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RESUMO
FOTOPERIODO ARTIFICIAL NO VERAO PODE EVITAR O ANESTRO
ESTACIONAL NA EGUA?

Dissertagdo de Mestrado
Autor: Fabiola Freire Albrecht de David
Orientador: Rodrigo Costa Mattos

A égua ¢ classificada como poliéstrica estacional, o que implica suspensdo da
atividade reprodutiva ciclica usualmente a partir da metade do outono, na maioria destes
animais. Esta resposta é devida a diminui¢do gradual no fotoperiodo natural,
considerado como fator primério na sazonalidade reprodutiva. A auséncia de ciclos
ovulatérios durante os meses de inverno e a inconsisténcia da fase de ressurgéncia
atingem ndo sé os criadores de racas que procuram o nascimento de potros mais cedo na
temporada reprodutiva oficial, mas principalmente aqueles que empregam a técnica da
transferéncia de embrides. A obtencdo de ovulagdes ao longo do ano possibilitaria a
utilizagdo reprodutiva Otima de éguas doadoras e receptoras. A fim de verificar a
ciclicidade reprodutiva durante outono e inverno, dezessete éguas em uma propriedade
do sul do Brasil foram distribuidas ao acaso em dois grupos. De quinze de Janeiro a
doze de Setembro de 2009, os animais do grupo Tratamento foram submetidos a
fotoperiodo didrio fixo de 15 horas. Duas vezes por semana, o trato reprodutivo de
todos os animais foi avaliado por ultrassonografia transretal, para verificagdo da
presenca de foliculos dominantes e corpo liteo. Dosagem de progesterona foi utilizada
para confirmag@o de anestro. Oitenta e cinco por cento dos animais submetidos ao
tratamento mantiveram ciclicidade reprodutiva, enquanto oitenta por cento dos animais
controle entraram em anestro de inverno. Houve aumento na duracio dos ciclos, devido
a fatores enddgenos, nutricionais e ambientais. Os resultados demonstram que o
tratamento foi efetivo para obtencdo de ciclos ovulatérios durante os meses de inverno.

Palavras-chave: Egua, sazonalidade, fotoperiodo, inverno



ABSTRACT

COULD ARTIFICIAL PHOTOPERIOD IN SUMMER AVOID SEASONAL
ANESTRUS IN THE MARE?

Master’s Dissertation
Author: Fabiola Freire Albrecht de David
Adviser: Rodrigo Costa Mattos

The mare is classified as a seasonal poliestric, which means the suspension of
reproductive activity usually from the first half of autumn, most of the mares. This is a
response to the gradual decline in the natural photoperiod, considered as a primary
factor of reproductive seasonality. The absence of ovulatory cycles during winter
months and the inconsistency of the resurging phase strike both breeders who aim foals’
birth early in the official breeding season and those who employ the embryo transfer
technique.  Achieving ovulation throughout the year would enable the optimal
reproductive use of donors and recipient mares. In order to check autumn and winter
cyclicity, seventeen mares on a farm in southern Brazil were randomly assigned into
two groups. From January 15th to September 12th 2009, animals in Treatment group
were subjected to a fixed 15 hours daily photoperiod. Twice a week, the reproductive
tract of all animals was examined by transrectal ultrasonography, searching for
dominant follicles and presence of corpora lutea. Progesterone levels were used to
confirm winter anestrus. 85% mares undergoing treatment maintained reproductive
activity, while 80% of Control mares showed winter anestrus. There were changes in
lenght of cycles, due to endogenous, nutritional and environmental factors. Results
demonstrate that the treatment was effective to attain ovulatory cycles during winter
months.

Key-words: Mare, seasonality, photoperiod, winter
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1 INTRODUCAO

O ciclo reprodutivo da égua nio € constante ao longo do ano. Devido a fatores
sazonais e evolutivos, a estacdo reprodutiva fisioldgica na maioria destes animais inicia
ap6s um anestro de inverno, com uma fase transicional de ressurgéncia, para entio
apresentar comportamento de estro acompanhado de ovula¢do periodicamente, a partir
do final da primavera até o fim do verdo (GINTHER et al., 2004). Posteriormente, uma
fase transicional de outono aparece, levando novamente ao anestro de inverno.

A sazonalidade reprodutiva da égua tem importantes conseqiiéncias para a
criagdo comercial eqiiina. Criadores que utilizam a técnica da transferéncia de embrides
precisam adequar o manejo do periodo reprodutivo de doadoras ao calenddrio esportivo
destes animais. Além disso, criadores pertencentes as associagdes de racas que adotam
a idade hipica como critério de nivelamento de potros nascidos na mesma temporada,
procuram acasalar as éguas o mais cedo possivel, para obter vantagem de idade sobre os
produtos nascidos mais tarde (LANGLOIS e BLOUIN, 1996). A obtencdo de
ovulacdes durante todo o ano poderia representar uma utilizacdo 6tima de éguas
reprodutoras, especialmente aquelas doadoras e receptoras de embrides.

A pesquisa sobre a reproducdo em éguas vem buscando melhor entender e
manipular os mecanismos que determinam sua sazonalidade reprodutiva; para
antecipacdo da primeira ovulacdo do ano, o método mais pritico é a aplicagdo de
fotoperiodo artificial, simulando dias longos (GINTHER, 1992).

Este estudo objetivou verificar a ciclicidade reprodutiva de éguas através do

aumento artificial do fotoperiodo a partir da primeira metade do verao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Fotoperiodismo € a habilidade de organismos em acessar e usar a quantidade de
informag@o luminosa percebida durante o dia como dado antecipatério aos eventos
sazonais do ambiente onde vivem (BRADSHAW e HOLZAPFEL, 2007). A duracio
do dia, em horas de luz, constitui um calendario altamente confidvel utilizado por vérias
espécies em preparacdo a proxima estacdo. Ainda, ao contrdrio de temperatura e
precipitacao pluviométrica, o comprimento do fotoperiodo em um dado local no planeta
¢ o mesmo tanto hoje quanto no mesmo dia dos préximos anos (BRADSHAW e
HOLZAPFEL, 2007). Na maior parte das espécies, € o fator primério na determinagéo
de atividades tdo diversas quanto migracdo, troca de pelagem e reprodugdo, visando a
otima adequacdo dos individuos ao ambiente. Isto foi bem definido por Hofman (2004):
“A informacdo fotoperiddica tem sido demonstrada como sendo o mais poderoso
sincronizador de fung¢des estacionais na maior parte das espécies.”

As respostas a duracdo do dia desenvolvem-se como uma consequéncia de
interagcdes entre o ciclo ambiental claro-escuro e o funcionamento de um “relégio”
interno circadiano, que prediz a alterndncia de fases de luz e escuriddo. O ritmo
circadiano fotoperiddico estd baseado na organizacdo estrutural do chamado eixo
fotoperiddico, um conjunto de elementos neurais e enddcrinos interconectados que
governam as respostas fotoperiddicas (HAZLERIGG e WAGNER, 2006). Este sistema
fotoneuroendécrino (MARONDE e STEHLE, 2007) funciona a partir da captacdo da
informac¢d@o luminosa na retina e conduzida pelo nervo éptico ao nicleo hipotaldmico
supraquiasmatico. Por sua vez, este controla a secre¢do noturna de melatonina, um
neuro-hormonio que € produzido e secretado durante a noite pela glandula pineal. Este
sinal, através de efeitos na fung¢do neuroenddcrina, controla as respostas fotoperiddicas
sazonais. Porém, o sitio exato de acdo da melatonina ndo foi estudado em equinos
(NAGY et al., 2000). Apesar do papel da melatonina na sazonalidade reprodutiva ndo
ser totalmente conhecido, € aceito que durante as horas escuras, a secrecdo de
melatonina é estimulada pela norepinefrina secretada pelos neurdnios sindpticos pds-
ganglionares do ganglio cervical superior (NAGY et al., 2000). Em cavalos, isto foi
confirmado através da aplicacdio de um agonista alfa-adrenérgico, que estimulou a

secrecao de melatonina (SHARP et al., 1980).
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Melatonina tem sido objeto de muitos estudos em cavalos, por pelo menos duas
décadas, e ha forte evidéncia de que seja um dos elementos chave no controle da
reproducdo sazonal encontrada nos equinos (NAGY et al., 2000). Aparentemente, o
sinal hormonal desencadeado pela melatonina parece iniciar uma cadeia de eventos que
afetam direta e indiretamente o hipotdlamo e a produ¢@o de GnRH.

Em éguas, concentracdes elevadas de melatonina estdo fortemente associadas
com a fase escura; a secrecdo aumenta ao inicio da fase escura e cai rapidamente ao
final da noite (NAGY et al.,, 2000). Entretanto, quando o padrao secretério de
melatonina sérica foi analisado durante um ano em éguas no Missouri (cerca de 36° N -
41° N), mantidas em condi¢des naturais, Diekman et al. (2002) concluiram que neste
experimento nio houve relagio entre as concentragdes séricas de melatonina e o anestro
sazonal na égua, e que os meios pelos quais o fotoperiodo é usado como sinalizador
para regulagdo da atividade ciclica através das estacdes permanece ndo claro.

Analisando peso e gordura corporal e niveis circulantes de leptina, um produto
dos adipécitos (Kentucky: 38°N), Fitzgerald e McManus (2000) demonstraram que a
resposta reprodutiva a diminui¢éo no fotoperiodo ou a um sinal inibitério de melatonina
¢ modificada pela disponibilidade de energia, que pode ser sinalizada ao eixo
hipotalamico-hipofisdrio via mudanga na concentragéo circulante de leptina.

O inicio e duracdo dos periodos de atividade e repouso reprodutivos estdo na
dependéncia de vdarios fatores sazonais, ambientais, organicos e individuais, sendo o
comprimento do fotoperiodo didrio admitido como fator primério de sazonalidade
reprodutiva na égua (SHARP, 1980; GINTHER, 1992).

A funcdo reprodutiva de fémeas poliéstricas estacionais desenvolve-se em um
determinado periodo do ano, apds o qual usualmente hid uma fase de inatividade
reprodutiva com baixa atividade ovariana. A égua, uma poliéstrica estacional, tem um
padrdo reprodutivo que determina uma incidéncia minima ou nula de ovulagdes durante
o inverno, aumentando gradualmente durante a primavera, maximizando a atividade no
verdo e novamente decrescendo no outono (GINTHER et al., 2004c). Nos equinos, a
circulacdo de melatonina a partir de determinado nivel acaba por inibir a producio de
GnRH no hipotdlamo; a modulag¢do da frequéncia e amplitude da liberacio de GnRH
pelo hipotdlamo afeta a produgéo hipofisaria das gonadotrofinas FSH e LH.

O reinicio de sua estagdo reprodutiva coincide com a primavera, onde o

fotoperiodo, temperatura e disponibilidade de alimentos sdo maiores. Forjada sobre o
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periodo gestacional de onze meses dos equinos, a estratégia de concep¢do no final da
primavera assegura o nascimento de produtos em uma época 6tima do ano para sua
sobrevivéncia e desenvolvimento (GINTHER et al., 2004c). O nascimento de potros
durante o outono exporia estes animais as exigéncias e escassez do inverno.

Os estudos sobre a sazonalidade reprodutiva equina tem sido feitos, em sua
grande maioria, com dados obtidos a partir de zonas temperadas que comecam nas
latitudes 23° N e 23° S, aproximadamente, onde a diferenca no comprimento entre o
maior e menor dia é cerca de duas horas (GINTHER et al., 2006); Cerca de 20% das
éguas apresentam um periodo anovulatério de inverno (GINTHER, 1974; DIEKMAN et
al., 2002), mesmo em latitudes tdo altas quanto 61° N (KOSKINEN et al., 1996, apud
BOETA et al., 2006).

Um estudo feito no México (BOETA et al., 2006) mostrou que 38% das éguas
apresentaram anestro verdadeiro durante os meses de inverno na latitude 19° N, e que a
duracdo deste periodo anovulatério variou dramaticamente entre os individuos - de
setenta a cento e noventa e seis dias; e, mesmo nestas éguas, houve exibicdo de
comportamento estral (ndo acompanhado de ovulagdo) durante o mesmo periodo.
Mesmo em latitudes tdo baixas quanto 15° N — 22° N parece haver reducéo na atividade
ovariana durante os meses de inverno, de acordo com estudo feito por Saltiel et al., em
1982. Neste trabalho, os pesquisadores encontraram atividade ovariana (corpos liteos e
grandes foliculos), entre novembro e fevereiro, menor do que entre margo e outubro.

Resumidamente, a fase anovulatéria de inverno subdivide-se em trés periodos

(DONADEU e WATSON, 2007):

- Fase transicional de outono

Corresponde ao periodo inicial de declinio na atividade do eixo hipotaldmico-
hipofisdrio-ovariano, primariamente devido a diminui¢do no fotoperiodo. Comparando
animais avaliados no ultimo periodo ovulatério da temporada e na fase transicional,
Nunes et al.(2002) verificaram que a auséncia de diferenca no didmetro maximo do
foliculo dominante, demonstra que os foliculos de algumas éguas podem crescer até
niveis pré-ovulatorios, mas falham em ovular. Adicionalmente, niveis plasmadticos
decrescentes de progesterona medidos durante os dltimos diestros da estagdo ovulatdria

e inicio do outono, podem ser prentincio de anestro iminente. No estudo de King et al.
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(1988), os quatorze animais que demonstraram esta caracteristica entraram em anestro

de inverno; as restantes seis éguas mantiveram ciclicidade ao longo de todo o ano.

-Anestro profundo

O periodo de mais baixa atividade do eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano,
correspondendo aos meses de inverno. Tem sido chamado de fase inativa ou esta¢do
anovulatéria (GINTHER, 1992). Ginther et al. (2003a) observaram que foliculos
maiores ou iguais a 28mm em didmetro continuaram a se desenvolver apds a udltima
ovulacdo do ano em duas de seis éguas, enquanto que nas demais uma reducdo imediata
para menos de 25mm em didmetro ocorreu seguindo-se a dltima ovulagdo do ano, para
entdo chegarem a uma média de 16mm durante os meses de inverno. Para Donadeu e
Ginther (2002), seria mais adequada a terminologia fase anovulatéria. Estudos de
Donadeu e Ginther em 2003 identificaram estatisticamente tanto a emergéncia de ondas
foliculares menores (com didmetro folicular médio 16mm), como ondas de FSH durante
a fase anovulatéria central: A ablagcdo de todos os foliculos maiores de Smm durante
este periodo resultou em um pulso imediato de FSH e crescimento de uma onda
folicular menor; o maior foliculo alcancou uma média de 17mm de didmetro.

Aparentemente, concentracdes de LH sd3o minimas durante a estacdo
anovulatéria central, e aumentam gradativamente ao longo da estacdo ovulatdria
(FREEDMAN et al.,, 1979; SILVIA et al.,, 1986; DONADEU e GINTHER, 2003;
GINTHER et al., 2004c; DONADEU e WATSON, 2007;).

A maneira como se apresenta a cessacdo estacional fisioldgica da atividade
reprodutiva em éguas foi descrita como ocorrendo de trés maneiras distintas: apds lise
de corpo liteo de duragdo prolongada (HUGHES et al., 1975; KING et al., 1993), apds
lise de corpo liteo de duragdo normal (KING et al., 1993) ou apds crescimento folicular

seguido de atresia ( HUGHES et al., 1975; KING et al., 1993)

-Fase transicional de primavera

Coincide com o aumento gradual natural do fotoperiodo didrio e € uma fase de
recrudescéncia do eixo hipotaldmico-hipofisdrio-ovariano, em que a égua pode exibir
periodos varidveis de sinais comportamentais de estro sem efetivamente chegar a

ovulacdo. O nivel de crescimento folicular pode ser um tanto varidvel entre diferentes
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animais e entre o inicio e o final do periodo (DONADEU e WATSON, 2007). Os
niveis de determinados fatores presentes no fluido folicular sdo menores durante a
estacdo anovulatdria, quando comparados a estacdo ovulatéria seguinte, sugerindo que o
crescimento folicular na transicdo vernal estd temporalmente associado com mudangas
nos niveis foliculares de fatores como inibina, estradiol, androstenediona e progesterona
(DONADEU, 2006).

Sabe-se que diversos outros fatores interagem com o efeito do fotoperiodo, e.g.:
Estado nutricional, idade e temperaturas ambientais médias; o efeito de tais fatores, por
sua vez, pode ser influenciado em algum grau por prolactina, catecolaminas,
neurotransmissores, opidides endégenos, hormonios tiredideos e serotonina.

O efeito da disponibilidade de nutrientes e condi¢cdo corporal desempenham um
bem documentado papel modificador do efeito do comprimento do fotoperiodo na
sazonalidade reprodutiva equina, relatado por vdrios autores (KUBIAK et al., 1987;
STICKER et al., 1995a; STICKER et al., 1995b; CARNEVALE et al., 1996; GENTRY
et al., 2002).  Kubiak et al. (1987) demonstraram um menor intervalo para a primeira
ovulacdo apds a fase transicional, em éguas com baixo nivel de gordura corporal que
receberam uma dieta rica em energia; o menor intervalo ocorreu naquelas que
apresentaram mais de 15% de gordura corporal, em relagdo as que apresentaram indice
de gordura corporal menor de 15%. Em éguas alimentadas com uma dieta deficiente
em energia ou proteina durante o inverno, Sticker et al. (1995) observaram secrecdo
diminuida de IGF-1, um importante fator para o desenvolvimento folicular. O tempo até
o primeiro estro acompanhado de ovulagdo foi menor em éguas que ganharam peso,
comparativamente as que perderam peso (CARNEVALE et al., 1996). Confirmando a
conclusdo de Kubiak et al. (1987), éguas mais velhas (acima de 10 anos de idade)
tendem a acumular mais adiposidade (consequentemente, maiores niveis circulantes de
leptina) e maior peso corporal, o que explicaria sua propensdo tanto para entrar em
anestro de inverno mais tarde que éguas abaixo de dez anos de idade, quanto para exibir
atividade reprodutiva constante durante o inverno (FITZGERALD; McMANUS, 2000).
Segundo estes autores, a resposta reprodutiva a um decréscimo no fotoperiodo ou um
sinal inibitério desencadeado pela secrecdo aumentada de melatonina € modificada pela
disponibilidade de energia, traduzida para o eixo hipotaldmico-hipofisdrio através de

uma mudanca na concentracdo de leptina, um produto dos adipdcitos.
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Carnevale et al. (1996) concluiram que hd um efeito estimulatério de
disponibilidade de pastagem verde sobre o momento da primeira ovulagdo da
temporada. Estudando o efeito da condicdo corporal produzida por restricdo alimentar
durante a transicdo outonal, Gentry et al. (2002) demonstraram menores niveis de IGF-
1, leptina, progesterona e prolactina nas éguas mantidas com escore 3,0 — 3,5 (escala 1 a
9) do que naquelas com escore 7,5 — 85 (escala 1 a9), e também um profundo periodo
anovulatério sazonal. Quando comparado com o trabalho de Fitzgerald e McManus
(2000), aquele experimento leva & conclusdo de que os baixos niveis de leptina, e
ingesta insuficiente e/ou inadequada de nutrientes, independem da idade da égua. E
que, embora niveis baixos de leptina sejam consistentes com uma baixa condi¢do
corporal, éguas em boa condi¢do corporal podem apresentar diferencas nos niveis do
hormonio.

Temperatura ambiental é um dos fatores externos que pode exercer influéncia
sobre o efeito sinalizador do fotoperiodo. Sob condi¢des semelhantes de iluminagdo,
nutricdo e sistema de manejo, temperatura poderia desempenhar influéncia sobre o
ritmo reprodutivo circanual (NAGY et al., 2000).

Dentre os diversos esfor¢os desenvolvidos para antecipa¢do da temporada
reprodutiva, estd a manipulagcdo farmacoldgica através da aplicagdo de medicamentos e
hormdnios em determinados periodos, tais como prolactina, antagonistas
dopaminérgicos e antagonistas opidides. A prolactina, um hormdnio hipofisirio , tem
correlagdo direta com temperatura e comprimento do fotoperiodo (JOHNSON, 1986), e
pode adiantar o inicio da estacdo ovulatéria (THOMPSON et al., 1997). A secre¢do de
prolactina seria favorecida pela aplicacdo de antagonistas dopaminérgicos (BESOGNET
et al., 1996; MARI et al, 2009).

Opidides enddgenos agem primariamente no sistema nervoso central e, via
inibicdo de GnRH, regulam a liberacdo de LH. Em éguas experimentando anestro
estacional, a administracdo de naloxone, um antagonista opidide, resulta em aumento
imediato na secrecdo de LH (AURICH et al., 1996).

Foi sugerido que a cessagdo da atividade reprodutiva durante os meses tipicos de
anestro pode ser devida, em parte, ao decréscimo da atividade neuronal estimulatoria.

Em todos os animais, o comprimento do dia é acessado dentro do cérebro e a
transmissdo do sinal fotoperiddico para os orgdos-alvo envolve, em algum momento,

hormonios peptideos através do caminho (BRADSHAW e HOLZAPFEL, 2007).
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As estratégias iniciais para adiantar a primeira ovulacdo do ano, e assim obter
produtos nascidos mais cedo no calenddrio hipico, inicialmente focaram-se na
manipulagdo do fotoperiodo (SHARP e GINTHER, 1975).

Primeiramente relatado na década de 40 na Inglaterra (BURKHARDT, 1947), o
aumento artificial do fotoperiodo demonstrou ser o método de maior sucesso para
antecipacdo do processo de transi¢do vernal nas éguas submetidas ao tratamento.
Virios métodos de administrac@o de luz artificial tem sido usados com sucesso, sendo o
mais comum, aquele que proporciona quatorze a dezesseis horas de luz por dia durante
todo o periodo de estimulacio ou, alternativamente, fornecendo pequenos incrementos
na luz artificial, procurando mimetizar as condi¢cdes que ocorrem naturalmente:
Usualmente adicionando trinta minutos de estimulo luminoso didrio a intervalos
semanais, até atingir quatorze a dezesseis horas didrias de luz total.

A atividade ovariana pode ser induzida em éguas sazonalmente anovulatérias,
através da aplicacdo de um pulso de luz nove a dez horas apds o inicio da escuriddo
(SCRABA e GINTHER, 1985). Palmer et al. (1982) determinaram que, mais
importante do que as horas didrias totais de luz, é o estimulo luminoso nove horas e
meia a dez horas e meia apds o inicio da escuriddo. Malinowski et al. (1985)
demonstraram a existéncia de fase fotossensitiva oito a dez horas apds o inicio da
escuriddo, através de diversos protocolos de aplicagdo de fotoperiodo artificial. Sharp
(1993) sugeriu que os melhores resultados seriam obtidos quando a luz suplementar
fosse adicionada ou ao final do periodo de luz natural do dia, ou no comeco e final do
periodo natural de luz didria, ao invés de adicionada somente no comeco do dia.

Tradicionalmente, a fotoestimulacdo deve ser iniciada sessenta dias antes do
inicio da temporada oficial, sendo atingida a ciclicidade em cerca de setenta dias apds o
inicio do tratamento (GUILLAUME et al., 1996).

Tanto reprodutores de dia longo, quanto de dia curto, podem experimentar um
periodo de fotorrefratariedade (auséncia de responsividade ao comprimento do
fotoperiodo diério), que pode interferir com o ritmo circanual; reprodutores de dia longo
cessam a reproducdo tanto por efeito da acdo de dias curtos, quanto pela a¢do de dias
longos, estes mesmos induzindo a um estado de fotorrefratariedade seguido de regressdo
gonadal (BRADSHAW e HOZAPFEL, 2007). Palmer e Guillaume (1992) evitaram o
desenvolvimento de fotorrefratariedade aumentando ou diminuindo o comprimento do

fotoperiodo didrio a intervalos regulares.
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Dois experimentos avaliaram a aplicacdo de fotoperiodo estimulante por longos
periodos. No primeiro estudo (KOOISTRA e GINTHER, 1975), um grupo de éguas foi
submetido a fotoperiodo didrio de quinze horas e vinte e trés minutos, comeg¢ando no
solsticio de verdo e estendendo-se por oito meses. Setenta e um por cento das éguas
tratadas desenvolveu uma fase anovulatéria no inverno, ainda que significativamente
mais tarde do que os animais controle (expostos a condigdes naturais).

Em um segundo experimento (BISOL et al., 2007), animais foram mantidos em
fotoperiodo artificial de nove horas de escuriddo, iniciando dois meses apds o solsticio
de verdo. Neste estudo, todas as éguas tratadas e todas as éguas controle acabaram por
ingressar em uma fase anovulatéria ainda durante o outono. N&ao houve diferenca entre
os dois grupos quanto ao tempo decorrido entre o inicio do tratamento e a verificacdo do
anestro. Os autores concluiram que a diferenca de luminosidade entre o solsticio de
verdo e o inicio do tratamento (mais de uma hora de diferenca) pode ter influenciado
negativamente o resultado, possivelmente porque uma transi¢do irreversivel para o
anestro ja estivesse sido estabelecida; ainda, foram verificados déficit pluviométrico e
queda na qualidade e quantidade de pastagens durante o periodo do experimento, que
potencialmente intereferiram na resposta ao tratamento.

Condigdes artificialmente impostas podem reproduzir efeitos de uma
determinada época. Assim, é possivel que o aumento artificial e constante do
fotoperiodo em uma data ndao muito distante do solsticio de verdo, signifique
continuidade da atividade reprodutiva nas éguas, durante os meses de inverno (SHARP

e GINTHER, 1975).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao dos Animais

Dezessete éguas com idade entre quatorze e vinte e dois anos, com adequada
saide geral e condi¢do corporal variando de trés a quatro (escala de 1 a 5), foram
utilizadas. Todas as éguas foram acompanhadas por palpacdo e ultrassonografia
transretal duas vezes por semana, durante os meses de novembro e dezembro, para
verificar a ciclicidade e a saide reprodutiva. Foram utilizadas éguas ciclicas. O
experimento foi realizado em uma propriedade em Alegrete, Rio Grande do Sul,
localizada geograficamente aos 29°40°S e 56°16’0. Durante o periodo experimental
(janeiro a setembro de 2009), o indice de pluviosidade total foi de 777,6 mm,
correspondente a 50,99% da precipitagdo anual média para a regido segundo o INMET.

A temperatura média neste periodo foi de 17° C.

3.2 Aplicacao do Tratamento

As éguas foram distribuidas ao acaso em dois grupos. A partir de quinze de
janeiro, a doze de setembro de 2009, as sete integrantes do grupo Tratamento eram
retiradas do piquete ao final da tarde e submetidas a aplica¢do de luz mista a razdo de
dez Watts por metro quadrado de cocheira, obtendo-se um periodo de escuriddo de
nove horas. As éguas controles eram alojadas em um espago distante, de maneira a ndo
receberem influéncia do tratamento.  Durante o periodo noturno, apenas dgua era
oferecida a todos os animais.

No solsticio de verdao de 2008 (vinte e um de dezembro), as horas de luz foram
de 14 horas e 5 minutos, ocorrendo o nascimento do sol as Sh41min e o ocaso, as
19h46min. Na data do inicio do experimento (quinze de janeiro de 2009) o nascimento
do sol ocorreu as 5Sh59min e o ocaso, as 19h50min, totalizando 13 horas e 51 minutos
de luz. No equindcio de outono houve um periodo de luz de 12 horas e 9 minutos; no
soslticio de inverno (vinte e um de junho de 2009), 10 horas e 16 minutos. Considera-
se o instante do nascimento e ocaso do sol como o momento em que o limbo superior do
sol cruza o horizonte do observador ao nivel do mar. A média mensal das horas de luz
na propriedade para o periodo experimental, de Acordo com o Observatério Nacional,

pode ser observada no Apéndice A.
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3.3 Exames

Duas vezes por semana, todos os animais do experimento eram submetidos a
exame transretal e avaliagdo ultrassonografica do tutero e ovdrios (sonda endorretal
linear SMHz, ecégrafo ultrassdnico WED-9618, Shenzen). Grau de contratilidade
uterina a palpacdo, ecotextura uterina e medidas dos ovéarios e cornos uterinos eram
anotados em fichas individuais para cada égua. Nestas fichas, todos os foliculos e
corpos luteos, quando presentes, eram representados em milimetros, em duas
dimensdes, e as dreas dos corpos liteos representadas em milimetros quadrados.

Nos mesmos dias dos exames retais, uma amostra de sangue de cada animal era
coletada e centrifugada. O plasma era colhido e armazenado em tubos criogénicos
estéreis a  -18°C, para posterior mensuragdo dos niveis de progesterona. Foram
utilizados tubos evacuados para coleta de sangue com EDTA (Becton, Dickinson
Vacutainer — Minas Gerais, Brasil) e tubos criogénicos estéreis com capacidade para
2ml (Techno Plastic Products AG, Suica) para armazenamento de plasma. A dosagem
de progesterona foi realizada em laboratério através de quimioluminescéncia
(Siemens™ Progesterone kit, UK). A dose minima detectivel é 0,2 ng/ml. Para
andlise laboratorial da concentragdo de progesterona, foram selecionadas quatro
amostras, com intervalo semanal, de cada animal considerado em anestro estacional. O
inicio do anestro estacional foi determinado pelo primeiro dia de exame de palpacdo e
ultrassonografia transretal no qual os ovdrios apresentaram-se pequenos, lisos e
endurecidos, com poucos foliculos de didmetro inferior a vinte milimetros, e
confirmado por niveis plasmaticos de progesterona abaixo de 1 ng/ml por mais de vinte
e um dias. A duragdo normal do corpo liteo foi admitida como lutedlise ocorrendo
quinze dias ap6s a ovulagdo; lise do corpo liteo apds quinze dias caracterizou corpo
liteo de duragdo prolongada. A divergéncia folicular foi definida como o momento em
que iniciou a diferenca na razio de crescimento entre os futuros foliculos dominante e

subordinado.

3.4 Analise Estatistica
Utilizou-se o teste do qui-quadrado para comparar os dois grupos em relacdo ao
tratamento. Para comparacio entre os grupos quanto ao nimero de ovulagdes, duracio

média dos ciclos (em dias) e média de dias decorridos entre o inicio do tratamento e a
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ultima ovulag¢do do periodo experimental, foi utilizado o teste t de Student para amostras

independentes.
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4 RESULTADOS

No grupo Controle 80% das éguas ingressaram na fase anovulatéria entre maio e
junho. No grupo Tratamento, 85,71% continuou ciclando até o final do periodo
experimental, demonstrando que a aplicacdo do tratamento foi eficiente (P<0,05).
Houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao ndmero de ovulagdes do
periodo experimental (P<0,05) e tempo decorrido do inicio do tratamento até a tltima
ovulacdo do periodo experimental (P<0,05). Ovulagdes de diestro ndo foram incluidas
nos resultados.

Embora o tratamento tenha sido eficiente para evitar a entrada no anestro, um
alongamento no ciclo de todos os animais tratados demonstrou que outros fatores
influfram no efeito do fotoperiodo estimulante. Os alongamentos nos ciclos ocorreram
nos meses de abril (final), maio e junho, tanto nos animais tratados quanto nas duas
éguas controles que ndo interromperam a atividade ciclica. Ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos (P>0,05) quanto a duragdo dos ciclos. O menor escore
médio (2,5) de condig@o corporal das integrantes do grupo Tratamento ocorreu durante
os mesmos meses de alongamento dos ciclos.

O alongamento dos ciclos nos animais tratados foi causado por atraso na
divergéncia folicular (66,67% dos ciclos alongados) ou persisténcia litea (33,33% dos
ciclos alongados). A divergéncia folicular foi identificada quando o futuro foliculo
dominante atingiu um didmetro médio de 23mm. Um animal do grupo Tratamento
desenvolveu um ciclo anovulatério entre abril e junho. Nas éguas ciclicas do grupo
Controle, 100% dos ciclos alongados foram devidos a atraso na divergéncia folicular.

Dos animais que entraram em anestro no grupo Controle, 37,5% o fizeram apods
uma fase de crescimento folicular seguido de atresia; 37,5%, ap6s a lise de corpo liteo
de duracdo normal; e em 25% o anestro seguiu-se a lise de corpo liteo de duracdo
prolongada. No final de abril, um animal do grupo Tratamento (14,29%) entrou em
anestro, apés um periodo de atividade folicular seguido de atresia. Concentracdes
plasmaéticas de progesterona abaixo de 1 ng/ml durante mais de vinte e um dias,
confirmaram o anestro estacional. Os resultados das dosagens de progesterona sdo
mostrados no Apéndice B.

O ndmero médio de ovulagdes, duracio média dos ciclos, nimero de dias

decorridos entre o inicio do tratamento e a tltima ovulacdo do periodo experimental,
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nimero de dias entre o inicio do tratamento e a constatacdo do anestro, e respectivas

medianas estdo expressos na Tabela 1:

Tabela 1. Numero médio de ovulagdes, duracdo média do ciclo, média de dias decorridos entre o inicio
do tratamento e a dltima ovulacdo; entre o inicio do tratamento e o anestro e respectivas medianas

Tratamento Controle P
Numero médio 9,29 +1,98 4,9 +2.85 0,002
ovulacdes
Mediana 10 4 -
Duragdo média ciclo 244 + 1,51 34,04 + 24,77 0,278
(dias)
Mediana 24,33 25 -
Inicio tratamento até 210 + 50,6 118 +62,6 0,005
ultima ovulacdo
(média em dias)
Mediana 228 105 -
Inicio tratamento até 166* 123,63 +£ 23,19 -
anestro (média em
dias)
Mediana 166* 125,50 -

* Unico animal do grupo Tratamento a entrar em anestro
Ovulagdes de diestro ndo foram incluidas nos resultados

Detalhamento dos resultados encontrados para os animais de ambos os grupos

encontra-se nos Apéndices C e D (grupo Controle) e E (grupo Tratamento).
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5 DISCUSSAO

No presente experimento, o nimero de animais tratados que ndo cessaram a
atividade ciclica reprodutiva foi maior que o niimero de animais que continuaram
ciclando no grupo Controle. Este resultado diverge daquele obtido por Kooistra e
Ginther em 1975, no qual as éguas mantidas sob fotoperiodo estimulante durante um
ano a partir do solsticio de verdo, apresentaram uma fase anovulatéria, e daquele obtido
por Bisol (2007), onde o tratamento com luz iniciou dois meses apds o solsticio de
verdo; aparentemente, a aplica¢do de fotoperiodo estimulante iniciada sessenta dias apds
o solsticio de verdo foi inefetiva devido a época de inicio do tratamento, quando o
processo de entrada no anestro sazonal ja havia sido iniciado. Apesar de ter sido
iniciado no solsticio de verdo, o experimento de Kooistra e Ginther (1975) ndo obteve
sucesso em impedir a fase anovulatéria de inverno, mesmo em éguas que receberam
suplementacdo alimentar. Aparentemente, as temperaturas ambientais negativas no sul
do Wisconsin durante o inverno influenciaram negativamente o efeito do fotoperiodo
estimulante, enquanto no presente estudo, temperaturas de inverno positivas apenas
préximas a 0°C podem ter contribuido para um alongamento nos ciclos.

E sabido que vdrios fatores interagem, em algum grau, com o efeito do
fotoperiodo, ainda que este seja um fator crucial na sazonalidade reprodutiva da égua
(SHARP, 1980). Entre os mais importantes estdo o status nutricional do animal e as
temperaturas regionais (GINTHER, 1974). No experimento desenvolvido por Bisol
(2007), indices pluviométricos e qualidade/quantidade de forragem disponivel estiveram
significantemente diminuidos durante o periodo do experimento.

Apesar do tratamento com fotoperiodo ter sido eficiente, foram verificadas
irregularidades nos ciclos de todos os animais tratados, principalmente entre o final do
més de abril, maio e junho; nesta mesma época, os dois animais que permaneceram
ciclicos no grupo Controle também apresentaram alongamento dos ciclos. O atraso na
divergéncia foi o principal fator do alongamento dos ciclos das éguas que ndo entraram
em anestro, em ambos os grupos. Deficiéncias nutricionais jia foram implicadas na
regulacdo de fatores enddcrinos reprodutivos (KUBIAK et al 1987; STICKER et al.,
1995a; STICKER et al., 1995b; CARNEVALE et al., 1996; GENTRY et al., 2002). Em

éguas alimentadas com uma dieta deficiente em energia ou proteina durante o inverno,
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Sticker et al (1995) observaram secre¢ao diminuida de IGF-1, um importante fator para
o desenvolvimento folicular. Em éguas, IGF-1 e seus receptores aumentam
especificamente no foliculo dominante antes do inicio da divergéncia (DOYLE et al.,
2008), sendo possivel atribuir um papel essencial ao IGF-1 na selecdo e subsequente
desenvolvimento de foliculos ovulatérios (GINTHER et al., 2004b).

Nenhum animal do presente experimento recebeu suplementag¢do concentrada
ou volumosa; desta maneira, a pastagem de inverno pode ter sido deficiente em
nutrientes requeridos para uma adequada fung¢@o reprodutiva, e niveis criticos de fatores
intrafoliculares possivelmente atrasaram a sequéncia de eventos que disparam o
desenvolvimento destacado do futuro foliculo ovulatério.

A perda de gordura corporal, embora ndo excessiva, pode ter alterado niveis
circulantes de leptina, que desempenha um papel indireto na atividade reprodutiva
(FITZGERALD; MCMANNUS, 2000). Gentry et al. (2002) demonstraram menores
niveis de IGF-1, leptina, progesterona e prolactina nas éguas mantidas com escore 3,0 —
3,5 (escala 1 a 9) do que naquelas com escore 7,5 — 8,5 (escala 1 a 9); porém, os
mesmos autores sugeriram que em éguas com boa condi¢do corporal, aparentemente
niveis altos de leptina ndo constituem um sinalizador para a ndo interrupg¢édo dos ciclos.

Na figura 1, € possivel observar a duragdo média dos ciclos (nos animais que nio
entraram em anestro), sendo que a diferenca foi significativa entre abril e junho e entre
junho e agosto.

Figura 1. Duracdo média dos ciclos
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A representacdo gréafica da condi¢do corporal média (escala 1 a 5) dos animais

que ndo entraram em anestro estd expressa na figura 2:

Figura 2. Condi¢do corporal média
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A figura 3 ilustra a correlacdo média (r = -0,44) encontrada entre a queda na

condi¢do corporal e o aumento na duracgdo dos ciclos:

Figura 3. Condicao corporal médiae duragdo média dos ciclos

30 - -4
29 -
28 35
g 27 E:
g 26 - §-
3 8
T 25 A -3 o
(=] uAT
S 24 - 2
5 E
3 23 - / . ]
22 © '
21 -+
20 T T T T T T T 2

fev mar  abr mai jun jul ago set



28

Observa-se que, quando a duracdo dos ciclos comeca a aumentar, a condi¢io
corporal j4 estd em queda.

O fato de o alongamento nos ciclos dos animais tratados ter comegado
aproximadamente a2 mesma época em que OS animais controle entraram na fase
anovulatdria, pode ter sinalizado o momento em que fatores como qualidade nutricional
e temperatura ambiental e atingiram um nivel critico, culminando com a cessacdo da
atividade reprodutiva estacional na maioria das éguas do grupo Controle, mas ndo nas
éguas tratadas com fotoperiodo estimulante. Houve diferenca significativa no nimero
de ovulagdes e nimero de dias decorridos entre o inicio do tratamento e a udltima
ovulacdo do periodo experimental, mas nido sobre a duracdo de ciclos, quando sdo
considerados ambos os grupos. A auséncia de diferenga na duracdo de ciclos entre os
dois grupos, levando-se em conta interferentes como nutricdo e temperatura ambiental,
sugere que todos os animais sofreram influéncia destes fatores em seus ciclos
reprodutivos.

No grupo Tratamento, houve um ciclo anovulatério (um animal) e um ciclo
onde a divergéncia folicular foi atrasada em cerca de duas semanas (um animal); isto
pode ter representado o inicio de uma primeira fase da estagdo anovulatéria que ndo
evoluiu para um anestro de inverno, mas retornou as ovulagdes ciclicas possivelmente
por acdo do fotoperiodo estimulante. Considerando-se que o tratamento comecou vinte
e cinco dias apds o solsticio de verdo, é possivel que um ritmo circanual endégeno
inerente a atividade reprodutiva da égua, j4 em andamento, tenha sido interrompido e
revertido pela continuidade do tratamento com extensdo artificial do fotoperiodo.
Embora o tempo de resposta do hipotdlamo ao estimulo fético ndo seja conhecido
(SILVIA et al., 1986), estudos que quantificaram valores diretamente a partir dos
tecidos hipotalamicos e hipofisarios determinaram que niveis de GnRH presentes no
hipotdlamo estdo muito mais altos no inicio da estacdo reprodutiva, enquanto
concentracdes pituitdrias de LH, nesta mesma época, ndo estavam significativamente
maiores do que os niveis encontrados no anestro; isto levou a conclusdo de que o
hipotdlamo responderia a informacgdo fotoperiddica mais rapidamente que a hipéfise
(SILVIA et al., 1986), o que poderia explicar a reversdo deste ritmo reprodutivo
enddgeno.

Em um estudo que avaliou caracteristicas ovulatérias e de intervalo inter-

ovulatdrio na estagdo reprodutiva de éguas, Ginther e Pierson (1989) também
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observaram ciclos alongados, que foram associados a foliculos hemorragicos;
prolongamento das fases luteal e folicular sem, contudo, presenca de quaisquer
anormalidades ovarianas ou uterinas; e ovulacdao de diestro. Em nosso estudo, dentre
estes achados apenas a ocorréncia de foliculos hemorrdgicos nao foi observada. Neste
trabalho, 33,33% das éguas tratadas que continuaram ciclando ao longo do ano
apresentaram em algum momento corpo liteo de duracdo prolongada, confirmando o
estudo de Boeta et al. (2006), onde o mesmo ocorreu em 30,7% das éguas que
apresentaram atividade ovulatdria continua ao longo do ano.

Considerando-se os animais do grupo Controle, observa-se que a proporcao de
éguas que entrou em anestro apds um diestro prolongado (25%) foi préxima dos
achados de King et al. (1993), que observou o mesmo em 18,75% dos animais;
entretanto, a propor¢do encontrada no presente estudo diverge dos achados de Hughes
et al. (1975), que observaram prolongamento liteo em seis de nove éguas que entraram
em anestro, e do resultado obtido por Bisol (2007), onde 40% dos animais controle e
75% dos animais tratados apresentaram diestro prolongado.

O prolongamento da fase ldtea pode ter como causa a deficiéncia de producio
e/ou liberacio endometrial de prostaglandina. E possivel que niveis diminuidos de
estradiol no outono (NEQUIN et al., 2000; GINTHER et al., 2001) produzam um
alongamento da fase ldtea, uma vez que a producdo de prostaglandina é ativada pelo
estradiol (Vernon et al., 1981).

No grupo Tratamento, uma égua (14,29%) apresentou ovulagdo de diestro.
Ovulagdes no diestro sdo eventos paradoxais na égua, uma vez que ocorre ovulacdo
quando hé predominéncia de progesterona. Podem ocorrer por ocasido da existéncia de
dois foliculos dominantes que ovulam de maneira assincrona, provavelmente
provenientes de ondas foliculares diferentes (GINTHER, 1992). Apds ovulagdo nao
seguida de concep¢do, quando a prostaglandina F2-a (PFG2a) secretada pelo
endométrio lisa agudamente o corpo liteo originado da primeira ovulagdo, aquele
formado a partir do segundo foliculo ovulado (no diestro) ndo encontra-se maduro o
suficiente para lise, desta maneira alongando o ciclo do animal. Deficiéncias
endometriais na secre¢do de PGF2a também podem ser responsdveis pela ocorréncia de
prolongamento do corpo ldteo, assim como inflamag¢des no endométrio podem levar a
produgdo de PGF2q, lisando prematuramente um corpo liteo j4 maduro e ocasionando o

encurtamento do ciclo.
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Finalmente, este estudo demonstra que os indices de sucesso em programas de
transferéncia de embrides podem ser aumentados, uma vez que hd oportunidade de
emprego reprodutivo otimizado de doadoras e receptoras. Em centros e haras onde é
utilizada a transferéncia de embrides, situagdes controladas de alimentacdo seriam
certamente melhores para manutencdo da regularidade dos ciclos. A préitica da
manipulagdo da ciclicidade torna irrelevante a interferéncia de alongamentos nos ciclos

no manejo dos animais.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com fotoperiodo estimulante a partir da primeira metade do verdo
foi efetivo para manter ciclicidade de éguas durante outono e inverno.
A duragdo dos ciclos de outono e inverno pode ser influenciada pela qualidade

da alimentac¢do e temperatura ambiental.
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APENDICE A - Média de horas de luz/dia para as coordenadas da propriedade, durante

o periodo experimental
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APENDICE B - Concentracdes plasmaticas médias de progesterona para os animais

que entraram em anestro

Egua Grupo Concentracao média

progesterona (ng/ml)

C1 Controle 0,23
Cc2 Controle 0,24
C5 Controle 0,33
Co6 Controle 0,33
C7 Controle 0,25
C8 Controle 0,22
c9 Controle 0,30
C10 Controle 0,32

L6 Tratamento 0,26
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APENDICE C — Niimero de ovulagdes, média da duracio do ciclo, dias decorridos entre

o inicio do tratamento e a tltima ovulagdo, e dias decorridos entre o inicio do tratamento

e o anestro no grupo Controle.

Egua No. Ovulagoes Média ciclo Inicio do Inicio do
(dias) tratamento até tratamento até
ultima ovulaciao anestro (dias)
(dias)
Cl 4 23,67 105 143
C2 3 35,5 66 95
C3 9 23,875 200 -
Cc4 9 24,75 228 -
C5 1 - 10 95
Co 5 28,75 136 150
Cc7 8 18,857 138 150
C8 4 25 91 105
Cc9 4 27 105 127
C10 2 99 101 124
Médias 4,9 34,04 118 123,63
Mediana 4 25 105 125,50




35

APENDICE D — Niimero de ovula¢des, média da duracdo do ciclo e duragio do maior

ciclo nas éguas ciclicas do grupo Controle

Egua No.ovulacoes Duracao média ciclo Duracao do maior
(dias) ciclo (dias)
C3 9 23,875 27 dias
C4 9 24,75 36 dias

Médias 9 24,31 -
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APENDICE E - Resultados obtidos para o grupo Tratamento durante o periodo

experimental.
Egua No.ovulacoes Duracao média Inicio do Maior ciclo
ciclo (dias) tratamento até (dias)
ultima ovulacao
(dias)
L1 10 25,45 226 57*
L3 10 25,33 235 30
L4 11 23,8 236 37
L5 10 24,33 229 31
L6 5 21,75 96 25
L7 9 26,38 220 42
L9 10 23,778 228 33
Médias 9,286 24,403 210 -
Mediana 10 24,33 228 -

*Apresentacdo de um ciclo anovulatério
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