (I.M.) and 2.000UI of hCG (I.V.) (G5;
n=15); 0.5mg of deslorelin (1.M.) and 750Ul of hCG (1.V.) (G6; n=10); 10.0mg of
ECP (I.M.) (G7; n=10) and 1.0mg of deslorelin (I.M.), 24 hours post-injection
with 10.0mg of ECP (I.M.) (G8; n=10). Twenty mares served as control (GC;
n=20). Ultra-sonography was daily performed until ovulation (DO) or Hour 120,
whichever occurred first. Data was evaluated through the Statistical Analysis
System (SAS). Ovulation rate between 24 and 48 hours post-induction in
groups G1 to G6 was =275% and statistically similar (P>0.05). Ovulation rate in
G7 was 20%, lower (P<0.01) than in G1 to G6. G8 showed a 40% rate, which
was lower (P<0.01) than G5 and G6 and similar to the remaining groups. ECP
treatment was unable to induce or synchronize ovulations. Deslorelin-induced
mares did not benefit from pre-treatment with ECP. Higher endometrial edema
scores were identified at Hour O compared to the moment an ovulation was
detected, when G1 to G6 showed higher (P<0.01) edema scores than control.
Used protocols did not prevent follicular development during the first 24 hours

post-induction. This finding was similar among groups. Induced mares ovulated



from smaller follicles, except for G7. Follicle diameter only increased (P<0.05) in

control until two days before ovulation.

Key-words: Mare; Ovulation; hCG; Deslorelin; ECP.



1. INTRODUCAO

A equideocultura representa uma parcela significativa da economia
brasileira. Neste ambito, algumas biotecnologias tornaram-se freqientes em
grande parte dos criatorios de cavalos. Estima-se que cerca de 3.650 embrides
equinos foram transferidos com sucesso no ano de 2003 no Brasil (THIBIER,
2004) e que este numero tenha atingido a marca de 10.000 em 2008 (PESSOA
et al., 2009).

A duracdo do estro e o intervalo entre o seu inicio e a ovulacao variam
muito na espécie equiina (GINTHER et al., 1972). Estimar com precisdo o
momento ovulatério em equinos é uma tarefa complicada, porém necessaria, ja
gue maiores taxas de concepc¢ao sao obtidas quando o sémen é depositado no
trato reprodutivo da égua proximo a ovulacdo (WOODS et al., 1990). Para
reduzir o niamero de coberturas ou inseminacgdes artificiais por ciclo estral,
existem relatos do uso de agentes indutores de ovulacdo hi mais de quatro
décadas (LOY e HUGHES, 1966).

Conforme McCue (2003), a inducdo da ovulacdo € um procedimento
rotineiro em casos onde o sémen que se pretende utilizar é limitado, por
exemplo, de um garanhdo muito requisitado ou em éguas apresentando
endometrite pos-cobertura, onde se deseja uma unica inseminacao por cio.
Este autor destaca a importdncia de se induzir a ovulacdo em éguas
inseminadas com sémen transportado sob refrigeracdo ou congelado. Para que
resultados satisfatérios sejam obtidos com sémen equino submetido a
congelacao, cujos espermatozéides possuem menor longevidade, recomenda-
se realizar a inseminacédo dentro de 12 horas antes da ovulacdo ou em até seis
horas apos sua ocorréncia (LOOMIS e SQUIRES, 2005). Quanto a atuacéo do
Médico Veterinario, induzir e sincronizar as ovulagdes permite que se planeje e
agende avaliagbes reprodutivas, reduzindo a méo-de-obra despendida. Para
isto, cada agente indutor, dose, ou associacdo de horménios deve estimular
uma porcentagem consideravel de éguas a ovularem dentro de um periodo
previsto.

Especialmente interessante na transferéncia de embriées (TE) é a forma

como o0s agentes indutores facilitam a sincronizacdo das ovulacées (McCUE,



2003), j& que maiores taxas de gestacdo sdo obtidas quando as éguas
receptoras ovulam um dia antes ou até trés dias ap6s as doadoras (McKINNON
et al., 1988). Medicamentos objetivando induzir e sincronizar as ovulagdes séo
usualmente utilizados em éguas que se prestam a doacdo de embrides
(ALLEN, 2005) - em especial quando estes serdo criopreservados
(CARNEVALE et al., 2004) - ou de odcitos (MACLELLAN et al., 2002). Estes
horménios estdo presentes, também, nos protocolos de superovulacdo em
éguas (ALVARENGA et al., 2001; NISWENDER et al., 2003). Nao obstante, o
uso de indutores de ovulagéo esta associado a uma maior incidéncia de duplas
ovulacdes (VERONESI et al., 2003), favorecendo a recuperacdo embrionéria
em programas de TE.

Em resumo, os protocolos de inducéo atualmente utilizados na espécie
equina possuem como limitagdes o seu custo, bem como, em algumas
situacdes, resultados insatisfatérios quanto a inducdo e sincronizacdo das
ovulacbes. O presente estudo tem como objetivos investigar a eficacia de
novos protocolos de inducdo de ovulacdo, sendo proposto o uso de cipionato
de estradiol e da associacao de deslorelina e hCG nas doses convencionais ou
em sub-doses.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral equino

As éguas sao animais poliéstricos sazonais cujos ciclos duram em média
22 dias. O ciclo estral equino pode ser dividido em duas fases distintas: o estro
e o diestro (HUGHES et al., 1972; SHARP, 1980). Durante o estro, a égua
apresenta-se receptiva ao garanhdo devido ao predominio do estrogénio
(CLAYTON et al., 1981), secretado pelas células da granulosa folicular. Esta
fase termina com a ovulacdo e apresenta duracdo muito variavel; compreende
em meédia sete dias, podendo durar de dois a 14 dias (McCUE, 2003). Apos o
fim do estro, a égua ainda pode demonstrar sinais de receptividade sexual
passadas 12 a 84 horas da ovulagcdo (McCUE, 2003).

J4 a fase seguinte, denominada de fase luteal ou diestro, possui um
periodo mais definido de 15 dias em média. Caracteriza-se pela presenca de
um corpo luteo, que se forma de uma ovulacdo (BACK et al., 1974). Desta &
liberado o odcito, o qual é captado pela tuba uterina. No diestro ocorre a
producdo de progesterona. Mesmo na presenca de foliculos em
desenvolvimento secretando estrogénio, ha predominio desse progestageno, o
qual imprime suas caracteristicas sobre o trato reprodutivo feminino e no
comportamento da égua de rejeicdo ao garanhdo (SAMPER, 2008). Em suma,
a duracdo meédia do estro, diestro e do ciclo estral é de respectivamente sete,
15 e 22 dias nas éguas e oito, 16 e 24 dias em poneis (GINTHER, 1992).

A fase luteal termina com a regressao do corpo luteo, ou lutedlise. Esta &
desencadeada pela liberacédo de prostaglandina pelo endométrio equino, a qual
€ carreada até o ovario mediante a circulagéo sistémica (GINTHER e FIRST,
1971). O prolongamento da fase luteal ou bloqueio da lutedlise ocorre pela
presenca de um concepto, através de sua migracao pelo utero equino (ALLEN,
2005).

2.2 Recrutamento, selecéo folicular e ovulagao

Para que um foliculo antral inicial continue seu crescimento, deve ocorrer

uma elevacdo nas concentracdes plasméticas de FSH (FORTUNE, 1994). O



FSH estimula o crescimento em sincronia dos foliculos recrutados, originando
ondas foliculares que caracterizam a fase final de seu desenvolvimento.
FlutuacBes nas concentracfes plasmaticas de FSH séo detectadas junto a
emergéncia destas ondas (ADAMS et al., 1992; BERGFELT e GINTHER,
1992).

Os niveis elevados de FSH circulante levam a um aumento da proteina-A
plasmatica associada a prenhez (PAPP-A), protease folicular que cliva as
proteinas ligantes do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP)
(SPICER et al., 2001). Desta forma, maiores concentracdes livres do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) podem ser encontradas no interior do
foliculo, especialmente no que se tornara dominante (GINTHER et al., 2004).
Quando livre, este fator estimula o crescimento da granulosa folicular e a
producdo de estrégeno em sinergismo com o FSH (HANDLER e AURICH,
2005).

A secrecdo de estradiol e de inibina pelos foliculos em emergéncia
acarreta no estabelecimento da dominancia folicular. Através de “feedback”
negativo, ha redugdo nos niveis circulantes de FSH, insuficientes para a
manutencdo do crescimento dos foliculos subordinados (BERGFELT e
GINTHER, 1986; TURZILLO e FORTUNE, 1990; DONADEU e GINTHER,
2001). Durante o recrutamento, o futuro foliculo dominante é aquele cujo
estagio de desenvolvimento estd melhor sincronizado com o estimulo
gonadotrofico, sendo refratario aos niveis decrescentes de FSH (FORTUNE,
1994), devido a um aumento na expressao de receptores para este horménio
(WEBB et al., 1999). Por sua vez, o LH é essencial ao participar da fase final
do desenvolvimento e da selecéo folicular, o que é evidenciado pela numerosa
presenca de receptores para este hormdénio na granulosa de foliculos
dominantes antes da divergéncia (BODENSTEINER et al., 1996; GINTHER et
al., 1996).

O LH é o horménio responsavel pela ovulacdo na espécie equina, ao
reduzir o diametro dos vasos da teca e agir sobre a regido do estigma do
foliculo dominante, induzindo a ativacdo de enzimas responsaveis pelo seu
adelgacamento (KONIG e PROBST, 2005). Suas concentracdes plasmaticas
sdo baixas passados seis a 15 dias da ovulacdo, em virtude do “feedback”

negativo exercido no hipotalamo pela progesterona de origem latea, que



suprime a liberagdo do hormonio liberador de gonadotrofinas, o GnRH
(GINTHER, 1992).

A curva de LH é prolongada na espécie equina, recebendo a
denominacéo de “plateau”. Ocorre no inicio do estro, seis a sete dias antes da
ovulacao e alcanca o pico um a dois dias apos sua ocorréncia (WHITMORE et
al.,, 1973). Estudos anteriores concluiram que o “plateau” ocorre pelo
“feedback” positivo do estradiol (BURNS e DOUGLAS, 1981; THOMPSON et
al., 1991), enquanto que outros afirmam que este hormoénio esterdide interfere
negativamente no LH, por seu incremento no momento em que a quantidade
de estrégeno circulante comeca a declinar (GINTHER et al., 2005; 2006b).

A ovulacdo é o fenbmeno de liberacdo do odcito através do rompimento
de um foliculo ovariano, permitindo sua captacdo pela tuba uterina e
subsequente fertilizagdo (GINTHER, 1992). Os equinos s&o animais mono-
ovulatérios; contudo, multiplas ovula¢cdes podem ocorrer. Estas sdo comuns em
determinadas racgas, como o Campolina (GRECO et al., 2005) e o Brasileiro de
Hipismo (CARMO et al., 2004), havendo predominio das duplas ovulacoes. As
ovulacdes multiplas sdo desejaveis quando a égua em questdo é uma doadora
de embrides, pois o Utero dos eqliideos ndo comporta mais de um concepto
simultaneamente (GINTHER e GRIFFIN, 1994).

Eguas com mais do que uma ovulacdo apresentam foliculos pré-
ovulatérios menores (GINTHER, 1992; GINTHER et al.,, 2008), bem como
mudancas em seu perfil enddcrino. Durante o estro, tanto o aumento nas
concentracfes plasmaticas de estradiol (GINTHER et al., 2008, MACHADO et
al., 2008, RAZ et al., 2009) e inibina (MACHADO et al., 2008), quanto reducdes
nas concentracdes de FSH (GINTHER et al., 2008, MACHADO et al., 2008)
foram detectadas em éguas apresentando ovulagbes duplas. Em éguas
superovuladas com FSH equino purificado, Machado et al. (2008) verificaram
drastica reducéo no LH durante o estro, enquanto Raz et al. (2009) observaram
aumento nas concentracfes de progesterona na fase latea.

Falhas na ovulagdo podem ocorrer devido a hemorragia excessiva no
interior de foliculos dominantes pré-ovulatérios, com a formacgéo de foliculos
hemorragicos anovulatorios (GINTHER et al., 2007b), que impedem a liberacao
oocitaria, e consequentemente, a fertilizacdo. Apesar de sua pequena

incidéncia, ndo se consegue distinguir, sem o uso de ultra-som Doppler, os
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foliculos que estardo fadados a se tornarem hemorragicos anovulatorios
(ACOSTA et al., 2004). Isto se deve ao fato de ambos apresentarem alteragdes
ultra-sonograficas semelhantes na parede folicular e no padrdo de edema
endometrial até trés dias antes da ovulacdo ou hemorragia excessiva
(GINTHER et al., 2007b; CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2009).

Sabe-se que os foliculos anovulatérios apresentam concentracdes intra-
foliculares inferiores de fatores de crescimento do tipo IGF (ACOSTA et al.,
2004; WATSON et al., 2004), estradiol e inibina (WATSON et al., 2002;
ACOSTA et al., 2004). Contudo, tanto em ondas foliculares em que n&o ocorre
a formacdo de um foliculo dominante, quanto naquelas onde se observam
ovulacdes ou o desenvolvimento de foliculos anovulatérios, as concentracdes
plasmaticas de FSH sdo semelhantes (DONADEU e GINTHER, 2002; 2003;
2004). Em contraste, Acosta et al. (2004) verificaram um aumento na
concentragdo circulante de FSH durante o desenvolvimento de foliculos
hemorragicos anovulatérios. Conforme estes autores, isto € consequéncia de
um “feedback” negativo ineficiente, devido a menor producdo de fatores
foliculares inibitérios.

As concentracdes plasméticas de LH durante o desenvolvimento folicular
inicial parecem influenciar a incidéncia de foliculos hemorragicos anovulatérios.
Contudo, tanto concentracdes inferiores (ACOSTA et al., 2004) quanto
superiores (GINTHER et al, 2008) de LH foram incriminadas como

responsaveis pelo seu aparecimento.

2.3 Caracteristicas ultra-sonograficas que indicam proximidade da

ovulacao

Um dos principais critérios a fim de determinar o momento da ovulacéo
eqiina é o diametro do foliculo dominante (CUERVO-ARANGO e
NEWCOMBE, 2008), o qual é aferido considerando-se a meédia da maxima
area transversal da altura e da largura folicular de uma simples imagem
“congelada” no monitor do aparelho de ultra-som.

Conforme citado anteriormente, a maioria das éguas ovula horas antes do
término dos sinais comportamentais de estro, quando o foliculo dominante

mede em torno de, no minimo, 40 milimetros (mm) de didmetro (PYCOCK,
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2003). Algumas podem ovular com foliculos de apenas 35mm, enquanto que
outras so irdo fazé-lo com estruturas 250mm (SAMPER, 1997). Certas racas,
como as de tracdo, ovulam normalmente com diametros superiores a 50mm
(PYCOCK, 2003). De acordo com Pierson e Ginther (1985), a partir do
momento em que um foliculo de 30mm é identificado no ovéario de uma
determinada égua, esta pode ovular momentos ou até sete dias depois. O
foliculo pré-ovulatorio cresce, em média, trés milimetros por dia até dois dias
antes da ovulacdo. A partir dai, permanece constante, sofrendo reducdo de
dois a trés milimetros em seu didmetro nas ultimas 12 horas (KOSKINEN et al.,
1989).

No inicio da estacdo de monta, tanto a duracdo do estro quanto o
diametro folicular a ovulacdo sdo maiores, possivelmente devido a menor
quantidade de estimulo luminoso. Cuervo-Arango e Newcombe (2008)
verificaram que o diametro do foliculo pré-ovulatério eqliino tende a ser
semelhante durante dois ciclos estrais espontaneos e consecutivos.

O edema endometrial € dependente dos niveis circulantes de estrogenos
ovarianos (CHAVATTE e PALMER, 1998), podendo-se supor, desta maneira, a
capacidade de um determinado foliculo dominante em produzir estrogénio.
Contudo, este edema somente € identificado quando as concentracdes
plasmaticas de progesterona estdo baixas (SAMPER, 2008).

A avaliacdo do edema endometrial, visualizado através de exame ultra-
sonografico do atero, € rotineiramente conduzida a fim de auxiliar na
determinacdo do momento ideal para se inseminar uma égua (CUERVO-
ARANGO e NEWCOMBE, 2008), pois sua intensidade diminui gradativamente
com a proximidade ovulatéria (HAYES et al., 1985). Esta queda parece ocorrer
por estimulo estrogénico aos receptores endometriais de progesterona
(PELEHACH et al., 2000), os quais se ligam, durante o periodo pré-ovulatorio,
a progesterona de fonte intra-folicular decorrente de luteinizacdo precoce
(BELIN et al., 2000). Contudo, a diminuicdo gradativa do edema endometrial
nao € observada em todas as éguas, ja que algumas podem ovular ainda que o
apresentando, enquanto que em outras este ndo € visualizado durante o
periodo pré-ovulatério (SAMPER, 1997). Da mesma forma que o diametro do

foliculo pré-ovulatorio, as éguas tendem a demonstrar padrbes similares de
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edema endometrial durante dois ciclos estrais espontaneos e consecutivos
(CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008).

Outros parametros tém sido utilizados a fim de se estimar o momento
ovulatorio na espécie equina. Dentre eles, destacam-se a forma e a flutuacéo
folicular, a ecogenicidade, espessura e a presenca de edema na parede
folicular, bem como a existéncia de particulas ecogénicas no fluido folicular
(GASTAL et al., 1998; PYCOCK, 2003).

2.4 Agentes indutores de ovulacao

Eguas dotadas de edema endometrial, cujo foliculo dominante mede a
partir de 30 a 35mm, sdo consideradas como candidatas ideais a inducao de
ovulacéo para fins de cobertura ou inseminacgéao artificial (McCUE et al., 2002;
McCUE et al.,, 2004; CARNEVALE et al., 2005). Alguns horménios ja foram
utilizados com o objetivo de induzir e sincronizar ovulacdes na espécie equina,
dentre eles a gonadotrofina coridnica humana (LOY e HUGHES, 1966;
SULLIVAN et al., 1973; VOSS et al., 1975; McCUE et al., 2004), o GnRH
(DUCHAMP et al., 1987; BECKER e JOHNSON, 1992) e seus analogos:
deslorelina (McCUE et al., 2002; MELO et al., 2005) e buserelina (BARRIER-
BATTUT et al., 2001), o extrato de pituitaria equina (DUCHAMP et al., 1987,
MELO et al., 2005) e o LH recombinante eqtino (YOON et al., 2007). Com o
intuito de antecipar o inicio da estacdo de monta, ao induzir e acelerar a
primeira ovulacdo de éguas transicionais, tanto o GnRH (JOHNSON, 1987;
GINTHER e BERGFELT, 1990; HARRISON et al., 1990), como a deslorelina
(McKINNON et al., 1997; RAZ et al., 2009) e a gonadotrofina coribnica humana
(CARNEVALE et al.,, 1989; CUERVO-ARANGO e CLARK, 2010) ja foram
empregados.

Apesar de utilizados em estudos preliminares (ARBEITER e ARBEITER,
1985; SAVAGE e LIPTRAP, 1987), resultados recentes demonstraram que 0s
analogos de prostaglandina s&o inconsistentes como indutores de ovulagao
(CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008), razdo pela qual ndo é
recomendado seu emprego com este objetivo (SAMPER, 2008). A seguir,
serdo abordados os principais medicamentos utilizados na atualidade com o

intuito de induzir ovulagbes em éguas.
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2.4.1 Gonadotrofina coridnica humana (hCG)

O medicamento mais utilizado para induzir ovulacdes e reduzir a duragcao
do estro € 0 hCG (McCUE et al., 2004). Trata-se de um hormdnio peptidico
produzido pela placenta humana, capaz de estimular a fungcdo Iitea e a
manutencado da gestacao nesta espécie.

O hCG é dotado de duas cadeias peptidicas contendo galactose e
hexosamina, peso molecular de 30.000 e meia-vida de oito a 12 horas (VOSS,
1993). A sub-unidade alfa do hCG é igual a de outras gonadotrofinas, enquanto
gue 51% da seqguéncia de aminoacidos da sub-unidade beta é semelhante a da
gonadotrofina coriénica equina (eCG; SUGINO et al., 1987). Pelo fato da sub-
unidade beta do eCG possuir a mesma sequéncia de aminoacidos do LH
equino (GALET et al., 2000), supbe-se que o LH e 0 hCG apresentam 50% de
similaridade nesta sub-unidade. Em garanhdes, foi demonstrado que o hCG e 0
LH equino se ligam aos mesmos receptores testiculares (EVANS et al., 1982).

Devido a sua semelhanca com o LH, o hCG também estimula seus
receptores foliculares, mimetizando suas ag¢fes envolvendo a maturacao
oocitéria, folicular e a ovulagdo (WILSON et al., 1990). Foi demonstrado que
mesmo que as concentracdes de LH enddgeno sejam drasticamente reduzidas
através do uso de um antagonista de GnRH, o hCG continua sendo eficaz na
inducado de ovulagéo (BRIANT et al., 2004). Recentemente, Evans et al. (2006)
e Ginther et al. (2009a) verificaram que a aplicacdo de hCG também estimula a
ocorréncia de um pico endogeno de LH. Estes autores supdem que isto possa
ocorrer, mesmo que parcialmente, por alteracdes nas concentracdes
hormonais da prépria égua tratada.

A administracdo de 1.500 a 5.000 unidades internacionais (Ul) de hCG
pela via intra-muscular (1.M.) ou intra-venosa (1.V.) resulta em uma resposta
ovulatoria entre 24 e 48 horas em aproximadamente 80% dos animais (LOY e
HUGHES, 1966; VOSS et al., 1975; BARBACINI et al., 2000; SAMPER et al.,
2002; McCUE et al., 2004). De acordo com McCue et al. (2004), as éguas que
ovulam até 24 horas apos a administracdo de hCG nado responderam ao
tratamento, tendo ovulado espontaneamente devido a um pico enddgeno de

LH. Ao acelerar o término do estro, a administracdo de hCG estimula a
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ovulacdo de foliculos pré-ovulatérios menores (CUERVO-ARANGO e
NEWCOMBE, 2008).

Dois trabalhos foram realizados a fim de comparar o efeito da
administracdo de diferentes doses de hCG. Davies Morel e Newcombe (2008)
utilizaram apenas 750Ul de hCG a fim de induzir ovulacbes e, nas éguas
apresentando um foliculo dominante no momento da inducéo, as taxas de
ovulacdo apos 48 horas foram semelhantes nos tratamentos com 750Ul
(92,5%) e 1.500UI (92,4%). Em estudo realizado no Brasil, Beal (2008) obteve
resultado similar ao avaliar o uso de 1.000Ul, 1.500UI e 2.000UIl de hCG, com
taxas de ovulagéo entre 24 e 48 horas de, respectivamente, 82,05%, 78,05% e
81,40%.

Sabe-se que o uso repetido desta gonadotrofina implica na reducdo de
sua eficicia (SULLIVAN et al., 1973; WILSON et al., 1990), presumidamente
pela formacédo de anticorpos. Duchamp et al. (1987) verificaram que as éguas
imunizadas contra o hCG nao ovulavam em um tempo previsivel apés sua
administracdo. Por estas raz0es, recomenda-se a aplicacdo do hCG por
apenas dois ciclos estrais em cada estacdo de monta (McCUE et al., 2004),
devendo-se substitui-lo por outros indutores em cios subsequentes.

Siddiqui et al. (2009) observaram que éguas apresentando anticorpos
anti-hCG, apos a aplicacao de 2.500Ul (1.V.) desta gonadotrofina, ndo sofrem
aumento nas concentracdes plasmaticas de LH e no fluxo sanguiineo da parede
folicular, ou reducdo nas concentragbes plasmaticas e intra-foliculares de
estradiol. Conforme Davies Morel e Newcombe (2008), aléem de baratear o
custo, doses inferiores podem ser especialmente desejadas por,
possivelmente, formarem quantidades menores de anticorpos.

O hCG tem sido rotineiramente utilizado quando da inseminagdo com
sémen congelado. Apds a aplicagdo medicamentosa, recomenda-se a
avaliacdo ultra-sonografica a cada seis a oito horas, realizando-se a
inseminacao a deteccdo de uma ovulacdo (SAMPER e HANKINS, 2001). Um
protocolo alternativo foi proposto por Squires et al. (2003a), a fim de permitir
um menor nimero de avaliagdes. Estes autores realizaram duas inseminagoes
fixas com sémen congelado 24 e 48 horas apds a administracdo de hCG,
obtendo taxa de fertilidade satisfatoria, semelhante aquela de éguas

inseminadas até seis horas pos-ovulacdo. De acordo com Squires et al.
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(2003a), este protocolo permite que haja quantidade suficiente de
espermatozoides no trato reprodutivo feminino nas ovulagées que ocorrem
entre 18 e 52 horas do tratamento com hCG.

Gastal et al. (2006) afirmam que, apés a indug¢do de um foliculo 235mm
com 2.500Ul de hCG (l.V.), seu desenvolvimento cessa; isto é, seu diametro
nao se altera, permanecendo constante. Estes resultados contrastam com o0s
obtidos por Silva et al. (2006) que, ao correlacionarem o diametro do foliculo
dominante (induzido com medicacdo semelhante) com o posterior diagnostico
de gestacao, verificaram que as éguas prenhes apresentaram um aumento no
didmetro folicular, quando comparadas as ndao-gestantes. Estes autores
afirmam que alteracbes no diametro folicular frente a inducdo podem servir,
futuramente, como um parametro para determinar a possibilidade com que uma
égua vira a se tornar gestante. Diante destes resultados, pode-se afirmar que
ainda permanece incerta a taxa de desenvolvimento folicular apés a inducéo de
ovulacédo com o hCG.

No caso especifico da TE, € possivel que a inducdo da ovulacdo possua
beneficios secundarios. O emprego do hCG ja foi associado a uma maior
incidéncia de multiplas ovulacdes (PERKINS e GRIMMET, 2001; VERONESI et
al., 2003), as quais favorecem a recuperacdo embrionaria. Nao obstante,
Araujo et al. (2005) detectaram que o uso do hCG levou a um aumento nas
concentracdes de progesterona apenas no dia da ovulagédo (D0), enquanto que
Sousa et al. (2007) identificaram maiores concentracdes plasmaticas deste
horménio no D4 de éguas tratadas. Sabe-se que o0 hCG, ao mimetizar as acdes
do LH, é capaz de agir estimulando a esteroidogénese. De acordo com Sousa
et al. (2007), a utilizacdo deste agente na inducéo de ovula¢gdes determinou um
maior numero de éguas receptoras aptas a transferéncia de embries (com
elevado tonus uterino, cervical e auséncia de edema endometrial). Conforme
Carnevale et al. (2000), o ténus uterino e cervical se trata do principal fator a
ser avaliado na selecdo de receptoras. Por outro lado, ao compararem as
concentracbes de progesterona de éguas induzidas com o hCG com as do
grupo controle, Urquieta et al. (2009) nao verificaram concentracdes
plasmaticas superiores de progesterona nos animais tratados no D1, D2, D3,

D4 e D8. Em bovinos, a administracdo de hCG determina um aumento no
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namero e secrecdo das células luteas grandes, produtoras de progesterona
(DONALDSON e HANSEL, 1965).

O hCG pode ser utilizado, também, para aumentar a duracdo da fase
litea ao induzir ovulacdes no diestro, fato este particularmente interessante em
animais de esporte, ao impedir manifestacdes indesejaveis de cio. Em seu
estudo, Hedberg et al. (2006) induziram a ovulagdo de um foliculo 230mm a

partir do oitavo dia pés-ovulacdo, obtendo sucesso em 75% dos ciclos tratados.

2.4.2 Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e seus analogos

O GnRH natural (gonadorrelina) e seus analogos estimulam a ovulagao
através da liberacdo de LH enddgeno, cujo aumento pode ser detectado na
circulacdo sanguinea de novilhas (CHENAULT et al., 1990) e éguas
(BARRIER-BATTUT et al.,, 2001). Na espécie equina, o uso da gonadorrelina
nao se traduziu em resultados interessantes na sincronizacdo e inducao da
ovulacdo devido a sua curta meia-vida e poténcia (SAMPER, 2008). Todavia,
este autor afirma que aplicacdes repetidas de GnRH por dois a trés dias, duas
a trés vezes ao dia, sdo capazes de induzir e sincronizar a ovulagdo equina.

Estima-se que aproximadamente 2000 analogos de GnhRH, com
diferentes eficacias e poténcias, ja foram sintetizados (KARTEN e RIVIER,
1986). Ao estudarem o uso de deslorelina em ratos, Coy e Schally (1978)
detectaram liberacdes até 17 vezes maiores de LH em comparag¢do ao GnRH.
Este analogo parece ser, aproximadamente, 100 vezes mais potente que o
GnRH (PADULA, 2005), servindo como alternativa naquelas éguas que néo
respondem da forma esperada ao hCG, fato este particularmente comum apos
repetidas aplicacdes dentro de uma estacdo de monta ou em éguas mais
velhas (BARBACINI et al., 2000). Assim como o hCG, a deslorelina acelera a
ovulacdo de foliculos pré-ovulatorios menores (CUERVO-ARANGO e
NEWCOMBE, 2008).

A maioria dos trabalhos envolvendo o uso de deslorelina sob forma de
implante ndo foi realizada no Brasil (McCUE et al.,, 2002; SAMPER et al.,
2002). Este possui os inconvenientes da aplicacéo e posterior remoc¢ao. Caso o
implante ndo seja retirado 48 horas apds a sua colocacdo, algumas éguas

podem apresentar intervalos inter-ovulatérios exacerbados (McCUE et al.,
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2002), devido a reducdes na sensibilidade ou no nimero de receptores para
GnRH na pituitaria (JOHNSON et al., 2002).

Utilizando 1,0 miligrama (mg) de deslorelina em veiculo injetavel de
liberacdo lenta (I1.M.), Melo et al. (2005) detectaram ovulacdes em 79,3% das
éguas entre 24 e 48 horas ap0s sua aplicacdo, quando estas apresentavam um
foliculo 235mm. Ao compararem seu uso com o do extrato de pituitaria equina
(10,0mg, 1.V.), estes autores obtiveram periodos ovulatérios médios proximos
de, respectivamente, 38,9 e 34,7 horas. Estes resultados com a utilizacao de
deslorelina injetavel sdo semelhantes aos observados com o emprego de hCG
pela maioria dos autores (BARBACINI et al., 2000; MCCUE et al. 2004). Ao
aplicarem 1,0mg e 0,5mg desse mesmo composto, Fleury et al. (2004)
obtiveram resultados similares, indicando que ambas as doses de deslorelina
sdo capazes de induzir uma ovulagdo em éguas entre os periodos médios
aproximados de 40 a 50 horas passadas de sua administragao.

A deslorelina pode ser empregada como agente indutor de ovulacéo para
éguas inseminadas com sémen congelado. Squires et al. (2003a)
administraram 1,0mg de deslorelina sob forma de implante nas éguas em que
duas aplicacdes prévias de hCG ja haviam sido conduzidas na mesma estagao
de monta. O protocolo utilizado foi de inseminacdes 30 e 46 horas apds a

medicacao.

2.4.3 Associagfes de hCG e anélogos de GnRH

O uso combinado de agentes indutores, como o hCG e a deslorelina, é
recomendado em éguas idosas que se prestam a doacdo de odlcitos, por
supostamente favorecerem a maturacao folicular e oocitaria (CARNEVALE et
al., 2005). Contudo, ndo h& estudos determinando os possiveis beneficios da
administracdo simultanea destes medicamentos em éguas.

Em vacas, através do emprego de técnicas de biologia molecular,
detectou-se a expressao de diferentes tipos de receptores para LH nas células
da granulosa folicular (NOGUEIRA et al., 2007). Estes receptores possuem
afinidades distintas pelas moléculas de hCG e LH endégeno (MULLER et al.,
2003). Apesar de nao haver estudos semelhantes em foliculos equinos, é

possivel que suas células da granulosa possuam, como em vacas, variadas
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isoformas de receptores de LH, justificando o emprego de associagdes entre o
hCG e anélogos de GnRH para a inducdo de ovulacdo e obtencdo de

beneficios secundarios.

2.4.4 Estrégenos

Preparados hormonais a base de estrégeno sdo economicamente
interessantes para a inducao de ovulagdes. Em vacas submetidas a regimes de
sincronizagdo com progestagenos, o uso de estrogénio fornece resultados
satisfatorios em programas de inseminacao artificial em tempo fixo. Tanto o
benzoato (BARROS et al.,, 2000) quanto o cipionato de estradiol (ECP;
COLAZO et al., 2003) se prestam a inducao ovulatoria de vacas, nas quais 0
pico de LH ocorre apos 24 horas da aplicacdo de ECP (AMBROSE et al.,
2005).

Segismundo et al. (2003) avaliaram a eficiéncia de compostos a base de
estrogeno em induzir e sincronizar ovulacbes na espécie equina. Apos a
deteccdo de um foliculo 235mm durante o estro, foram administrados 10,0mg
de ECP ou de benzoato de estradiol (I1.M.). Os autores verificaram que somente
o ECP foi capaz, a despeito de induzir ovulacdes de forma mais tardia que o
hCG, de acelera-las e sincroniza-las, sendo que estas ocorreram dentro de um
periodo de 72 horas em 83,3% das éguas. Em contraste com Segismundo et
al. (2003), ao utilizarem o ECP associado ou ndo a deslorelina, Fleury et al.
(2004) detectaram que este horménio esteréide aumentou o intervalo até a
ovulacdo, tanto em éguas com foliculos de 30 a 35mm, quanto naquelas com
maiores didmetros.

Os indutores de ovulagéo tradicionalmente utilizados na espécie equina
possuem seu mecanismo de agdo em torno do LH, seja estimulando sua
liberacdo pela pituitaria ou mimetizando suas acfes. Conforme o estagio do
ciclo estral, o estrégeno exerce um efeito positivo ou negativo sobre a sintese
de LH nas espécies domésticas (LINDZEY et al., 2006).

O efeito positivo da administracdo de estradiol foi demonstrado em
estudos anteriores em éguas integras ou ovariectomizadas. Maiores
concentracbes circulantes de LH foram detectadas em poneis

ovariectomizadas submetidas a tratamento com estradiol durante o verao
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(GARCIA e GINTHER, 1978). Efeito positivo semelhante foi descrito por
Thompson et al. (1991). Quando da aplicagdo de uma Unica injecdo de
estradiol, Miller et al. (1981) observaram reducdes na concentracdo de LH nas
primeiras horas, as quais foram transitérias e seguidas de aumento entre oito e
12 horas. Este efeito rebote também ocorre em vacas, com reducdes nas
primeiras seis horas e um pico as 24 horas (MARTINEZ et al., 2007).

Sharp et al. (2001) detectaram que a administracdo de estrogénio
estimula a expressédo do RNA do tipo mensageiro, responsavel pela transcricéo
das sub-unidades de LH na hipdfise. O estradiol, conjugado ou néo, também
estimulou uma maior secre¢do dessa gonadotrofina, em resposta ao GnRH,
por células cultivadas da pituitaria equina (BALDWIN et al., 1990).

Em éguas ciclicas, aplicacdes diarias de 10,0mg de estradiol resultaram
em maiores concentracdes de LH por até duas semanas ap0s a regressao
lutea (BURNS e DOUGLAS, 1981). Proximo ao inicio do estro, Garcia e Ginther
(1975) observaram que uma Unica injecao de estrogeno foi capaz de aumentar
as concentracdes circulantes de LH.

Entretanto, os estudos mais recentes indicam exatamente o oposto, isto
é, a existéncia de um “feedback” negativo do estrogeno sobre o LH. Durante o
periodo de desvio folicular, a administracado de estrogeno culminou em reducao
nas concentracfes circulantes de LH (DONADEU e GINTHER, 2002). Nao
obstante, foi demonstrada correlagdo inversamente proporcional entre estes
hormoénios durante o “plateau”, com substancial incremento nas concentracdes
de LH quando a quantidade de estrégeno circulante entra em declinio
(GINTHER et al., 2005; 2006). Recentemente, Ginther et al. (2007a) verificaram
que administracfes de estrégeno durante varias fases do estro reduziram as
concentracbes endogenas de LH, sendo este efeito dose-dependente. Os
resultados obtidos com o estrogeno para a inducdo de ovulacdo ainda séo

inconclusivos na espécie equina.
2.4.5 Outros indutores de ovulagao
O extrato de pituitaria equina (EPE) € um preparado parcial de

gonadotrofina equina (CARMO, 2003), tendo sido um dos primeiros hormoénios

utilizados na tentativa de se superovular éguas (DOUGLAS et al., 1974). O
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EPE é produzido a partir de pituitarias (hipéfises) de equinos recém-abatidos,
razdo pela qual possui concentracdes variaveis de LH e FSH.

O LH equino presente no EPE age de maneira semelhante ao hCG na
inducdo de ovulacdo, sem o inconveniente da formacao de anticorpos. O EPE
pode, também, ser administrado a éguas aciclicas, para antecipar o inicio da
estacdo de monta (SQUIRES et al., 2003b). Todavia, as concentragdes de FSH
e LH no EPE séo inconstantes, o que dificulta parcialmente a repetibilidade dos
resultados obtidos (SCOGGIN et al., 2002).

Duchamp et al. (1987) verificaram que a administracdo de 25,0mg de EPE
(1.V.), na presenca de um foliculo de 35mm, foi capaz de induzir a ovulacdo em
75% das éguas no periodo entre 24 e 48 horas. Resultados semelhantes foram
obtidos por Medeiros et al. (2005), j& que a ovulacdo ocorreu, em media, 36
horas apds a aplicacdo de 5,0mg ou 10,0mg de EPE (I.V.).

Recentemente, estudos foram realizados com o LH recombinante equino
(reLH) (JABLONKA-SHARIFF et al., 2007; YOON et al., 2007), gonadotrofina
de cadeia unica muito menos antigénica que o hCG devido a seu menor peso
molecular (SAMPER et al., 2008). Apds o tratamento com 0,75mg e 0,90mg de
reLH, detectou-se a ovulagéo entre 24 e 48 horas em, respectivamente, 80% e
75% das éguas (YOON et al., 2007). Neste estudo, apesar de superiores a 6
nanogramas por mililitro (ng/mL), as concentracdes de progesterona das éguas
tratadas com 1,0mg de reLH foram inferiores as do controle nos dias D8, D9,
D10 e D15 do ciclo estral.
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3. OBJETIVOS

1) Verificar se a associacdo do hCG com um analogo sintético do GnRH, o
acetato de deslorelina, nas doses convencionais ou sub-doses, age de

forma sinérgica ou interfere no mecanismo de inducdo de ovulacao.

2) Verificar se o cipionato de estradiol pode ser utilizado na inducdo e
sincronizacdo da ovulacdo e se sua administracdo prévia interfere na

induc&o de ovulacdo obtida com a deslorelina.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Selecao dos animais, avaliacdes e parametros ul  tra-sonograficos

O presente experimento foi conduzido em dois Haras localizados no
municipio de Conselheiro Lafaiete (LATITUDE 20°40'S e LONGITUDE
43°48'W), Minas Gerais, Brasil. Foram utilizadas 237 éguas da raca Campolina,
apresentando entre trés e 14 anos de idade (7,3 anos de média), 350 a 650
quilogramas de peso e boa condig&o corporal, entre 6,5 e 8,0, conforme escala
proposta por Henneke et al. (1983). As avaliacdes foram realizadas com auxilio
de aparelho digital de ultra-sonografia, equipado com transdutor linear de 5,0
Megahertz (Chison V8300® — China). Os animais selecionados encontravam-
se na estacao ovulatéria, confirmado através da identificacdo de um corpo luteo
no ovario em uma area onde havia um foliculo pré-ovulatério. Apenas éguas
sem anormalidades reprodutivas avaliadas por ultra-sonografia participaram
deste estudo.

Antes que fossem randomicamente separados em grupos, todos os
animais foram diariamente avaliados até a ocorréncia de uma ovulagéo
espontanea, para que fossem tratados, sete dias apds, com 5,0mg de dinoprost
trometamina (I.M.; Lutalyse® — Laboratérios Pfizer — Brasil), com o objetivo de
induzir a lutedlise. A partir do quarto dia desta administracdo, as avaliacdes
diarias por palpacao retal e ultra-sonografia, entre oito e dez horas da manha,
eram retomadas. Durante estes exames, o diametro dos dois maiores foliculos
foi determinado considerando-se a média da maxima area transversal da altura
e da largura de uma simples imagem “congelada” no monitor do aparelho de
ultra-som. Foram excluidos os ciclos estrais quando da detec¢do de mais do
que um foliculo 225mm um dia antes do momento da indug&o de ovulacéo.

A eco-textura do endométrio foi classificada por meio de um sistema de
escores de 0 a 5 (minimo e maximo) da imagem uterina, baseado na extenséo
do edema (areas anecodicas = pretas) de suas dobras (SAMPER, 1997). Foram
excluidos os ciclos estrais quando da detecgcdo de edema endometrial grau 5,

por este ser considerado anormal conforme Samper (2008).
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4.2 Grupos e analise estatistica

Ao surgimento de um foliculo 230mm de diametro acompanhado de
edema endometrial de, no minimo, grau 2, 145 éguas foram randomicamente
separadas em diferentes grupos, para que sua ovulacdo fosse induzida no dia
subsequente. Considerou-se como Hora 0 o0 momento da indug&o de ovulagao.
O dia seguinte foi denominado de Hora 24, e assim sucessivamente.

A partir da Hora 0, as avaliacbes ultra-sonograficas diarias foram
conduzidas até a deteccdo de uma ovulagdo (DO) ou até a Hora 120, o que
ocorresse primeiro. Para os animais tratados com hCG, administrou-se o
produto Vetecor® (Laboratorio Hertape Calier — Brasil); para os injetados com
cipionato de estradiol, utilizou-se o E.C.P.® (Laboratorios Pfizer — Brasil). O
acetato de deslorelina foi produzido no Laboratério do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da UNESP — Campus de
Botucatu, Brasil. Conforme o protocolo utilizado, as eéguas foram

aleatoriamente separadas nos seguintes grupos experimentais:

* G1 (n=20): 1,0mg de acetato de deslorelina (1.M.) em veiculo injetavel de
liberacao lenta.

* G2 (n=20): 0,5mg de acetato de deslorelina (I.M.) em veiculo injetavel de
liberacédo lenta.

* G3 (n=20): 2.000UI de hCG (I.V.).

* G4 (n=20): 750Ul de hCG (1.V.).

* G5 (n=15): 1,0mg de acetato de deslorelina (I.M.) em veiculo injetavel de
liberacado lenta e 2.000UI de hCG (I.V.).

* G6 (n=10): 0,5mg de acetato de deslorelina (I.M.) em veiculo injetavel de
liberacao lenta e 750Ul de hCG (1.V.).

* G7 (n=10): 10,0mg de ECP (I.M.).

* G8 (n=10): 1,0mg de acetato de deslorelina (I.M.) em veiculo injetavel de
liberacdo lenta, 24 horas ap0s pré-tratamento com 10,0mg de ECP (1.M.).

* GC (n=20): As éguas deste grupo nao receberam tratamento, sendo

utilizadas como controle.
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A taxa de ovulacéo entre 24 e 48 horas, o grau de edema endometrial,
bem como o diametro folicular e sua taxa de desenvolvimento foram avaliados
nos diferentes grupos e/ou momentos, utilizando-se o Statistical Analysis

System (SAS), sendo a diferenca significativa quando P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Taxa de ovulacédo entre 24 e 48 horas ap0s aind ucgéao

A taxa de ovulacdo entre 24 e 48 horas apés a inducdo foi
estatisticamente semelhante nos grupos G1 ao G6. Todas as éguas (100%) do
G5 e G6 ovularam entre 24 e 48 horas apos a inducao; isto ocorreu em 80%
das éguas do G1, G2 e G4, e em 75% dos animais do G3. Verificou-se uma
maior porcentagem (P<0,01) de éguas ovulando entre 24 e 48 horas da
aplicacdo de um indutor de ovulagcdo no G1 ao G6 em relacdo ao G7 e GC. O
G8 apresentou taxa de ovulacdo intermediaria, de 40%, somente inferior
(P<0,01) ao G5 e G6. Nos grupos controle, G2, G3 e G7, 10% das ovulacbes
foram detectadas na Hora 24, em comparacdo ao G4 (15%) e G8 (20%).
Verificou-se a formacédo de foliculos hemorragicos anovulatorios no G1 (2/20;
10%), G2 (1/20; 5%), G3 (1/20; 5%), G7 (3/10; 30%) e G8 (2/10; 20%). A taxa
de ovulacdo entre 24 e 48 horas dentro dos grupos estudados encontra-se

agrupada na Tabela 1.

TABELA 1 — Porcentagem (%) de éguas que ovularam entre 24 e 48 horas

apos a inducao de ovulacéo dentro dos grupos estudados.

Grupo Taxa de ovulagéo entre 24 e 48 horas da indu¢ 8o

GC (Controle) 20,0% / (4/20) ©

G1 (Deslorelina 1,0mg) 80,0% / (16/20) ab

G2 (Deslorelina 0,5mg) 80,0% / (16/20) *°

G3 (hCG 2.000UI) 75,0% / (15/20)

G4 (hCG 750UI) 80,0% / (16/20)

G5 (Deslorelina 1,0mg + hCG 2.000U1) 100,0% / (15/15) ®
G6 (Deslorelina 0,5mg + hCG 750Ul) 100,0%/ (10/10) ®
G7 (ECP 10,0mg) 20,0% / (2/10) ©

G8 (ECP 10,0mg + Deslorelina 1,0mg) 40,0% / (4/10) ™

¢ | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,01).
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A porcentagem de éguas de cada grupo cuja ovulagdo foi detectada nos

diferentes momentos pode ser visualizada na Figura 1.

100%
90%
80% Controle
70% mG1{Deslorelina 1,0mg)
60% u G2 {Deslorelina 0,5ma)
50% 4 G3(hCG 2.00001)
gng BG4 hCG 750Ul
200; | | B G5 (Deslorelina 1,0mg +hCG 2.000U1
10% ﬂ ] I —:I A G6E (Deslorelina 0 5mg +hCG 750Ul
0% | 4 GT7 (ECP 10,0mg)
{

Hora 24 Hora48 Hora72 Hora96 Hora 120 BG3{ECP 10,0mg + Deslorelina 1,0mg)

FIGURA 1 — Porcentagem (%) de éguas em que a ovulacéo foi detectada 24,
48, 72, 96 e 120 horas apoOs a inducdo de ovulagdo dentro dos grupos

estudados.

5.2 Edema endometrial

O grau de edema endometrial na Hora 0 foi maior (P<0,05) no G8, cujas
éguas foram pré-tratadas com 10,0mg de ECP (I.M.) 24 horas antes da indugao
com 1,0mg de deslorelina (1.M.). Na Hora 24, este grau foi maior (P<0,05) no
G7 (10,0mg de ECP). A partir da Hora 48, esta variavel nao foi avaliada, devido
a ocorréncia de ovulacdes. Os valores obtidos de edema endometrial nas

Horas 0 e 24 encontram-se agrupados na Tabela 2.
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TABELA 2 — Média e desvio padrao do grau de edema endometrial visualizado

ultra-sonograficamente no momento da indugéo (Hora 0) e no dia seguinte

(Hora 24) dentro dos grupos estudados.

Grupo Hora O Hora 24
GC (Controle) 2,322+£0,53 2,152+0,83
G1 (Deslorelina 1,0mg) 2,362+0,45 2,052+0,36
G2 (Deslorelina 0,5mg) 2,372+0,40 1,652+0,73
G3 (hCG 2.000Ul) 2,408+ 0,57 1,752+0,72
G4 (hCG 750UI) 2,602+0,53 1,782+ 0,66
G5 (Deslorelina 1,0mg + hCG 2.000UI) 2,0723*+0,50 1,672+0,56
G6 (Deslorelina 0,5mg + hCG 750U1) 2,402+£0,54 1,802+0,48
G7 (ECP 10,0mg) 2,362 % +0,63 2,95°+0,83
G8 (ECP 10,0mg + Deslorelina 1,0mg) 3,17°+0,43 1,852+0,41

a | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Foi observada reducédo no valor médio de edema endometrial no DO em
comparacdo a Hora 0, tanto no G5 e G8 (P<0,001), quanto nos demais
(P<0,0001). Esta diminuicdo ocorreu um dia antes da ovulacao (D-1) em todos
os grupos (P<0,0001) com excecédo do G5, G6 e G7.

No D-1, o GC apresentou o menor valor numérico médio no grau de
edema endometrial (1,55 + 0,54), sendo inferior (P<0,05) ao obtido no G1, G4 e
G8. O maior valor numérico médio (2,25 + 0,46) foi identificado no G8, o qual
foi superior (P<0,05) ao visualizado no G5 (1,67 £ 0,56) e GC. Com excecédo do
G8 e do GC, os valores médios do grau de edema endometrial ndo diferiram
(P>0,05).

No DO, o GC apresentou o menor grau (P<0,01) de edema endometrial
em comparacdo aos grupos G1 ao G6. Os grupos tratados com cipionato de
estradiol (G7 e G8) obtiveram valores médios intermediarios, similares aos

demais. Esses dados encontram-se organizados na Tabela 3.
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TABELA 3 — Média e desvio padrao do grau de edema endometrial visualizado
ultra-sonograficamente no momento da indugcdo (Hora 0), um dia antes da

ovulacdo (D-1) e no dia da ovulacao (D0) dentro dos grupos estudados.

Grupo Hora O D-1 DO

GC (Controle) 2,322+0,53 | 1,55°+0,54 0,42 *°+ 0,47

G1 (Deslorelina 1,0mg) 2,362+0,45 | 1,94™°+0,45 | 0,78"+0,46

G2 (Deslorelina 0,5mg) 2,372+0,40 | 1,847%+0,47 | 0,87"+0,64

G3 (hCG 2.000UI) 2,402+0,57 | 1,79¥%+0,63 | 0,79"+0,65

G4 (hCG 750U1I) 2,602+0,53 | 1,95™°+065 | 0,90 +0,64
G5 (Deslorelina 1,0mg + hCG 2.000Ul) | 2.072*+0,50 | 1,672+056 | 0,73*"*+0,56

G6 (Deslorelina 0,5mg + hCG 750U1) | 2:402+054 | 1,80 %*2+048 | 0,95”°+0,37
G7 (ECP 10,0mg) 2,362*+0,63 | 1,71 %%2+0,70 | 0,71 ¥°*+0,57

G8 (ECP 10,0mg + Deslorelina 1,0mg) | 3172+043 | 2,25°°£046 | 0,72"°%0,56

¢ | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,0001)
ou, na presenca de *, (P<0,001).

XYZ | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica, (P<0,05)
no D-1 e (P<0,01) no DO.

5.3 Taxa de desenvolvimento e diametro folicular

A taxa de desenvolvimento folicular entre a Hora 0 e 24 foi semelhante
(P>0,05) dentro dos grupos estudados, de, respectivamente: 3,37mm + 1,55
(GC), 2,73mm % 1,34 (G1), 3,29mm + 2,34 (G2), 2,49mm * 2,07 (G3), 3,18mm
+ 1,53 (G4), 2,76mm + 1,43 (G5), 2,29mm + 1,36 (G6), 2,91mm + 1,98 (G7) e
2,30mm % 1,0 (G8). Entre as Horas 24 e 48, a avaliacdo desta variavel ndo foi
realizada em todos os grupos, devido a ocorréncia de ovulagdes.

O diametro folicular na Hora 0 e na Hora 24 foi similar (P>0,05) entre os
grupos, conforme a Tabela 4. A avaliacao desta variavel ndo pdde ser realizada

em todos os grupos na Hora 48, devido a ocorréncia de ovulagdes.
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TABELA 4 — Média e desvio padrdo do diametro folicular no momento da

inducao (Hora 0) e no dia seguinte (Hora 24) dentro dos grupos estudados.

Grupo Hora O Hora 24
GC (Controle) 35,40+1,30 38,71 +2,17
G1 (Deslorelina 1,0mg) 35,70 £1,11 38,45+1,73
G2 (Deslorelina 0,5mg) 35,82+1,08 38,70 £2,23
G3 (hCG 2.000Ul) 35,95 +1,47 38,46 +2,40
G4 (hCG 750U1) 35,70 £1,15 38,88 + 2,09
G5 (Deslorelina 1,0mg + hCG 2.000U1) 36,34 £1,45 39,10 £1,84
G6 (Deslorelina 0,5mg + hCG 750U1) 36,60 + 1,37 38,89 +2,38
G7 (ECP 10,0mg) 36,93 £0,79 39,52 +2,34
G8 (ECP 10,0mg + Deslorelina 1,0mg) 36,75 +1,04 39,46 £2,16

P>0,05

Todos os grupos apresentaram aumento significativo no diametro folicular
entre a Hora 0 e o D-1. Neste ultimo dia, o G7 e o GC obtiveram os maiores
didmetros foliculares médios pré-ovulatérios (P<0,01) em comparacdo aos
grupos G1 ao G5. Os didmetros médios no G6 e G8 apresentaram tendéncia a
serem inferiores (P<0,09) aos obtidos no G7 e GC. Estes dados encontram-se

agrupados na Tabela 5.
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TABELA 5 — Média e desvio padrdo do diametro folicular no momento da

inducdo (Hora 0) e um dia antes da ovulagcdo (D-1) dentro dos grupos

estudados.

Grupo

Hora 0

D-1

GC (Controle)

35,40™ + 1,30

41,42°% + 3,60

G1 (Deslorelina 1,0mg)

3570 + 1,11

38,54 +203

G2 (Deslorelina 0,5mg)

35,82 + 1,08

39,06° +2.68

G3 (hCG 2.000UI)

35,95 + 1,47

38,61°Y +3,02

G4 (hCG 750U1)

3570 + 1,15

38,56 +2.94

36,34 + 1,45

39.10° +1.84

G5 (Deslorelina 1,0mg + hCG 2.000UlI)

36,60 +1,37 | 38,89°% +238

G6 (Deslorelina 0,5mg + hCG 750Ul)

36937 +0,79 | 42,19 +2,71

G7 (ECP 10,0mg)

36,75 +1,04 | 38,87 +1,08

G8 (ECP 10,0mg + Deslorelina 1,0mg)

XY Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,01).

a | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,01).

No grupo controle, detectou-se um aumento significativo (P<0,05) no
diametro folicular até dois dias antes da ovulacdo (D-2). Aumento semelhante
ndo foi observado entre o D-2 e o DO, isto é, a taxa de crescimento folicular
proxima a ovulacdo ndo foi significativa (P>0,05) no grupo controle. O diametro
folicular médio obtido no GC foi de, respectivamente, 38,38 + 2,71 no D-3,
40,82 + 3,95 no D-2 e 41,42 + 3,60 no D-1.
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6. DISCUSSAO

As taxas obtidas com o uso de ambas as doses de deslorelina (1,0mg e
0,5mgq), de 80%, nao diferiram das encontradas na literatura para formulacdes
injetaveis similares (FLEURY et al., 2004; MELO et al., 2005) ou sob forma de
implante (McCUE et al., 2002; SAMPER et al., 2002). Em seu estudo, Fleury et
al. (2004) verificaram que as éguas tratadas com 0,5mg de deslorelina
ovularam, em meédia, cinco horas apés as injetadas com 1,0mg. Tal
comportamento ndo pbde ser observado no presente experimento, ja que as
avaliacdes foram realizadas em intervalos de 24 horas.

As taxas de ovulacdo entre 24 e 48 horas para 0s grupos induzidos com
2.000Ul e 750Ul de hCG (G3 e G4; de 75% e 80%, respectivamente) foram
similares as encontradas na literatura quando da utilizacdo de hCG nas doses
preconizadas (LOY e HUGHES, 1966; VOSS et al.,, 1975; BARBACINI et al.,
2000; SAMPER et al., 2002; McCUE et al., 2004; BEAL 2008) ou em sub-
doses, de 1.000Ul (BEAL, 2008) e 750Ul (DAVIES MOREL e NEWCOMBE,
2008). Entretanto, ao contrario destes ultimos dois experimentos, 0 presente
estudo apresenta um grupo controle.

Através do uso de doses menores, ha reducédo substancial no custo da
inducdo com hCG ou deslorelina. De acordo com Davies Morel e Newcombe
(2008), além de baratear o custo, doses inferiores de hCG podem ser
especialmente desejadas por, possivelmente, formarem quantidades menores
de anticorpos. No presente estudo, apenas um ciclo estral por égua foi
avaliado, razdo pela qual ndo se observou o efeito de seguidas aplicacdes de
hCG, utilizando-se a dose preconizada ou sub-dose, sobre sua eficacia.

Todas as éguas (100%) do G5 (1,0mg de deslorelina e 2.000Ul de hCG) e
G6 (0,5mg de deslorelina e 750Ul de hCG) ovularam entre 24 e 48 horas,
sendo esta porcentagem superior a obtida no grupo controle, G7 (10,0mg de
ECP) e G8 (10,0mg de ECP 24 horas antes de 1,0mg de deslorelina). Esta
sincronizagdo pode ser decorrente do suposto estimulo a maturacéo folicular
gue ocorre através do uso combinado destes agentes indutores, atuando em
sinergismo (CARNEVALE et al., 2005).

Sabe-se que os analogos de GnRH induzem a ovulacdo através da
liberacdo de LH endogeno (BARRIER-BATTUT et al., 2001). Além de ligar-se
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aos receptores foliculares de LH, o hCG também estimula esta liberacédo
(EVANS et al., 2006), devido a imediata reducéo na concentracdo de estrégeno
circulante (GINTHER et al., 2009a). Para que um possivel efeito sinérgico do
uso associado destes indutores seja confirmado, sdo necessarios estudos com
um namero maior de éguas e avaliagbes reprodutivas mais frequentes, a fim de
detectar uma possivel antecipagcdo no momento ovulatério, em conjunto com
dosagens das concentracdes plasmaticas de LH.

Sabe-se da existéncia de variadas isoformas de receptores de LH nas
células da granulosa folicular de vacas (ROBERT et al., 2003; NOGUEIRA et
al.,, 2007) e ovelhas (ABDENNEBI et al., 2002). Estas isoformas podem
apresentar afinidades distintas pelas moléculas de hCG e LH enddgeno, como
na espécie humana (MULLER et al., 2003). Apesar de estudos semelhantes
ainda ndo terem sido realizados em foliculos equinos, € possivel que isto
também ocorra, justificando os resultados satisfatorios obtidos perante o uso
combinado destes indutores de ovulacéo.

Em suma, a taxa de ovulacdo entre 24 e 48 horas obtida nos grupos G1 a
G6 foi estatisticamente similar e maior ou igual a 75%, demonstrando que o
emprego do hCG e da deslorelina, associado ou nédo, seja nas doses
preconizadas (2.000Ul e 1,0mg, respectivamente) ou em sub-doses (750Ul e
0,5mg), induz e sincroniza a ovulacdo de maneira eficaz na espécie equina.

A menor taxa de ovulacao entre 24 e 48 horas nos grupos tratados, de
apenas 20%, foi obtida no G7, cuja inducgéo foi realizada com 10,0mg de ECP.
Esta taxa de ovulacéo foi similar a verificada no GC, inferior a dos grupos G1 a
G6 e estatisticamente semelhante a do G8. Nao houve, no G7, sincronizacéo
das ovulacdes, conforme a Figura 1. A alta dose aplicada teve por objetivo
mimetizar os resultados de Segismundo et al. (2003), que observaram a
ovulacdo em 83,3% das éguas dentro de um periodo de 72 horas apés a
inducdo com 10,0mg de ECP, contra 40,0% neste estudo.

No presente experimento, aléem da fonte do estrégeno ter sido o cipionato
de estradiol, o qual possui meia-vida longa, a dose utilizada foi alta, dez vezes
superior a empregada na inducdo de ovulagdo em vacas por Colazo et al.
(2003). Conforme Ginther et al. (2007a), os trabalhos que indicavam haver um
“feedback” positivo do estrogeno sobre o LH séo decorrentes do uso de doses

excessivas de estrogénio, conjugado ou nao, e da infrequente coleta de sangue
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dos animais, a cada 24 horas. Estes autores supdfem que um efeito rebote,
possivelmente associado ao uso de doses excessivas de estrégeno, pode ser
responsavel pelos resultados previamente obtidos.

Ginther et al. (2007a) avaliaram o efeito da administracdo de estrégeno
para éguas no estro apresentando um foliculo 228mm. Neste estudo, foram
administrados 0,4mg de estradiol-17beta, divididos em trés aplicagbes de,
respectivamente, 0,2mg e 0,1mg, sendo esta ultima dose utilizada duas vezes,
quatro e oito horas da primeira injecdo. As concentracdes médias de LH foram
numericamente inferiores nas éguas tratadas, em relagdo ao grupo controle.
Ainda, a curva de LH no grupo medicado com estradiol apresentou um
comportamento diferente, havendo uma reducéo, seguida de aumento 20 e 24
horas da aplicacao.

As alteracbes nos niveis circulantes de LH podem ocasionar efeitos
indesejados sobre a fertilidade. O LH é essencial ao participar da fase final do
desenvolvimento e da selecdo folicular (GINTHER et al., 1996), sendo
necessario ao estimular a maturacao nuclear oocitaria (DEKEL et al., 1988).
Entretanto, a supresséo do “plateau” de LH com um antagonista de GnRH, em
éguas induzidas com o hCG, ndo ocasionou em alteragcbes na ovulagéo,
formacao do corpo lateo ou producéo embrionaria (BRIANT et al., 2003; 2004).

Diante dos dados presentes na literatura, € dificil supor o efeito da
inducdo ou pré-tratamento com 10,0mg de ECP sobre as concentracdes
circulantes de LH, por estas nédo terem sido dosadas. O resultado da aplicag&o
de estrégeno pode ser observado ultra-sonograficamente no G7 e G8, ja que
houve aumento no grau de edema endometrial passadas 24 horas. Pode-se
afirmar, através da avaliacdo dos resultados obtidos no presente experimento,
que a inducéo e sincronizacdo da ovulacdo com 10,0mg de ECP foi ineficaz.

O G8 apresentou taxa de ovulacdo de 40% entre 24 e 48 horas, inferior a
dos grupos G5 e G6 e semelhante a dos demais. Apesar de estatisticamente
similares, a taxa de ovulacdo entre 24 e 48 horas no G1 (80%) foi
numericamente superior, ndo sendo detectado beneficio no pré-tratamento com
o ECP.

Ao utilizarem o cipionato de estradiol em conjunto com a deslorelina,
Fleury et al. (2004) observaram que o estrogeno retardou a inducdo de

ovulagdo. E possivel que a aplicagdo de estrégeno influencie negativamente as
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concentragcbes circulantes de LH, seja por longos periodos ou de forma
transitéria, o suficiente para interferir no efeito da deslorelina. De acordo com
Machado et al. (2008), inibicAo semelhante ocorre em éguas superovuladas
com FSH equino purificado, as quais apresentam, durante o estro,
concentracbes de estrégeno superiores as fisiolégicas e auséncia de uma
curva ascendente peri-ovulatoria de LH.

Verificou-se a formacao de foliculos hemorragicos anovulatérios no G1
(2/20; 10%), G2 (1/20; 5%), G3 (1/20; 5%), G7 (3/10; 30%) e G8 (2/10; 20%).
Apesar de ndo avaliada estatisticamente, devido ao menor nimero de animais
no G7 e G8, observou-se nestes grupos uma maior incidéncia de foliculos
hemorragicos anovulatorios.

Durante a fase inicial do desenvolvimento folicular, concentracdes
excessivas (GINTHER et al., 2008) ou insuficientes de LH (ACOSTA et al.,
2004) j& foram associadas ao surgimento de foliculos hemorragicos
anovulatorios. Estes sdo comumente observados em éguas superovuladas
com FSH equino purificado (SQUIRES, 2006), nas quais, conforme
anteriormente citado, as concentragfes de estrogeno sdo altas e as de LH,
consideravelmente baixas (MACHADO et al., 2008).

Os dados presentes na literatura também indicam que o excesso de
estrogeno é um dos responsaveis pelo aparecimento destas estruturas. Ginther
et al. (2006a) verificaram nas éguas desenvolvendo foliculos hemorragicos
anovulatérios maiores concentracdes de estradiol a partir do quarto dia antes
do seu surgimento. Na espécie humana, o hiperestrogenismo leva a uma
tendéncia a hipercoagulabilidade sanguinea, com aumento na concentracéo de
fibrinogénio plasmatico (BIRON et al., 1997) e reducdo no hematdcrito
(MICHELON et al., 2002), bem como vaso-dilatagdo (CLAPAUCH et al., 2007).
Mulheres sob reposicdo hormonal com estrégeno possuem predisposicdo a
trombose venosa (MEADE, 1997) e reducdo nos niveis de anti-trombina Il
(BONDUKI et al., 2007). As alteracbes hemostaticas causadas pelo
hiperestrogenismo podem interferir na vascularizagdo e induzir a uma maior
hemorragia folicular, levando ao aparecimento de foliculos hemorragicos
anovulatérios. Sdo necessarios estudos avaliando o efeito da aplicacdo de

estrogeno sobre estas variaveis na espécie equina.
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A administracdo de prostaglandina com o intuito de reduzir a fase Ilutea e
induzir o estro parece predispor ao surgimento de foliculos anovulatorios
(GINTHER et al. 2008; CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2009), ao
aumentar as concentracdes circulantes de LH (GINTHER et al. 2009a). E
possivel que o uso de prostaglandina tenha influenciado a incidéncia de
foliculos anovulatérios no presente estudo, ja que todos os estros avaliados
foram induzidos com 5,0mg de dinoprost trometamina (I.M.). A fim de descartar
este efeito nas éguas medicadas com estrogénio, € necessario avaliar seu
emprego em estros ndo induzidos com prostaglandina.

Com excecao dos grupos tratados com ECP (G7 e G8), cujo grau de
edema endometrial 24 horas ap06s a injecao foi superior, os valores de edema
endometrial ndo diferiram, tanto no momento da inducdo de ovulacdo quanto
no dia seguinte. Este resultado no G7 e G8 se justifica, pois 0 edema
endometrial é dependente dos niveis circulantes de estrégenos (CHAVATTE e
PALMER, 1998).

Apesar de estatisticamente semelhantes, observou-se valores
numericamente superiores no grau de edema endometrial na Hora 24 no grupo
controle, em relagédo aos grupos G1 a G6. Este resultado estd em acordo com
os obtidos por Gastal et al. (2006) e Ginther et al. (2009a), que verificaram um
declinio nas concentracdes circulantes de estradiol horas apds a indu¢cdo com
2.500UI (1.V.) de hCG. Pode-se supor, diante dos dados obtidos no presente
experimento, que reducdes semelhantes na concentracdo de estradiol também
ocorram apos a inducao com o acetato de deslorelina.

Houve consideravel reducdo no valor médio do grau de edema
endometrial no dia da ovulagcdo em comparacdo ao momento da inducéo, tanto
no G5 e G8 (P<0,001), quanto nos demais (P<0,0001). Este resultado era
esperado, pois a intensidade de edema endometrial diminui gradativamente
com a proximidade ovulatéria (HAYES et al, 1985; SAMPER, 1997).
Diminuicdo semelhante foi observada um dia antes da ovulacdo em todos os
grupos (P<0,0001) com excec¢ao do G5, G6 e G7. Pelo fato da ovulagcdo no G5
e G6 ter sido detectada na Hora 48 em 100% dos animais, € possivel que este
resultado seja devido ao tempo insuficiente para que o edema se dissipasse

gradativamente. JA no G7, apesar do grande intervalo entre a inducédo de
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ovulacédo e a sua ocorréncia, o alto grau de edema na Hora 24 pode néo ter
sofrido consideravel diminuicdo em func¢édo da longa meia-vida do ECP.

Um dia antes da ovulacdo, o grupo controle apresentou o menor valor
numerico meédio no grau de edema endometrial em relacdo aos demais grupos.
Isto se tornou evidente no dia da ovulagdo, quando os valores de edema
endometrial do GC foram inferiores (P<0,01) aos verificados no G1 ao G6. O
G7 e o G8 obtiveram valores intermediarios, os quais foram similares devido ao
pequeno numero de animais presentes. O grau de edema endometrial nos
grupos tratados com cipionato de estradiol pode ter sido influenciado pela longa
meia-vida do composto e alta dose utilizada.

Neste estudo, as éguas tratadas com hCG e deslorelina apresentaram
maior grau de edema endometrial no dia da ovulacéo, em relacdo ao controle.
Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos por Cuervo-Arango e
Newcombe (2008), onde as éguas cuja ovulacdo foi induzida com 1.500Ul de
hCG pela via sub-cutanea ou 2,1mg de deslorelina sob forma de implante
apresentaram valores numéricos superiores no grau de edema endometrial 24,
16 e oito horas precedendo a ovulacdo e no momento de sua detecgédo. De
acordo com estes autores, uma possivel explicagdo para este fato € que os
agentes indutores de ovulacéo levam a alteracdes nos hormdnios esterdéides,
seja em sua concentracdo ou no periodo em que estes sdo capazes de
estimular os receptores endometriais de progesterona.

A taxa de desenvolvimento folicular entre as Horas 0 e 24 foi similar
(P>0,05), sendo o maior valor numérico médio observado no GC (3,37mm =*
1,55). Apesar desta variavel ndo ter sido estatisticamente avaliada entre as
Horas 24 e 48, pela ocorréncia de ovulacbes, seu maior valor numeérico neste
periodo foi novamente identificado no GC (2,57mm + 1,93). Da mesma forma,
nao houve diferenga (P>0,05) no diametro folicular nas Horas O e 24. Ainda,
todos os grupos apresentaram aumento significativo no diametro folicular entre
a Hora 0 e um dia antes da ovulacdo. Nenhum protocolo no presente estudo,
seja com hCG, acetato de deslorelina ou cipionato de estradiol, associado ou
nao, nas doses preconizadas ou em sub-doses, foi capaz de impedir ou alterar
significativamente o desenvolvimento folicular.

A taxa de desenvolvimento folicular obtida no grupo controle esta em

acordo com a verificada por diversos autores: 3,0mm por dia até 48 horas
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antes da ovulacdo (KOSKINEN et al., 1989), 2,5mm por dia a partir do sexto
dia antes da ovulacdo (PIERSON, 1993) e de 4,0mm, 4,1mm e 3,3mm por dia
entre cinco e dois dias antes da ovulacdo em eguas jovens, de idade
intermediaria e velhas, respectivamente (GINTHER et al., 2009b).

Entre as Horas 0 e 24, a taxa de desenvolvimento folicular das éguas
tratadas com 2.000Ul e 750Ul (I.V.) de hCG (de 2,49mm % 2,07 e 3,18mm =+
1,53, respectivamente) foi similar a dos demais grupos, contradizendo os dados
obtidos por Gastal et al. (2006), em cujo experimento o diametro folicular
permaneceu praticamente inalterado nas éguas induzidas com 2.500Ul (1.V.)
desta gonadotrofina. Por outro lado, Silva et al. (2006) verificaram um aumento
no diametro folicular, 30 horas da inducdo com dose semelhante de hCG,
somente no foliculo pré-ovulatério de éguas que se tornaram gestantes apos
monta natural. Conforme este ultimo experimento, a taxa de desenvolvimento
folicular foi menor que 1,0mm em todas as éguas que ndo se tornaram
gestantes e maior que 1,0mm em 57% das com diagndstico positivo. Possiveis
justificativas para a discordancia entre os resultados sdo desconhecidas.

Os grupos G7 e controle obtiveram os maiores diametros foliculares
médios pré-ovulatorios (P<0,01) em comparac¢do aos grupos G1 a G5, um dia
antes da ocorréncia de uma ovulacdo. Os diametros médios nos grupos G6 e
G8 tenderam a ser inferiores (P<0,09) aos obtidos nos grupos G7 e controle,
ndo atingindo significancia, possivelmente, devido a seu pequeno numero de
animais e ciclos estrais. No presente estudo, observou-se um menor diametro
folicular pré-ovulatério quando da inducdo com hCG e deslorelina, associados
ou nao, nas doses preconizadas ou sub-doses, mesmo quando se aplicou este
analogo de GnRH em éguas pré-tratadas com o ECP. Isto foi demonstrado em
experimentos anteriores, através da indu¢cdo com a dose preconizada de hCG
(GASTAL et al.,, 2006; CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008) ou de
deslorelina (CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008).

No grupo controle, o diametro folicular apresentou aumento significativo
somente até dois dias antes da ovulacdo (D-2). Das 18 éguas controle cujos
valores de diametro folicular no D-2 e D-1 eram passiveis de andlise
(excluindo-se as duas que ovularam no dia seguinte ao inicio do

acompanhamento), em sete (38,89%) verificou-se um aumento >1,0mm e,
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noutras sete (38,89%), <1,0mm. Foi observada reducdo no diametro folicular
nas quatro restantes (22,22%).

Conforme Koskinen et al. (1989), o foliculo pré-ovulatorio cresce 3,0mm
por dia até dois dias antes da ovulacdo, até que permaneca constante e sofra
reducdo, em alguns animais, de dois a trés milimetros nas Gltimas 12 horas que
a precedem. Ginther et al. (2009b) verificaram que a taxa de crescimento
folicular entre os dois dias que precedem a ovulagdo de 1,2 £+ 0,8, 2,0+ 0,4 e
1,7 £ 0,7 em éguas jovens, de idade intermediaria e velhas, respectivamente,
foi inferior & observada entre cinco e dois dias, de 4,0 +0,3, 4,1 £0,2e 3,3

0,3, respectivamente.



7. CONCLUSOES

Nas condicfes em que o experimento foi realizado, podemos concluir que:
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1) O uso do hCG e do acetato de deslorelina, associado ou n&o, seja nas

doses preconizadas ou em sub-doses, induz e sincroniza a ovulacao de

maneira eficaz. Nao foi observado um efeito sinérgico quando estes

indutores foram utilizados em conjunto.

2) O ECP néo foi capaz de induzir ou sincronizar as ovulacbes. O pré-

tratamento com ECP parece ter interferido negativamente nas éguas

induzidas com 1,0mg de acetato de deslorelina.

3) No dia da ovulagéo, observa-se reducdo no grau de edema endometrial

em comparacdo ao momento da inducao. Verifica-se um maior grau de

edema endometrial em relacéo ao controle no dia da ovulacdo de éguas

induzidas com hCG ou acetato de deslorelina.

4) Nenhum protocolo utilizado, seja com hCG, acetato de deslorelina ou

cipionato de estradiol, associado ou n&o, nas doses preconizadas ou em

sub-doses, foi capaz de interferir na taxa de desenvolvimento folicular

nas primeiras 24 horas apoés a indugéo, as quais foram similares.

5) O diametro folicular pré-ovulatorio € menor nos protocolos em que se

emprega o0 hCG ou o acetato de deslorelina, mesmo que em conjunto

com o ECP. Observa-se nos animais ndo tratados um aumento

progressivo no diametro folicular até dois dias antes da ovulacéo.
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AVALIACAO DE NOVOS PROTOCOLOS VISANDO INDUZIR E
SINCRONIZAR A OVULAGCAO EM EGUAS

RESUMO

Os agentes indutores de ovulagdo sédo rotineiramuaifitmdos na reproducgéo equina,
em especial quando da aplicagéo de biotecnologifisn de reduzir custos e otimizar
seus resultados, este estudo teve como objetivalmiao efeito de novos protocolos
sobre a inducdo e sincronizacdo de ovulacdo, glzagide edema endometrial bem
como taxa de desenvolvimento e didmetro folicltaram utilizadas 145 éguas da raca
Campolina, entre trés e 14 anos, em Conselheirmdtaf— MG, Brasil. Na presenca de
um foliculo>30mm e de edema endometrial, no minimo, grau 2,(@s5éguas foram
randomicamente separadas em grupos e tratadas segliinte (Hora 0) com: 1,0mg
de deslorelina (1.M.) (G1; n=20); 0,5mg de desioel(I.M.) (G2; n=20); 2.000UI de
hCG (1.V.) (G3; n=20); 750Ul de hCG (1.V.) (G4; 32 1,0mg de deslorelina (1.M.) e
2.000Ul de hCG (L.V.) (G5; n=15); 0,5mg de deslmel(1.M.) e 750Ul de hCG (I.V.)
(G6; n=10); 10,0mg de ECP (I.M.) (G7; n=10) e, fior, 1,0mg de deslorelina (I.M.),
apos pré-tratamento com 10,0mg de ECP (I.M.) nadiarior (G8; n=10). Vinte éguas
nao foram tratadas, utilizadas como controle (GE20). As avaliagbes ultra-
sonograficas diarias foram conduzidas até a ovolg€®) ou Hora 120, o que
ocorresse primeircA analise estatistica valeu-se do Statistical Agialgystem (SAS).
A taxa de ovulacdo entre 24 e 48 horas da indugddIlnao G6 foi similar 75%. No
G7, esta foi de 20%, inferior (P<0,01) a obtidaGfbao G6. Verificou-se taxa de 40%
no G8, menor (P<0,01) que a do G5 e G6 (de 1008thikar aos demais. O ECP nao
foi capaz de induzir ou sincronizar as ovulacépgesar de estimular um aumento no
grau de edema endometrial. Ndo houve beneficia@drgtamento com ECP em éguas
induzidas com deslorelina. O edema endometriainf@ior na Hora 0 em comparacao
ao DO, quando o G1 ao G6 apresentaram maior gaaetide edema endometrial
(P<0,01) em relacdo ao GC. Nenhum protocolo impeddesenvolvimento folicular
nas primeiras 24 horas, sendo estas taxas esttgtnte semelhantes. Nos grupos
tratados, o diametro folicular pré-ovulatorio foenor, com excecdo do G7. Observou-
se no GC um aumento (P<0,05) no didametro folicatl@rdois dias antes da ovulagéo.

Palavras-chave:égua; ovulacao; hCG; deslorelina; ECP.
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EVALUATION OF NEW PROTOCOLS TO INDUCE AND SYNCHRONI ZE
OVULATIONS IN MARES.

ABSTRACT

Ovulation inductors are routinely used in the egquspecies, especially when modern
reproductive technologies are applied. In orderdduce costs and optimize their
results, the present study aimed to evaluate tfextedf new treatment protocols on
ovulation induction and synchronization, endométedema as well as follicular
diameter and development rate. One hundred ang-fiee Campolina breed mares,
aging three to 14 years, from Conselheiro LafaieteMG, Brazil, were used.
Prostaglandin-induced estrous mares showing otieléob30mm and at least grade 2
(0-5) endometrial edema were randomly assignedffiereht groups and treated, at the
following day (Hour 0), with either: 1.0mg of desdin (I.M.) (G1; n=20); 0.5mg of
deslorelin (1.M.) (G2; n=20); 2.000Ul of hCG (I.\M{$53; n=20); 750Ul of hCG (I.V.)
(G4; n=20); 1.0mg of deslorelin (I1.M.) and 2.000JIhCG (1.V.) (G5; n=15); 0.5mg of
deslorelin (I.M.) and 750Ul of hCG (I.V.) (G6; n=1010.0mg of ECP (I.M.) (G7;
n=10) and 1.0mg of deslorelin (1.M.), 24 hours pogtction with 10.0mg of ECP
(I.M.) (G8; n=10). Twenty mares served as cont@@C( n=20). Ultra-sonography was
daily performed until an ovulation (DO) or Hour 120hichever occurred first. Data
was evaluated through the Statistical Analysis 8&ys(SAS). Ovulation rate between
24 and 48 hours post-induction in G1 to G6 wa&b% and statistically similar
(P>0.05). Obtained G7 rate was 20%, lower (P<0tBhah in G1 to G6. G8 showed a
40% rate, which was lower (P<0.01) than G5 and @&® similar to the remaining
groups. ECP treatment was unable to induce or sgnate ovulations, although mares
showed higher endometrial edema scores the dayiafiénjection. Deslorelin-induced
mares did not benefit from pre-treatment with EElRJher endometrial edema scores
were detected at Hour O compared to DO, when GGGoshowed higher (P<0.01)
edema scores than control. Used protocols did metemt follicular development
during the first 24 hours post-induction, similaetween groups. Induced mares
ovulated from smaller follicles, except for G7. kedé diameter increased (P<0.05) in
control until two days before ovulation.

Key-words: mare, ovulation; hCG; deslorelin; ECP.
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EVALUACION DE NUEVOS PROTOCOLOS PARA INDUCIR Y
SINCRONIZAR OVULACIONES EN LAS YEGUAS.

RESUMEN

Inductores de ovulacion se usan rutinariamente leege@ino, sobre todo cuando se
aplican las modernas tecnologias de reproducci@m € fin de reducir costos y
optimizar sus resultados, el objetivo de este estfice evaluar el efecto del uso de
nuevos protocolos de tratamiento en la induccidsingronizacion de la ovulacion,
edema endometrial, asi como en el didmetro y d®kafolicular. Hemos utilizado 145
yeguas Campolina de edades entre 3 y 14 afos esel@eimo Lafaiete - MG, Brasil. En
presencia de un folicul30mm y edema endometrial en al menos de grado5}, (0-
yeguas fueron separadas al azar en grupos y dmghdda siguiente (Tiempo 0) con:
1,0mg de deslorelina (1.M.) (G1; n=20); 0,5mg desldeslina (1.M.) (G2; n=20);
2.000Ul de hCG (I.V.) (G3; n=20); 750Ul de hCG (MG4; n=20); 1,0mg de
deslorelina (I.M.) y 2.000Ul de hCG (I.V.) (G5; 51 0,5mg de deslorelina (I.LM.) y
750Ul de hCG (L.V.) (G6; n=10); 10,0mg de ECP ()hNIG7; n=10) y, por ultimo,
1,0mg de deslorelina (I.M.) después del tratamipnéwio con 10,0mg de ECP (1.M.) el
dia anterior (G8; n=10). Veinte yeguas no fueratattas (GC; n=20). Las evaluaciones
de ultrasonido se realizaron todos los dias hastaulacion (D0O) o Tiempo 120, lo que
vino primero. Los datos fueron evaluados estadistente mediante el Statistical
Analysis System (SAS). La tasa de ovulacion endrey 28 horas de induccion en los
grupos G1 a G6 fue similary75%. El G7 tuvo una tasa de 20%, el cual fue ménor
<0,01) que la obtenida en los G1 a G6. Hubo una d#s40% en el G8, menor (P
<0,01) que el G5 y G6 (100%) y similar a los otfeBsECP no fue capaz de inducir o
sincronizar la ovulacién, sin embargo de estimutaraumento en el grado de edema
endometrial. No se obtuvieron beneficios de pretngento con ECP en las yeguas
inyectados con deslorelina. EI edema endometrial fuayor en la Hora O en
comparacion con DO, cuando el G1 a G6 mostrarogrado mas elevado de edema
endometrial (P <0,01) en comparacion con el GC.hidg protocolo impediendo el
desarrollo folicular en las primeras 24 horas, doadichas tasas son estadisticamente
similares. A excepcion de G7, el diametro del fdbcpreovulatorio fue menor en los
grupos tratados. En el control, se observé unimergo (P <0,05) de diametro folicular
hasta dos dias anteriores a la ovulacion.

Palabras-clabe:yeguas, ovulacién, hCG, deslorelina, ECP.
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INTRODUCAO

Na espécie equina, ha grande variacdo na duracéstioe no intervalo entre o
seu inicio e a ovulacdo. Estimar com precisdo o embon ovulatério se torna
necessario, pois maiores taxas de concepc¢ao s@laluando o sémen é depositado
no trato reprodutivo da égua préximo a ovulacdo Aljnducdo de ovulagcdo € um
procedimento rotineiro quando o sémen que se eterilizar é limitado/de um
garanhdo muito requisitado ou em éguas apresenmttumetrite pos-cobertura (2).
Medicamentos objetivando induzir e sincronizaradag0es sdo usualmente utilizados
em doadoras de embrides (3) ou de odcitos (4), specaal quando estas sao
inseminadas com sémen criopreservado (5).

O medicamento mais utilizado para induzir ovulac@sa gonadotrofina
coribnica humana (hCG) (6). Devido a sua semelhaagao LH, o hCG estimula seus
receptores foliculares, mimetizando suas acfes hamndo a maturacdo oocitaria,
folicular e a ovulacéo (7). Uma aplicacdo de hC&ulta em resposta ovulatéria entre
24 e 48 horas em aproximadamente 80% dos anim&8i®)5Contudo, 0 uso repetido
desta gonadotrofina reduz sua eficacia, presumidimeela formacdo de anticorpos
(7,10,11).

Aproximadamente 2000 analogos do hormonio liberadi®rgonadotrofinas
(GnRH) ja foram sintetizados (12), estimulando alagéo através da liberacao de LH
endogeno (13). Dentre eles, destaca-se o acetatiesiierelina, cuja poténcia é cem
vezes maior que a do GnRH (14). A deslorelina seoveo alternativa nos animais que
nao respondem da forma esperada ao hCG, fato @sient apos repetidas aplicacdes
dentro de uma estacdo de monta ou em éguas mhasV&). Assim como o hCG, a
aplicacdo de deslorelina resulta em resposta dvridaentre 24 e 48 horas em
aproximadamente 80% dos animais (9,15,16).

Em vacas, o cipionato de estradiol (ECP) se prasitaducdo ovulatoria, ao
estimular a ocorréncia de um pico de LH (17). ApeaSegismundo et al. (18) terem
observado a capacidade do ECP em induzir a ovuldedtto de um periodo de 72
horas em 83,3% das éguas tratadas, Fleury elvétificaram retardo até a ovulacéo,
razao pela qual seu efeito sobre a indugéo e sizagho da ovulagdo equina ainda
permanece incerto.

Os protocolos de inducéo atualmente utilizadossp&ae eqlina possuem como

limitagbes o seu custo, bem como, em algumas 8isagesultados insatisfatorios
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quanto a inducao e sincronizagdo das ovulacfeses&mte estudo tem como objetivos
investigar a eficacia de novos protocolos de indwgovulacdo, sendo proposto o uso
de cipionato de estradiol e da associacdo de @déskre hCG nas doses convencionais

ou sub-doses.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos animais, avaliacGes e parametros ulsanograficos

Este experimento foi conduzido em dois Haras noicipio de Conselheiro
Lafaiete, Minas Gerais, Brasil. Foram utilizadag Zjuas da raca Campolina, entre
trés e 14 anos de idade (7,3 anos de média), I3&D ajuilogramas e boa condicao
corporal. As avaliagGes foram realizadas com alpardke ultra-sonografia, equipado
com transdutor linear de 5,0 Megahertz (Chison @&36 China). Todos os animais
encontravam-se na estacao ovulatoéria.

Antes que fossem separados em grupos, 0s anintais fiariamente avaliados
até a ocorréncia de uma ovulacdo espontanea, partbossem tratados, sete dias apos,
com 5,0mg de dinoprost trometamina (I.M; Lutalyse®aboratérios Pfizer — Brasil).
Quatro dias depois, foram retomadas as avaliacltes-sonogréaficas diarias. O
didmetro dos dois maiores foliculos foi determinammsiderando-se a média da
maxima area transversal da altura e da largurar@desimples imagem “congelada” no
monitor do aparelho de ultra-som. A eco-texturaeddométrio foi classificada por
meio de um sistema de escores (19) de 0 a 5 (miaimaximo) da imagem uterina.
Foram excluidos os ciclos estrais quando da deiede@dema endometrial grau 5. Da
mesma forma, quando da identificacdo de mais daugutliculo>25mm um dia antes

do momento da indugao de ovulagéo.

Grupos e analise estatistica

Ao surgimento de um folicule30mm e edema endometrial de, no minimo, grau
2, 145 éguas foram randomicamente separadas emerdéde grupos, para que sua
ovulacéo fosse induzida no dia subsequente. Canside® como Hora 0 0 momento da
inducdo de ovulacdo. O dia seguinte foi denominaldo Hora 24, e assim

sucessivamente. A partir da Hora 0, as avaliagdtea-sonogréficas diarias foram
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conduzidas até a deteccdo de uma ovulacdo (DOjéoa Hora 120, 0 que ocorresse
primeiro. Para os animais tratados com hCG, aditmmise o produto Vetecor®
(Laboratdrio Hertape Calier — Brasil); para os tajiws com cipionato de estradiol,
utilizou-se o E.C.P.® (Laboratorios Pfizer — BrasiD acetato de deslorelina foi
produzido no Laboratério do Departamento de Rem@oduAnimal e Radiologia
Veterinaria da UNESP — Campus de Botucatu, BrAsiléguas foram aleatoriamente

separadas nos seguintes grupos experimentais:

* G1 (n=20): 1,0mg de acetato de deslorelina (1.8 veiculo injetavel de liberacao
lenta.

* G2 (n=20): 0,5mg de acetato de deslorelina (l.8f1) veiculo injetavel de liberacdo
lenta.

* G3 (n=20): 2.000UI de hCG (I.V.).

* G4 (n=20): 750Ul de hCG (1.V.).

* G5 (n=15): 1,0mg de acetato de deslorelina (l.8f) veiculo injetavel de liberacdo
lenta e 2.000UI de hCG (1.V.).

* G6 (n=10): 0,5mg de acetato de deslorelina (1.8 veiculo injetavel de liberacao
lenta e 750Ul de hCG (1.V.).

* G7 (n=10): 10,0mg de ECP (I.M.).

* G8 (n=10): 1,0mg de acetato de deslorelina (l.8fr) veiculo injetavel de liberacdo
lenta, 24 horas ap0s pré-tratamento com 10,0mdadRe(EM.).

* GC (n=20): As éguas deste grupo nao receberatantento, sendo utilizadas como

controle.

A taxa de ovulacao entre 24 e 48 horas, o grauddma& endometrial, bem como
o diametro folicular e sua taxa de desenvolvimdotam avaliados utilizando-se o

Statistical Analysis System, sendo a diferencaifsogitiva quando P<0,05.

RESULTADOS

A taxa de ovulagéo entre 24 e 48 horas ap0s adndio¢ semelhante entre o G1
ao G6. Todas as eguas (100%) do G5 e G6 ovularare 24 e 48 horas apds a
inducéo; isto ocorreu em 80% das éguas do G1, G2 e em 75% dos animais do G3.

Verificou-se uma maior porcentagem (P<0,01) de €gwalando entre 24 e 48 horas
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da aplicacdo de um indutor de ovulacdo no G1 a@iB6elacdo ao G7 e GC. O G8
apresentou taxa de ovulacao de 40%, somente in{€¥®,01) ao G5 e G6. Nos grupos
controle, G2, G3 e G7, 10% das ovulacbes foramctigtas na Hora 24, em
comparacdo ao G4 (15%) e G8 (20%). Verificou-se oandcado de foliculos
hemorragicos anovulatorios no G1 (2/20; 10%), G2Q;15%), G3 (1/20; 5%), G7
(3/10; 30%) e G8 (2/10; 20%).

O grau de edema endometrial na Hora 0 foi maio®, no G8 (3,17 £ 0,43),
cujas éguas foram pré-tratadas com 10,0mg de EGP) @4 horas antes da inducéo
com 1,0mg de deslorelina (I.M.), sendo que os degraipos apresentaram entre 2,07 +
0,50 e 2,6 = 0,53. Na Hora 24, este grau foi mé@r0,05) no G7 (10,0mg de ECP;
2,95 + 0,83), enquanto os demais obtiveram valendé® 1,65 + 0,73 e 2,15 + 0,83. A
partir da Hora 48, esta variavel néo foi avaliatkido a ocorréncia de ovulacdes. Foi
observada reducdo (P<0,001) no valor médio de edentmmetrial no DO em
comparacdo a Hora 0. Esta diminuicdo ocorreu umadias da ovulagdo (D-1) em
todos os grupos (P<0,0001) com excecédo do G5,&Gh e

No D-1, o GC apresentou 0 menor valor numeérico méui grau de edema
endometrial (1,55 + 0,54), sendo inferior (P<0,86)obtido no G1, G4 e G8. O maior
valor numérico médio (2,25 + 0,46) foi identificado G8, o qual foi superior (P<0,05)
ao visualizado no G5 (1,67 + 0,56) e GC. Com exzalia G8 e do GC, os valores
meédios no grau de edema endometrial nao diferiRw¥0,05). No DO, o GC apresentou
o menor grau (P<0,01) de edema endometrial (0,4284) em comparagao aos grupos
G1 ao G6, entre 0,73 = 0,56 e 0,95 + 0,37. O G71(& 0,57) e 0 G8 (0,72 = 0,56)
obtiveram valores similares aos demais.

A taxa de desenvolvimento folicular entre a Hora 24 foi semelhante (P>0,05)
dentro dos grupos estudados, de, respectivameBignf + 1,55 (GC), 2,73mm + 1,34
(G1), 3,29mm + 2,34 (G2), 2,49mm = 2,07 (G3), 3,8m 1,53 (G4), 2,76mm + 1,43
(G5), 2,29mm % 1,36 (G6), 2,92mm = 1,98 (G7) e ;B0 1,0 (G8). Entre as Horas
24 e 48, a comparacdo desta variavel ndo foi esidiz devido a ocorréncia de
ovulacoes.

O diametro folicular na Hora 0 e na Hora 24 foiitam(P>0,05) entre os grupos.
A avaliacdo desta variavel ndo p6de ser realizadaoglos os grupos na Hora 48,
devido a ocorréncia de ovulacdes. Todos os grup@sentaram aumento significativo
no didmetro folicular entre a Hora O e o D-1. Nadteno dia, os maiores diametros

foliculares médios pré-ovulatérios (P<0,01) forabiidos no G7 (42,19 + 2,71) e no
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GC (41,42 + 3,60), em comparacdo ao G1 até o Gke 88,54 + 2,03 e 39,10 + 1,84.
Os diametros médios no G6 e G8 apresentaram taad@rserem inferiores (P<0,09)
aos obtidos no G7 e GC.

No grupo controle, detectou-se um aumento significa(P<0,05) no diametro
folicular até dois dias antes da ovulacdo (D-2)manto semelhante ndo foi observado
entre o D-2 e 0 DO, isto é, a taxa de crescimeritoutar proxima a ovulacdo néo foi
significativa (P>0,05) no grupo controle. O diarodlicular médio obtido no GC foi
de, respectivamente, 38,38 + 2,71 no D-3, 40,82% Bo D-2 e 41,42 + 3,60 no D-1.

DISCUSSAO

As taxas de ovulacao entre 24 e 48 horas obtidasocoso de ambas as doses de
deslorelina (1,0mg e 0,5mg), de 80%, n&o difericlam encontradas na literatura para
formulacfes injetaveis similares (15,16) ou solnfode implante (9). Em seu estudo,
Fleury et al. (15) verificaram que as éguas trataxen 0,5mg de deslorelina ovularam,
em média, cinco horas apos as tratadas com 1,0atgcomportamento ndo pode ser
observado no presente experimento, ja que as edefidoram realizadas em intervalos
de 24 horas.

As taxas de ovulacéo entre 24 e 48 horas paraupeginduzidos com 2.000UIl e
750Ul de hCG (G3 e G4; de 75% e 80%, respectivaheftram similares as
encontradas na literatura quando da utilizagcaoQ{e has doses preconizadas (5,6,8) ou
em sub-doses, de 1.000Ul (20) e 750Ul (21). Atrad@siso de doses inferiores, ha
reducdo substancial no custo da inducdo com hCG@eslorelina. Além de baratear o
custo, doses inferiores de hCG podem formar quashisl menores de anticorpos (21).
No presente estudo, apenas um ciclo estral porfégasaliado, razao pela qual néo se
observou o efeito de seguidas aplicacées de hCGlosa preconizada ou sub-dose,
sobre sua eficacia.

Todas as éguas (100%) do G5 (1,0mg de deslorel@@UI de hCG) e G6
(0,5mg de deslorelina e 750Ul de hCG) ovularameef# e 48 horas, sendo esta
porcentagem superior a obtida no grupo controle(18,0mg de ECP) e G8 (10,0mg de
ECP 24 horas antes de 1,0mg de deslorelina). Estdtado pode ser decorrente do
suposto estimulo a maturacao folicular do uso coattm destes indutores (4).

Sabe-se que os analogos de GnRH estimulam a ouuddig/és da liberacdo de

LH enddgeno (13). Além de estimular a liberacdd_He(22), o hCG se liga a seus
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receptores foliculares, mimetizando suas acOes ).imediata reducdo nas
concentracgdes circulantes de estrogeno, deteatad&guas induzidas com o hCG, tem
sido incriminada como responsavel pelo pico de Lkanglo da aplicacdo desta
gonadotrofina (22,23). Sabe-se da existéncia dadas isoformas de receptores de LH
nas células da granulosa de vacas (24). Estagnsagopodem apresentar afinidades
distintas pelas moléculas de hCG e LH endégenopceanespécie humana (25). E
possivel que isto também ocorra em foliculos edgjinostificando os resultados
satisfatorios obtidos com o uso combinado destigamnes. Para que um possivel efeito
sinérgico do uso de ambos indutores seja confirprefitpnecessarios estudos avaliando
as concentragfes plasmaticas de LH em éguas satada

Em suma, a taxa de ovulacédo entre 24 e 48 horataais grupos G1 a G6 foi
similar e>75%, demonstrando que o emprego do hCG e da desgrassociado ou
nao, seja nas doses preconizadas (2.000Ul e 1y@suectivamente) ou em sub-doses
(750Ul e 0,5mgQ), induz e sincroniza a ovulacdo deeira eficaz na espécie equina.

A menor taxa de ovulacdo entre 24 e 48 horas ngsogrtratados, de apenas
20%, foi obtida no G7. Esta foi similar a verifieado controle, inferior & dos grupos
G1 a G6 e estatisticamente semelhante a do G8hdldee, no G7, sincronizacdo das
ovulacbes. Apesar de alta, a dose aplicada tevelpetivo mimetizar os resultados de
Segismundo et al. (18), que observaram a ovulagiB833% das éguas dentro de um
periodo de 72 horas da injecao.

Os indutores de ovulacdo tradicionalmente utilizada espécie equina possuem
seu mecanismo de acdo em torno do LH, seja estidmilsua liberacdo pela pituitaria
ou mimetizando suas acfes. O efeito positivo dairasitacdo de estradiol foi
demonstrado em estudos anteriores, seja em égteram ou ovariectomizadas.
Maiores concentracdes circulantes de LH foram tkdes, durante o verdo, em péneis
ovariectomizadas submetidas a tratamento com edt(@6). Quando da aplicacao de
uma unica injecdo de estradiol, Miller et al. (8Bservaram redugcdes na concentracdo
de LH nas primeiras horas, as quais foram tramsg@ seguidas de aumento entre oito
e 12 horas.

Recentemente, correlagdo inversamente proporcemae¢ estes hormonios foi
demonstrada durante o “plateau”, com substanaiaéimento nas concentragdes de LH
quando a quantidade de estrégeno circulante emirdeelinio (28). Ginther et al. (29)
verificaram que administracdes de estrogeno dursrias fases do estro reduziram as

concentragcdes enddgenas de LH, sendo este efeimddpendente. De acordo com
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estes autores, o0s resultados contrastantes saoetges do uso de doses excessivas de
estrogénio, conjugado ou nao, e da infrequentdacdke sangue dos animais, a cada 24
horas. No presente estudo, além da fonte do estvdge sido o cipionato de estradiol,

o qual possui meia-vida longa, a dose utilizadaltai, dez vezes superior a empregada
na inducao de vacas (17).

Diante dos resultados conflitantes presentes aglfitra, € dificil supor o efeito
da inducéo ou pré-tratamento com 10,0mg de ECRe smbiconcentracdes circulantes
de LH. O resultado da aplicacdo de estrégeno poéele abservado ultra-
sonograficamente no G7 e G8, ja que houve aumentgrau de edema endometrial
passadas 24 horas. Através da avaliacdo dos dsultabtidos no presente
experimento, pode-se afirmar que a inducdo e sikagao da ovulacdo com 10,0mg
de ECP foi ineficaz.

O G8 apresentou taxa de ovulacdo de 40% entre 4Bl horas, inferior a dos
grupos G5 e G6 e semelhante a dos demais. As égu@s8 foram pré-tratadas com
10,0mg de ECP, seguido de 1,0mg de deslorelinaeécnlo injetavel de liberacao lenta
na Hora 0. Apesar de estatisticamente semelhamtiesxa de ovulacdo entre 24 e 48
horas no G1 foi numericamente superior, de 80%, m&endo beneficio no pré-
tratamento com o ECP.

Ao utilizarem o cipionato de estradiol em conjuaton a deslorelina, Fleury et al.
(15) observaram que o estrégeno retardou a inddedovulacdo. E possivel que a
aplicacdo de estrogeno influencie negativamenteoasentracdes circulantes de LH,
seja por longos periodos ou de forma transitorgyficiente para interferir no efeito da
deslorelina. Inibicdo semelhante ocorre em éguaereuuladas com FSH equino
purificado, as quais apresentam, durante o esirgentracdes de estrogeno superiores
as fisioldgicas e a auséncia de uma curva ascengentovulatéria de LH (30).

Verificou-se a formacdo de foliculos hemorragicasvallatorios no G1 (2/20;
10%), G2 (1/20; 5%), G3 (1/20; 5%), G7 (3/10; 308438 (2/10; 20%). Apesar de nédo
avaliada estatisticamente, observou-se uma ma@éncia de animais desenvolvendo
foliculos hemorragicos anovulatorios no G7 e G8atfos com cipionato de estradiol.

Com excecdo do G7 e G8, cujo grau de edema endalm®dr horas apds a
injecdo foi superior, os valores de edema endoatetéio diferiram, tanto no momento
da inducéo de ovulacédo quanto no seguinte. O agkutio G7 e G8 se justifica, pois 0
edema endometrial depende da concentracdo de asdHg(19). Apesar de

estatisticamente semelhantes, foram identificadd®®s numericamente superiores, no
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grupo controle, no grau de edema endometrial na B4y em relagédo aos grupos G1 a
G6. Isto ja foi verificado na inducdo com o hCG,g&. Diante dos resultados do

presente estudo, supde-se que reducdes similasesamentracdes circulantes de
estradiol ocorram, também, apos a indugcéo com radisia.

Houve reduc¢do no valor médio do grau de edema estti@imo dia da ovulagéo
em comparacdo ao momento da inducéo. Este resdtadssperado, pois a intensidade
de edema endometrial diminui gradativamente conraximpidade ovulatoria (19).
Diminuicdo semelhante foi observada um dia anteswidacdo em todos 0os grupos,
com excecgao do G5, G6 e G7. Pelo fato da ovulagd@e G6 ter sido detectada na
Hora 48 em 100% dos animais, é possivel que estdtado seja devido ao tempo
insuficiente para que o edema fosse gradativamdisggpado. Ja no G7, apesar do
grande intervalo entre a inducdo de ovulacdo e@sorréncia, o alto grau de edema na
Hora 24 pode néo ter sofrido consideravel dimimyign funcdo da longa meia-vida
do ECP.

Um dia antes da ovulacao, o grupo controle apregemtmenor valor numerico
meédio no grau de edema endometrial em relacdo @osid grupos. Isto se tornou
evidente no dia da ovulacdo, quando os valoresddem& endometrial do GC foram
inferiores aos verificados no G1 ao G6. O G7 e mB8/eram valores intermediarios,
0s quais foram similares devido ao pequeno numeranimais presentes. O grau de
edema endometrial nos grupos tratados com cipiodatcestradiol pode ter sido
influenciado pela longa meia-vida do composto a dtise utilizada. Esses resultados
estdo em concordancia com os obtidos por Cuervogira Newcombe (31), onde as
éguas induzidas com 1.500Ul de hCG pela via suimeat ou 2,1mg de deslorelina sob
forma de implante apresentaram valores numéricpergmes no grau de edema
endometrial 24, 16 e oito horas precedendo a o&alacho momento de sua deteccao.
Uma possivel explicacdo € que os agentes indutieresulacdo levam a alteragfes nos
hormonios esterdides, seja em sua concentracdo pariodo em que estes sdo capazes
de estimular os receptores endometriais de pragesi€31).

N&o houve diferenca no diametro folicular nas Hdlas 24. Todos 0s grupos
apresentaram aumento significativo no diametratitdir entre a Hora O e um dia antes
da ovulacéo. A taxa de desenvolvimento folicularesas Horas 0 e 24 foi similar,
sendo o maior valor numérico medio observado no(&& mm + 1,55). Apesar desta
variavel nao ter sido estatisticamente avaliadeeeast Horas 24 e 48, pela ocorréncia de

ovulagdes, seu maior valor numérico neste periodadvamente identificado no GC
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(2,57mm * 1,93). Neste grupo, o diametro folicldaresentou aumento somente até
dois dias antes da ovulagéo (D-2). A taxa de dedeinvento folicular obtida no GC e
este comportamento estdo em acordo com dados @esenliteratura (32). Entretanto,
a taxa obtida nos grupos induzidos com hCG corr&distal et al. (23), em cujo
experimento o diametro folicular permaneceu pratgate inalterado nas éguas
induzidas com 2.500UI (l.V.) deste hormoénio. Pottreulado, Silva et al. (33)
verificaram um aumento no didmetro folicular, 30rdso da inducdo com dose
semelhante de hCG, somente no foliculo pré-ovutatde éguas que se tornaram
gestantes apds monta natural. Nenhum protocolaadd no presente estudo, seja com
hCG, deslorelina ou cipionato de estradiol, assloc@ ndo, nas doses preconizadas ou
em sub-doses, foi capaz de alterar a taxa de dalsenento folicular.

O G7 e GC obtiveram os maiores diametros folicslanédios pré-ovulatorios em
comparagao aos grupos G1 a G5, um dia antes deéociar de uma ovulacdo. Os
didmetros médios no G6 e G8 tenderam a seremardgsr{P<0,09) aos obtidos no G7 e
GC, nao atingindo significancia, possivelmente, idieva seu pequeno numero de
animais e ciclos estrais. No presente estudo, wingese um menor didmetro folicular
pré-ovulatorio quando da indugdo com hCG e destarehssociados ou ndo, nas doses
preconizadas ou sub-doses, mesmo quando se apit®analogo de GnRH em éguas
pré-tratadas com o ECP. Isto ja foi demonstrado asndoses preconizadas de hCG
(23,31) ou de deslorelina (31).

CONCLUSOES

O uso do hCG e do acetato de deslorelina, associadodo, seja nas doses
preconizadas ou em sub-doses, induz e sincronaulacdo de maneira eficaz. Foi
observado um efeito sinérgico quando estes indsiforam utilizados em conjunto. Por
outro lado, o ECP néo foi capaz de induzir ou sin@ar as ovulagbes. Nao houve
beneficio do pré-tratamento com ECP em éguas iddsztom 1,0mg de acetato de
deslorelina.

No dia da ovulagéo, observa-se reducdo no grauddena endometrial em
comparacao ao momento da inducdo. Verifica-se umarrgeau de edema endometrial
em relacdo ao controle no dia da ovulacdo de égdagidas com hCG ou acetato de

deslorelina.
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Nenhum protocolo utilizado neste experimento fgazade interferir na taxa de
desenvolvimento folicular nas primeiras 24 horagsap inducdo, as quais foram
similares. O diametro folicular pré-ovulatério € moe nos protocolos em que se
emprega o hCG ou o acetato de deslorelina, mesmoenu conjunto com o ECP.
Observa-se nos animais ndo tratados um aumenteepsigp no didmetro folicular até

dois dias antes da ovulagao.

REFERENCIAS

1. Woods J, Bergfelt DR, Ginther OJ. Effect of tiroé insemination relative to
ovulation on pregnancy rate and embryonic loss matenares.Equine Veterinary
Journal. 1990; 22:410-5.

2. McCue PM. Induction of ovulation. In: RobinsorENCurrent therapy in equine
medicine 5. Philadelphia: Saunders, 2003, p.240-242

3. Allen WR. The development and application of t@dern reproductive technologies
to horse breeding. Reproduction of Domestic Anim2005; 40:310-29.

4. Carnevale EM, Coutinho da Silva MA, Panzani Bgk8s JE, Squires EL. Factors
affecting the success of oocyte transfer in a cihiprogram for subfertile mares.
Theriogenology. 2005; 64:519-27.

5. Barbacini S, Zavaglia G, Gulden P, Marchi V, dled. Retrospective study on the
efficacy of hCG in an equine artificial inseminatiprogramme using frozen semen.
Equine Veterinary Education. 2000; 2:404-10.

6. McCue PM, Hudson JJ, Bruemmer JE, Squires Eficdely of hCG at inducing
ovulation: a new look at an old issue. Lexingtof2 [cited 2010 Jul 10]. Available
from <http://www.ivis.org/proceedings/AAEP/2004/Ma€chapter.asp?LA=1>.

7. Wilson CG, Downie CR, Hughes JP, Roser JF. Effetrepeated hCG injections on
reproductive efficiency in mares. Equine Veterin8gyence. 1990; 10:301-8.



© 00 N OO O A W N P

W W W W wWRNDNNDNNDNDNRNNNERERERRRR B R B
E O NP O O© 0N o 008 W NP O O© 0 ~N O 0N WININ PP O

67

8. Voss JL, Sullivan JJ, Picket BW, Parker WG, Bastv LD, Larson LLThe effect of
hCG on duration of oestrus, ovulation time andilfgrtin mares. Journal of
Reproduction and Fertility Supplement. 1975; 23:301.

9. Samper JC, Jensen S, Sergeant J, Estrada Anglofiiinduction of ovulation in
mares treated with Ovuplant or Chorulon. Journdtgfiine Veterinary Science. 2002;
22:320-3.

10. Sullivan JJ, Parker WG, Larson LL. Duration edtrus and ovulation time in
nonlactating mares given human chorionic gonadatrdpring three successive estrous
periods. Journal of the American Veterinary Medisasociation. 1973; 162:895-8.

11. Siddiqui MAR, Gastal EL, Gastal MO, Beg MA, @&iar OJ. Effect of hCG in the
presence of hCG antibodies on the follicle, hormaoeacentrations and oocyte in

mares. Reproduction of Domestic Animals. 2009; 44:8.

12. Karten MJ, Rivier JE. Gonadotropin-releasingnimme analog design. Structure-
function studies toward the development of agonsstd antagonists: rationale and

perspective. Endocrine Reviews, 1986; 7:44-6.

13. Barrier-Battut I, Le Poutre N, Trocherie E, HeS, Grandchamp des Raux A,
Nicaise JL, et al. Use of buserelin to induce otola in the cyclic mare.
Theriogenology. 2001; 55:1679-95.

14. Padula AM. GnRH analogues-agonists and antatgonAnimal Reproduction
Science. 2005; 88:115-26.

15. Fleury PDC, Alonso MA, Alvarenga MA, Douglas Rldtervals to ovulation after
treatment with oestradiol cypionate (ECP) or bieask deslorelin (BRT-DES).
Havemeyer Foundation Monograph Series. 2004; 14:89.

16. Melo CM, Papa FO, Medeiros ASL, Dell’Aqua Jk, £armo MT, Araujo, GHM, et
al. Efeito da deslorelina e do extrato de pituit&qiina na inducdo da ovulacdo em

éguas. Acta Scientiae Veterinariae Supplement.;288393.



© 00 N OO 0o A W N P

W W W W W N N NN DN N DN N DN DNDMNDN P P PP PP PR P
A WO NP O O 00O NO 00 A WO NP O O 0N O O b W N, O

68

17. Colazo MG, Kastelic JP, Mapletoft RJ. Effectsestradiol cypionate (ECP) on
ovarian dynamics, synchrony of ovulation, and kigytin CIDR-based fixed-time Al
programs in beef heifers. Theriogenology. 2003855:65.

18. Segismundo R, Alvarenga MA, Gomes GM. Avaliagaccipionato e benzoato de
estradiol na inducgéo e sincronizagdo de ovulag@edgrias. Acta Scientiae Veterinariae
Supplement. 2003; 31:562.

19. Samper JC. Induction of estrous and ovulatidhy some mares respond and others
do not. Theriogenology. 2008; 70:445-7.

20. Beal J. Inducdo da ovulacdo em éguas Crioutan diferentes doses de
gonadotropina corionica humana [dissertacdo]. Skfaaa: Universidadd-ederal de
Santa Maria, 2008.

21. Davies Morel MCG, Newcombe JR. The efficacydifferent hCG dose rates and
the effect of hCG treatment on ovarian activity:ulation, multiple ovulation,
pregnancy, multiple pregnancy, synchrony of multiplulation; in the mare. Animal
Reproduction Science. 2008; 109:189-99.

22. Ginther OJ, Beg MA, Gastal EL, Gastal MO, CaopA. Treatment with human

chorionic gonadotrophin (hCG) for ovulation indectiis associated with an immediate
17R-estradiol decrease and a more rapid LH increaseares. Animal Reproduction

Science. 2009; 114:311-7.

23. Gastal EL, Gastal MO, Ginther OJ. Relationshipshanges in B-mode echotexture
and colour-Doppler signals in the wall of the prglatory follicle to changes in
systemic oestradiol concentrations and the effeicteiman chorionic gonadotrophin in
mares. Reproduction. 2006; 131:699-709.

24. Nogueira MFG, Buratini Jr. J, Price CA, Ca#tilACS, Pinto MGL, Barros CM.

Expression of LH receptor mRNA splice variants mvibe granulosa cells: changes
with follicle size and regulation by FSH In VitrdMolecular Reproduction and
Development. 2007; 74:680-6.



© 00 N OO O A W N P

e N o o e
0w N O U~ W DN P O

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

69

25. Muller T, Gromoll J, Simoni, M. Absence of ex@0 of the human luteinizing
hormone (LH) receptor impairs LH, but not human radwiic gonadotropin action.
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolisr03; 88:2242-9.

26. Garcia MC, Ginther OJ. Regulation of plasmalyHestradiol and progesterone in
ovariectomized mares. Biology of Reproduction. 19/A8477-53.

27. Miller PA, Wesson JA, Ginther OJ. Interactioh estradiol and a nonsteroidal
follicular fluid substance in the regulation of gamlotropin secretion in the mare.
Biology of Reproduction. 1981; 24:354-8.

28. Ginther OJ, Gastal EL, Gastal MO, Beg MA. Ragoh of circulating
gonadotropins by the negative effects of ovariammiomes in mares. Biology of
Reproduction, 2005; 73:315-23.

29. Ginther OJ, Utt MD, Beg MA, Gastal EL, GastaDMNegative effect of estradiol
on luteinizing hormone throughout the ovulatoryelnizing hormone surge in mares.
Biology of Reproduction. 2007; 77:543-50.

30. Machado MS, Roser JF, Greco GM, Araujo GHM, adénga MA. Effect of
superovulatory treatment with equine pituitary agtrand equine FSH on endocrine
profiles in mares. In: Abstract book of the 7themmational Symposium on Equine
Embryo Transfer; 2008, Cambridge, Newmarket: R &dmmunications; 2008. p. 59-
60.

31. Cuervo-arango J, Newcombe JR. Repeatabilifgrebvulatory follicular diameter
and uterine edema pattern in two consecutive cyidehie mare and how they are

influenced by ovulation inductors. Theriogenolog@08; 69:681-7.

32. Koskinen E, Kuntsi H, Lindeberg H, Katila T.eBicting ovulation in the mare on
the basis of follicular growth and serum oestrooiplsate and progesterone levels.
Zentralblatt fur Veterindrmedizin, Reihe A. 1988;299-304.



70

1 33. Silva LA, Gastal EL, Gastal MO, Beg MA, Ginth@&J. Relationship between
2 vascularity of the preovulatory follicle and estabinent of pregnancy in mares.
3  Animal Reproduction. 2006; 3:339-46.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

