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RESUMO
O efeito do acetato de deslorelina na resposta reprodutiva foi avaliado em éguas crioulas no Estado de
Michoacan. Dez éguas foram tratadas intramuscularmente e distribuidas em um grupo controle (GC; n=5)
1 ml de &gua destilada como placebo e o grupo experimental (GD; n=5) 1,5 mg de acetato de deslorelina.
Quando o foliculo alcancou 35 mm de didmetro, as éguas foram tratadas de acordo com o grupo designado.
A atividade ovariana era monitorada a cada 24 h, e a incidéncia (%) de foliculos hemorragicos anovulatérios
(FHAs), taxa de ovulagéo (%), crescimento folicular por dia (mm), didmetro folicular na ovulacdo (mm), e
tempo para ovulacdo (h) eram determinados. A incidéncia de FHA foi maior (X?=3,83) em CG do que em
GD (25,58% vs. 5,8%, respectivamente). A taxa de ovulagéo foi maior (X?= 4,76) em GD do que em GC
(94,11% vs. 74,41%, respectivamente). A administracdo hormonal ndo afetou (p>0,05) o crescimento
folicular por dia ou didmetro folicular, mas a ovulagdo ocorreu (p<0,01) a 39,45+2,95 h e 89,47+3,62 h em
GD e GC, respectivamente. O acetato de deslorelina reduziu a incidéncia de FHAs e aumentou a taxa de
ovulacéo.
Palavras-chave: Eguas crioulas, acetato de deslorelina, foliculos hemorréagicos anovulatorios.

ABSTRACT

The effect of deslorelin acetate on reproductive response was evaluated in creole mares in the State of
Michoacan. Ten mares were treated intramuscularly and distributed in a Control group (CG; n = 5) 1 ml of
distilled water as a placebo and the experimental group (DG; n = 5) 1.5 mg of deslorelin acetate. When the
follicle reached 35 mm in diameter, the mares were treated according to the assigned group. The ovarian
activity was monitored every 24 h. The incidence (%) of anovulatory hemorrhagic follicles (AHFs), ovulation
rate (%), follicular growth per day (mm), follicular diameter at ovulation (mm), and time to ovulation (h) were
determined. The incidence of AHFs was higher (X? = 3.83) in the CG than in DG (25.58% vs. 5.8%,
respectively). The ovulation rate was higher (X?= 4.76) in DG than in CG (94.11% vs. 74.41%, respectively).
The hormone administration did not affect (p> 0.05) the follicular growth per day or the follicular diameter,
still, ovulation occurred (p <0.01) at 39.45 + 2.95 h and 89.47 + 3.62 h in the DG and GC, respectively.
deslorelin acetate reduced the incidence of AHFs and increased the ovulation rate.

Keywords: creole mares, deslorelin acetate, anovulatory hemorrhagic follicles.
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INTRODUGCAO

A anovulagcdo é uma das principais causas de infertilidade em diferentes fémeas de
animais domeésticos, pois retarda a oportunidade de a fémea engravidar. Um dos tipos de
disfuncado observada nas éguas é a presenca de foliculos anovulatérios persistentes
(FAP, McCue & Squires, 2002), foliculos anovulatérios hemorragicos (FHAs; Cuervo-
Arango & Newcombe, 2012), ou também chamados foliculos luteinizados (FLU, Bashir et
al., 2016). Estas estruturas ocorrem quando um foliculo pré-ovulatério que teve um
desenvolvimento normal ndo consegue romper ou ovular e o antro folicular se enche de
sangue devido a ruptura de vénulas e arteriolas que fornecem as células granulosas. A
presenca de FHA/LUF é a forma mais comum de anovulagéo na égua. Estudos anteriores
relataram uma incidéncia de 22,2% em éguas no Reino Unido (Lefranc & Allen, 2003), e
24% durante a época de reproducdo num quarto de éguas nos Estados Unidos da
América (Ginther et al.,, 2008); entretanto, também foi relatada a presenca de FHA
durante o periodo de transicéo; a este respeito, McCue & Squires (2002) determinou uma
incidéncia de 8,2% de FHAs em 1845 ciclos oestrousados registrados durante um
periodo de 5 anos na Universidade do Colorado, EUA.

Uma égua com FHA manifesta sinais tipicos de cio repetidamente e por um longo periodo
de tempo; no entanto, ela no libera o odcito e, portanto, n&o ocorrera nenhuma gestacao.
Tais foliculos anovulatérios tém sido relatados como afetando negativamente a taxa de
ovulacéo (Gerard & Robin, 2019).

Além disso, um FHA normalmente passara por um processo de luteinizacdo, ou seja,
desenvolvimento de tecido luteal vascularizado na auséncia de ovulacao, o antro folicular
se enche de sangue, que é visto com focos ecogénicos e fios ou coagulos que dao a
aparéncia de fibrina (Jacob et al., 2009).

A presenca de FHA tem sido associada a alguns fatores de risco, tais como a época da
estacado reprodutiva, a idade e 0 uso de substancias exdgenas e hormonais (Ginther et
al., 2008).

Os FHA devem geralmente ser identificados por ultra-som, e hormdnios tém sido usados
para aumentar a liberacdo ou concentragdo de hormonio luteinizante, incluindo
gonadotropina coridnica humana (hCG), com resultados de 88,3% de ovulacdo nas
primeiras 48 horas de aplicacdo (McCue et al., 2007) e acetato de deslorelina, um
analogo de GnRH, que mostrou uma eficacia de 90,1% de ovula¢céo durante as primeiras
48 horas (McCue et al., 2007). No mesmo sentido, Finan et al. (2016), determinaram que
o uso de deslorelina em foliculos de tamanho 230 mm mostrou uma resposta significativa
com 93,75% de ovulacéo. Poucos estudos tém sido realizados no México para determinar
a incidéncia de falha anovulatéria em éguas. E possivel que em alguns casos 0s
horménios exdgenos sejam administrados pelo técnico para tratamento, e em outros
casos eles sdo deixados para passar até que a égua apresente uma ovulacao eficaz por
conta prépria.
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O objetivo do presente estudo era avaliar a resposta reprodutiva em éguas crioulas
tratadas com acetato de deslorelina.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo: o presente estudo foi realizado durante os meses de abril-agosto de
2020, na comunidade de Santa Clara de Valladares no municipio de Tocumbo,
Michoacén, México; localizada no oeste do estado a 10231'19" de Longitude Oeste e
1942'10" de Latitude Norte, a uma altitude de 1604 m de altitude, pluviosidade média de
800-1300 mm por ano, com um clima subumido com chuvas no verdo e uma temperatura
entre 16-26°C (INEGI, 2009).

Animais: Foram utilizadas 10 éguas criollas, com idade entre 3 e 11 anos, peso Vivo
entre 350-450 kg, altura ao garrote entre 1,55-1,65 m e condi¢c&o corporal entre 4 e 6
pontos na escala Henneke (1984); nenhuma delas estava em lactacdo e nenhuma delas
tinha um historico de problemas reprodutivos anteriores. As éguas foram alimentadas
com a mesma dieta, com base em 8% do peso vivo da fémea, considerando uma
concentracao de 80:20 de forragem e concentrado, respectivamente. A forragem era feno
de aveia e racdo comercial como concentrado. A agua potavel estava disponivel ad
libitum.

Tratamentos hormonais: antes do inicio do experimento, as éguas foram submetidas
a um exame de ultra-som diagnéstico com uma maquina de ultra-som transretal de 7,5
MHz para determinar seu estado reprodutivo, ovariano e uterino. Todas as éguas foram
tratadas com uma dose de 5 mg de prostaglandina F2q (PGF2q, Dinoprost, Lutalyse, Zoetis
NZ®), para sincronizar o ciclo do oestro por lise do corpus luteum, e para iniciar o
desenvolvimento da fase folicular ao mesmo tempo e obter condicbes ovarianas
homogéneas.

As éguas foram entéo divididas em dois grupos: o grupo controle (GC; n=5), que recebeu
a aplicacéo intramuscular (im) de 1 ml de agua destilada como placebo, e o grupo
experimental (GD; n=5), que recebeu a aplicacdo im de 1,5 mg do hormonio cloridrato de
deslorelina. Em ambos o0s grupos, a aplicacdo de placebo ou horménio foi realizada
quando o foliculo dominante atingiu um didametro 235 mm. Um total de 77 ciclos éstricos
foram registrados, 43 no GC e 34 no DG.

Eguas que mostraram ovulacéo e desenvolvimento de um corpo lGteo funcional por volta
do 9° dia do ciclo do estro receberam uma dose de 5 mg (im) de PGF2q (Dinoprost,
Lutalyse, Zoetis NZ®) com a intencéo de reiniciar a dinamica folicular.

Revisdo ovariana: A triagem ovariana de éguas em ambos 0s grupos foi realizada com
ultra-som de 7,5 Mhz (US) (Sonoescape S23, USA®), em intervalos de 24 h para
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determinar a taxa de crescimento folicular por dia e antes da ovulacao, a triagem ovariana
foi realizada em intervalos de 6 h.

A incidéncia (%) de foliculos hemorragicos anovulatérios foi estabelecida quando, sob
observacdo dos EUA, um foliculo mostrou sinais de hemorragia interna formando o
estigma folicular, mas sem que ocorresse a ovulagao.

Para avaliar a eficiéncia reprodutiva, foram incluidos os seguintes parametros:
crescimento folicular por dia, diametro folicular na ovulacao, tempo para ovulacao apés a
aplicacao do hormonio e taxa de ovulacao.

O crescimento folicular por dia (mm), foi avaliado colocando o cursor americano cruzado
a partir da parte superior e inferior e das bordas direita e esquerda de cada foliculo 35
mm, para registrar o diametro médio em cada dia de avaliagdo; o crescimento folicular
por dia foi calculado subtraindo o diametro atual do diametro do dia anterior.

Uma vez observado o estigma no foliculo Graff, o exame ultra-sonografico foi realizado
em intervalos de 6 h, registrando o didametro na ovulagcdo (mm) e o tempo de ovulacao
(h), que foi considerado como o tempo decorrido entre a aplicagdo do hormoénio e a
ruptura folicular, e foi confirmado pela observacdo da fossa ovulatéria hemorragica e o
aparecimento dum ou mais corpora lutea.

Por outro lado, a taxa de ovulacao (%) foi considerada como o numero total de foliculos
gue alcancaram ovulacdo em cada um dos ciclos do oestrous avaliados nas éguas de
ambos os grupos, multiplicado por 100 e dividido pelo nimero de foliculos dominantes
gue se desenvolveram na superficie do ovario.

Analise estatistica: os resultados obtidos para as variaveis incidéncia (%) de foliculos
anovulatérios e taxa de ovulacdo (%) foram submetidos a um teste X2, numa tabela de
contingéncia 2x2. O crescimento folicular por dia (mm), o diametro folicular na ovulacdo
(mm) e o tempo (h) até a ovulacdo foram avaliados por um teste de medidas repetidas
em um modelo misto, onde a égua foi o efeito aleatério, o tratamento o efeito fixo e o ciclo
oestrous de cada égua como uma medida repetida. A comparacao entre tratamentos foi
feita através do teste dos minimos quadrados. O valor de significancia considerado foi
p<0,05 e todas as analises foram realizadas no pacote estatistico SAS (SAS, 2013).

RESULTADOS

A incidéncia de foliculos anovulatérios foi de 25,58% (11/43 observado cio) em éguas
GC; enquanto no DG foi de 5,8% (2/34 cio tratados). As diferencas observadas entre os
dois grupos foram estatisticamente significativas (X?=3,83).

O crescimento folicular por dia em éguas crioulas do estado de Michoacan nao
apresentou diferencas (p>0,05) entre os grupos de éguas, observando-se um
crescimento diario de 2,15+£0,19 mm para o GC e 2,42+0,16 mm no GD.
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O diametro folicular na ovulagdo ndo mostrou diferengas significativas (p>0,05) entre os
grupos estudados, observando-se um diametro folicular médio de 44,08+0,63 mm e
44,94+0,78 mm em éguas GD e GC, respectivamente.

O tempo (h) para a ovulacao foi de 39,45+2,95 h para o GD, enquanto para o GC foi de
89,47+3,62 h. As diferencas observadas entre os dois grupos foram estatisticamente
significativas (p<0,01) e representaram uma diferenca de 50 h em favor do GD.
A taxa de ovulacéo foi de 74,41% (32/43 ciclos oestrous observados) e 94,11% (32/34
ciclos oestrous), na CG e GD respectivamente; indicando um efeito favoravel do acetato
de deslorelina (X?=4,76).

DISCUSSAO

A incidéncia de FHA observada no presente estudo foi semelhante a relatada por Ginther
et al. (2008), que observaram 24% durante a época de reproducdo em éguas dum quarto
de més. No mesmo sentido, Lefranc y Allen (2003), relataram uma incidéncia de FHA de
22,2% em éguas. Pelo contrario, outros autores (McCue y Squires, 2002) observaram
uma incidéncia de FHA inferior a 10% durante a estacéo de transicao.

Outros estudos, como os realizados por Cuervo-Arango & Newcombe (2010),
observaram um efeito da idade na incidéncia de FHA de 13,1% em éguas de 6 a 10 anos;
enquanto em éguas com mais de 10 anos, a incidéncia foi de 24%, indicando que a
estacado reprodutiva e a idade da égua podem ser fatores predisponentes para a formacao
de foliculos hemorragicos anovulatéorios (Ginther et al., 2008). Estudos anteriores no
México (Lopez et al., 2010), relataram a presenca de foliculos anovulatorios; entretanto,
a incidéncia observada néo é indicada.

A égua € uma espécie com reproducao sazonal e tem um periodo de transicédo ovariana
na primavera, entre o cio de inverno e a renovacao de sua ciclicidade durante a estacao
reprodutiva. Durante a transicdo da primavera as concentracdes de LH sao baixas,
possivelmente causadas pelo efeito da melatonina bloqueando o hormdnio liberador de
gonadotropina (Satue & Gordon, 2020). Isto explica porque as éguas podem apresentar
ondas foliculares anovulatérias, que podem até atingir o tamanho de foliculos pré-
ovulatérios e se tornar mais predispostos aos FHA (Watson & Al-Zi'abi, 2002).

Com relacdo a idade, na égua como em outros animais domeésticos, ha alteracdes
degenerativas associadas as FHA, que sdo causadas por alteracdes na sintese da
enzima glutationa peroxidase, uma enzima responsavel pela eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio. Se este horménio for restrito, os odcitos e as células da parede
folicular perdem sua capacidade de resposta a colagenase, limitando o efeito do
horménio LH sobre as células dateca interna, permitindo que ele apenas dilua as paredes
foliculares (Ginther & Beg, 2011), um fato que mesmo com o efeito fisico da ovulacao nédo
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€ capaz de quebrar a parede folicular e liberar o material genético, dando assim origem
ao foliculo anovulatério (Morel et al., 2005).

O uso de agentes exdgenos e hormonais destinados a induzir a ovulacao, tais como
analogos de LH ou GnRH, resultou em alteragbes ovulatérias e/ou formacédo de FHA
(Cuervo-Arango & Newcombe, 2010). Estudos anteriores de Schauer et al. (2013),
sugeriram que o LH nao perturbava os padrdes de crescimento folicular ou ovulacéao; no
entanto, ele alterou fatores do fluido folicular que poderiam perturbar a maturagcédo dos
oocitos ou foliculos (Burden et al., 2015). O horménio LH permite através da ativacao de
metaloproteinases de matriz e ativagcdo de plasminogénicos, a remodelacéo tecidual do
foliculo, j& que quanto maior a concentracdo de E> e LH, maior a colagenase Ill no
estroma ovariano e menor a colagenase | na periferia do foliculo dominante (Smok &
Rojas, 2010). Este horménio também esté estreitamente envolvido com prostaglandinas
gue sao responsaveis por desencadear a ovulagdo com COX Il (Cuervo-Arango &
Martinez-Bovi, 2016). A producdo de LH, antes da ovulacdo, é responsavel pela
luteinizacdo destes foliculos, permitindo a infiltracdo de células gordurosas através da
parede do foliculo, e assim luteinizando-o0, 0 que bloqueia a saida do odcito.

No presente estudo, a aplicacdo do acetato de deslorelina foi eficaz na reducao da
incidéncia de FHA em éguas crioulas no estado de Michoacan; é possivel que sua
eficacia se deva ao seu efeito promotor na amplitude e freqiéncia dos pulsos de liberacéo
hipofisaria de LH, provocando a ativacdo da colagenase e portanto desencadeando a
ovulacéo, evitando a formacéao de FHA (Squires et al., 1994).

Quanto ao crescimento folicular por dia, os resultados encontrados neste estudo sao
semelhantes aos relatados por Donadeu & Pedersen (2008); entretanto, McCue (2007a)
e McCue (2007b), que observaram um crescimento folicular diario variando de 2,1 a 4,3
mm por dia. As alteracfes neste crescimento significam que o momento preciso da
ovulacédo ndo pode ser estimado com certeza, pois seu comportamento € imprevisivel e
eles podem ovular espontaneamente, razdo pela qual requerem maior atencdo com
relacdo ao momento da ovulacéo e devem ser monitorados freqiientemente por ultra-som
(Dordas-Perpinya et al., 2020).

Um dos fatores freqlientemente utilizados como critério pratico para prever a ovulacao
na égua é o diametro folicular, pois € um método simples e relativamente facil de
monitorar quando experimentado no uso de ultra-som (Cuervo-Arango & Newcombe,
2008). Estudos demonstraram uma faixa de 34 a 70 mm no didmetro dos foliculos pré-
ovulatérios 24 h antes da ovulagédo, onde a raca, condicdo corporal e época do ano da
égua desempenham um papel importante, razdo pela qual sao utilizados tratamentos
hormonais para prever o momento certo para o servico da égua e aumentar a eficiéncia
reprodutiva.
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A este respeito, Cuervo-Arango & Newcombe (2008) descobriram que o diametro do
foliculo pré-ovulatério diminui quando um tratamento hormonal é aplicado em relagdo ao
didmetro folicular de ovulacdo espontanea ou natural. Estes autores relataram um
diametro folicular de 38,82+0,83 e 44,18+1,22, tratados com 1500 Ul de hCG em éguas
em ovulacdo espontanea, respectivamente. Observaram também um diametro folicular
menor em éguas tratadas com PGFy, (39,42+1,77 vs 47,77+2,00) com um implante de
2,6 mg de deslorelina (34,25+0,65 vs 40,92+1,38) com respeito a ovulacao natural.

O uso de diferentes compostos hormonais resultou num diametro folicular na ovulagéo
semelhante ao observado no presente estudo. Dolezel et al. (2012) relataram um
diametro folicular entre 44 e 48 mm. Dordas-Perpinya et al. (2020), n&o relataram
diferencas significativas no didmetro folicular em éguas tratadas com acetato de
buserelina (6 mg) ou eCG (1500 IU); alcangcaram um diametro folicular médio de
40,98+0,55 mm e 41,45+0,59 mm, respectivamente. No mesmo estudo, as éguas foram
tratadas com 3 ou 6 mg de acetato de buserelina e ndo foram relatadas diferencas
significativas entre os dois grupos, encontrando um diametro folicular de 41,64+3,63 mm
e 41,95+3,79 mm, respectivamente.

Da mesma forma, Dordas-Perpinya et al. (2020), avaliaram a eficacia de diferentes
tratamentos hormonais em éguas e incluiram 0,1 mg de triptorelina, 1500 IU hCG, 3, 2 e
1 mg de acetato de buserelina e observaram diametro folicular por tratamento na
ovulacdo de 42,1+2,8, 43. 1+4,2, 42,5+2,9, 42,6£2,8, 43,7£3,8 mm, respectivamente;
sendo diferente (p<0,01) com relacao ao diametro folicular na ovulacao espontanea, que
foi 45,6+5,3 mm, média mais alta que os tratamentos hormonais e até ligeiramente mais
alta que a observada em nosso estudo.

Alguns autores (Cuervo-Arango & Newcombe, 2008) apontaram que os tratamentos
hormonais para induzir a ovulagdo diminuem o tamanho do foliculo pré-ovulatorio, em
comparacdo com a ovulacdo natural; e embora haja pouca informacao sobre isso, €
possivel que o aumento da concentracdo de LH, seja pela administracdo de agonistas de
GnRH como deslorelina, buserelin ou outros, ou por analogos como hCG, cause uma
diminuicdo da atividade pituitaria para a producao de horménio estimulador do foliculo,
limitando o crescimento folicular, permitindo uma ovulacdo mais precoce do que quando
o crescimento folicular natural € mantido.

O tempo decorrido desde a aplicacdo do horménio deslorelin e outros analogos de GnRH
reduz significativamente o tempo de ovulacdo. Estudos anteriores (Miki et al., 2016), com
éguas com diametro folicular igual ou superior a 35 mm, relataram um aumento nos niveis
de LH dentro das primeiras 6 a 24 h de aplicacdo em éguas de tracdo pesada, em
contraste com os picos de LH relatados 1 a 2 dias apos a ovulacdo, de acordo com
padrdes normais relatados para éguas (Meinecke et al., 1987). A liberacdo precoce de
LH diminui a possibilidade de luteinizacdo do foliculo pré-ovulatério e influencia
positivamente a diminuicdo dos foliculos anovulatorios.
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Os resultados obtidos no presente estudo para taxa de ovulagdo sao similares aos
relatados por Finan et al. (2016), que trabalharam com éguas nativas australianas,
observando 93,7% de ovulacdo, utilizando um implante subcutaneo de 1,25 mg de
deslorelina.

Os resultados obtidos no presente estudo com relacdo a ovulacdo sdo semelhantes aos
obtidos em diferentes posic6es geograficas e racas de éguas, fato que poderia ser
previsto, ja que o hormonio e seus analogos apresentaram resultados positivos, provando
sua resposta terapéutica sobre os gonadotrofos devido ao seu efeito andlogo LH
(D’Oliveira et al., 2019).

CONCLUSAO

A administragéo do hormonio acetato de deslorelina melhorou a resposta reprodutiva em
éguas crioulas do estado de Michoacéan, reduzindo a incidéncia de FAH, aumentando a
taxa de ovulacéo e reduzindo o tempo até a ovulacao.
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