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RESUMO: As zebras-das-planicies (Equus quagga) desempenham um papel ecologico
fundamental nos ecossistemas africanos como importantes herbivoros que contribuem para a
manutencdo da biodiversidade, além de representarem fonte de alimento para predadores de
grande porte. Apesar de sua relevancia ecoldgica e conservacionista, as zebras vém enfrentando
ameagas como perda de habitat, caca ilegal e competicdo com animais de criagdo, fatores que
comprometem sua sobrevivéncia a longo prazo. A escassez de estudos e informagdes sobre a
fisiologia reprodutiva dessa espécie representa um obstaculo a aplicagdo de biotecnologias
reprodutivas, que poderiam auxiliar em programas de conservagdo. A maior parte das
informacdes disponiveis decorre de observagdes comportamentais em vida livre ou em
zoologicos, bem como de analises post mortem, com poucos registros da dindmica ovariana ao
longo do ciclo estral. Portanto, este estudo objetivou descrever a dindmica folicular de zebras-
das-planicies em ciclos estrais espontineos e induzidos. O estudo foi conduzido em um
zooldgico no Brasil ao longo de 24 meses, utilizando quatro zebras fémeas ndo prenhes,
submetidas a monitoramento ultrassonografico diario. Foram avaliados dois experimentos: (i)
caracterizacdo de ciclos estrais espontaneos e (ii) ciclos com indu¢ao hormonal da ovulagao
utilizando prostaglandina (PGF2a) e gonadotrofina corionica humana (hCG). Nos ciclos
espontaneos, as zebras apresentaram intervalos interovulatdrios prolongados (aproximadamente
37,7 dias), baixa quantidade de foliculos antrais (média de 3,1 + 0,3), auséncia de ondas
foliculares tipicas e ocorréncia frequente de ovulagdes duplas. Os foliculos pré-ovulatorios
apresentaram diametro médio aproximado de 36 mm e crescimento folicular mais lento quando
comparado ao observado em éguas e jumentas. Nos ciclos induzidos, observou-se resposta
previsivel aos tratamentos hormonais, com ovulagdes ocorrendo em intervalos consistentes apos
a aplicacdo de PGF2a e hCG, acompanhadas por foliculos pré-ovulatorios de tamanho
compativel com a espécie. Além disso, os foliculos induzidos apresentaram maiores taxas de
crescimento durante o periodo pré-ovulatorio quando comparados aos ciclos espontaneos.
Conclui-se que as zebras apresentam caracteristicas reprodutivas particulares quando
comparadas a equideos domésticos, incluindo ciclos estrais mais longos e dindmica folicular
distinta. No entanto, a resposta previsivel aos farmacos utilizados indica que protocolos de
inducdo de ovulagdo podem ser aplicados com sucesso, fornecendo base e incentivos para um

futuro emprego de técnicas de reproducao assistida na conservagdo da espécie.

Palavras-chave: Tecnologias de Reproducdo Assistida. Ultrassonografia. Hormonios

Reprodutivos. Sincronizacdo de estro.



ABSTRACT: Plains zebras (Equus quagga) play a fundamental ecological role in African
ecosystems as important herbivores that contribute to the maintenance of biodiversity, in addition
to serving as a food source for large predators. Despite their ecological and conservational
relevance, zebras have been facing threats such as habitat loss, illegal hunting, and competition
with livestock species, which may compromise their long-term survival. The scarcity of studies
and information on reproductive biotechnologies is a concern, hampering the development of
conservative programs. Most of the available information derives from behavioral observations
in free-ranging or captive animals, as well as post-mortem analyses, with few records of ovarian
dynamics throughout the estrous cycle. Therefore, this study aimed to describe the follicular
dynamics of plains zebras in both spontaneous and induced estrous cycles. The study was
conducted in a zoo in Brazil over a period of 24 months, using four non-pregnant female zebras
that were subjected to daily ultrasonographic monitoring. Two experiments were evaluated: (i)
chacterization of spontaneous estrous cycles and (ii) cycles with hormonally induced ovulation
using prostaglandin (PGF2a) and human chorionic gonadotropin (hCG). During spontaneous
cycles, zebras showed prolonged interovulatory intervals (approximately 37.7 days), a low
number of antral follicles (mean of 3.1 £ 0.3), absence of typical follicular waves, and more
frequency of double ovulations. Pre-ovulatory follicles had an average diameter of approximately
36 mm and exhibited slower follicular growth when compared with that observed in mares and
jennies. In induced cycles, a predictable response to hormonal treatments was observed, with
ovulations occurring at consistent intervals after the administration of PGF2a and hCG,
accompanied by pre-ovulatory follicles of sizes compatible with the species. Additionally,
induced follicles showed higher growth rates during the pre-ovulatory period when compared
with spontaneous cycles. It is concluded that zebras had reproductive characteristics compared to
domestic equids, including longer estrous cycles and distinct follicular dynamics. However, the
predictable response to the drugs used indicates that ovulation induction protocols can be
successfully applied, providing a basis and encouragement for the future use of assisted

reproductive techniques in the conservation of this species.

Keywords: Assisted Reproductive Technologies. Ultrasonography. Reproductive Hormones.
Estrus Sinchronicity.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, existem trés espécies de zebra viventes: a zebra-das-planicies (Equus
quagga), a zebra-da-montanha (E. Zebra) e a zebra-de-Grévy (E. Grevyi); entretanto, todas as
espécies de zebra enfrentam desafios criticos a sua sobrevivéncia (Ireland & Ruxton, 2025;
Kirathe & Rubenstein, 2025; IUCN SSC Equid Specialist Group, 2025). Como herbivoro
pastejador, a zebra-das-planicies promove a biodiversidade por meio da manutencdo e
regulagao do crescimento das savanas e pastagens, além de atuar como importante fonte
alimentar para grandes predadores (Fischhoff, 2007). Embora a zebra desempenhe um
importante papel cultural e ecoldgico como espécie-chave das savanas do leste e sul da Africa,
os estudos sobre sua fisiologia reprodutiva ainda sdo escassos. Além disso, grande parte do
conhecimento fundamental disponivel acerca da fisiologia reprodutiva das zebras foi obtida a
partir de exames post-mortem (Smuts, 1976; Westlin-van Aarde et al., 1988), dados
observacionais sobre o parto e comportamento reprodutivo (King, 1965; Wackernagel, 1965)
ou avaliagdes de niveis hormonais em fezes e urina (Asa et al., 2001).

Embora a zebra-das-planicies ndo seja atualmente classificada como espécie ameagada
de extingdo, essa espécie enfrenta desafios criticos a sua sobrevivéncia, uma vez que muitos
individuos sdo cacados ou mortos ilegalmente devido ao valor de suas peles distintas e valiosas.
Adicionalmente, as zebras sdo fortemente afetadas pela fragmentagdo de habitats decorrente da
intervencdo humana e da competicdo com animais domésticos (Fischhoff, 2007; King e
Moehlman, 2016). Dessa forma, esforcos de conservagdo, incluindo programas de manejo
reprodutivo em ambientes in sifu € ex situ, s30 essenciais para garantir a sobrevivéncia dessa
importante espécie africana. Devido a limitacdo de estudos sobre a fisiologia reprodutiva da
zebra, a maior parte das informacdes referentes a dindmica ovariana, folicular e uterina ao longo
do ciclo estral € inferida a partir de outras espécies de equideos domésticos mais bem estudadas,
como a égua e a jJumenta (Li et al., 2021; Segabinazzi et al., 2023) e até mesmo entre diferentes
racas de éguas (Gastal et al., 2008a). Ainda assim, a ciclicidade reprodutiva tanto em éguas
quanto em jumentas € caracterizada por ondas de emergéncia sincronizadas, e crescimento e
regressdo sincronizados de multiplos foliculos ovarianos (estruturas que abrigam o o0dcito).
Estas ondas de emergéncia folicular, por vezes, sdo acompanhadas pela sele¢do de um foliculo
dominante, que potencialmente ovulara (Gastal et al., 1997; Li et al., 2021; Segabinazzi et al.,

2023). Diversos tipos dessas ondas foliculares ja foram caracterizados em éguas e jumentas,



incluindo ondas maiores, nas quais ocorre a selecdo e o estabelecimento de dominancia de um
foliculo enquanto os foliculos subordinados entram em regressao, e ondas menores, nas quais a
dominancia ndo ocorre (Ginther, 2012; Li et al., 2021; Duval et al., 2022; Segabinazzi et al.,
2022). As ondas maiores podem ser ainda subdivididas em ondas primarias, nas quais o foliculo
dominante ovula, e ondas secundérias, nas quais ele regride (Ginther, 2012). Em éguas e
jumentas, podem ocorrer de uma a trés ondas foliculares por intervalo interovulatorio (IOI;
intervalo entre duas ovulagdes consecutivas), sendo que cada IOI apresenta duragdo média entre
21 e 26 dias, dependendo de diversos fatores, incluindo espécie, raga e época do ano (Gastal et
al., 2008a; Li et al., 2021; Duval et al., 2022; Segabinazzi et al., 2022).

O desenvolvimento de ARTs em espécies de zebra tem sido lento quando comparado
aos equideos domésticos, provavelmente devido a dificuldade de contencdo segura e eficaz e a
escassez de informacgdes sobre a fisiologia reprodutiva (Adams et al., 2009). Apesar dessas
limitagdes, algumas técnicas de reproducdo assistida ja foram estudadas em zebras, incluindo
OPU e fertilizagdo in vitro (IVF; Meintjes et al., 1997), transferéncia nuclear de células
somaticas (SCNT; Gambini et al., 2020) e transferéncia de embrides (Summers et al., 1987).
De fato, um potro da espécie zebra-das-planicies nasceu a partir da transferéncia de embrido
para uma égua ponei da raga Welsh (Summers et al., 1987). Ainda assim, as ARTs mais bésicas
e menos invasivas (por exemplo, protocolos de inseminagdo artificial, ainda ndo foram
plenamente desenvolvidas para zebras, principalmente devido a falta de conhecimento sobre a
sua fisiologia reprodutiva.

Nesse contexto, a zebra-das-planicies apresenta-se como uma espécie particularmente
atrativa para estudos, uma vez que sua populacdo relativamente maior (150.000-250.000
individuos adultos; King e Moehlman, 2016) permite seu uso como espécie modelo para o
estudo de zebras mais ameacadas, como a zebra-de-Grévy (<2.000 individuos adultos;
Rubenstein et al., 2016) e a zebra-da-montanha (<35.000 individuos adultos; Gosling et al.,
2019). Portanto, estudos que caracterizem o ciclo estral da zebra-das-planicies avaliem o
impacto de farmacos exdgenos comumente utilizados em ARTs (como prostaglandinas e
gonadotrofinas coridnicas) sdo essenciais para o desenvolvimento de métodos seguros, eficazes
e aplicaveis de reproducdo assistida nessa espécie de importancia critica em diversos biomas.

Com base nas informacdes prévias sobre a dindmica folicular da égua e da jumenta, e
caréncias destas informacdes em zebras, o presente estudo levantou as seguintes hipoteses: (1)
embora apresente semelhangas coma égua e a jumenta, as fémeas de zebra-das-planicies exibem

diferengas especificas relacionadas ao ciclo estral e a dindmica folicular; (i1) a fémea de zebra-



das-planicies responde de forma adequada e consistente a farmacos luteoliticos e indutores da
ovulagao.

Portanto, o presente estudo originalmente descreve e compara, a dinamica folicular de
fémeas de zebra-das-planicies (Equus quagga) utilizando dados obtidos por meio de
monitoramento ultrassonografico transretal dos ovarios durante ciclos estrais espontaneos (sem
administracdo de hormonios exdgenos - Experimento 1) ou ciclos com indu¢do da ovulagdo

(administragdo de hormonios exdgenos - Experimento 2).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Taxonomia, distribuiciio geografica e habitat das espécies de zebra

As zebras pertencem a familia Equidae, que inclui cavalos, jumentos e asnos selvagens.
Dentro do género Equus, sao reconhecidas trés espécies de zebras: a zebra-de-Grévy (Equus

grevyi), a zebra-da-montanha (Equus zebra) e a zebra-das-planicies (Equus quagga).

2.2 Caracteristicas gerais sobre zebras e distribuicao geografica

As zebras sdo equideos ndao domésticos que desempenham papel fundamental nos
ecossistemas africanos, especialmente em ambientes de savanas e campos abertos. Como
herbivoros pastejadores, contribuem diretamente para o controle de vegetacdo, a ciclagem de
nutrientes e a manutencao da heterogeneidade dos habitats, influenciando a dindmica de outras
espécies herbivoras e de seus predadores naturais (Rubenstein, 2008; Moehlman, 2022). Além
disso, as zebras atuam como importantes dispersoras de sementes e constituem uma fonte
essencial de alimento para grandes carnivoros, contribuindo para o equilibrio ecolégico.

A zebra-de-Grévy (Equus grevyi) apresenta distribui¢@o restrita as regides semiaridas do
norte do Quénia e partes da Etidpia, com sua principal populagao concentrada no ecossistema
Laikipia-Samburu (Sundar esan et al., 2008). A zebra-da-montanha (Equus zebra) ocorre
principalmente em regides montanhosas e aridas do sul da Africa, abrangendo a Namibia e Africa
do Sul (Novellie et al., 2002). A zebra-das-planicies (Equus quagga), por sua vez, apresenta a
distribui¢do mais ampla entre as espécies, ocorrendo em extensas areas da Africa subsaariana,
especialmente em savanas e campos abertos (Shedrack, 2002).

A zebra-das-planicies ¢ a espécie de zebra mais abundante e amplamente distribuida na
Africa, com populacdes estimadas entre 500.000 e 750.000 individuos (IUCN Red List, 2015;
World Land Trust, 2024). Essa espécie atua como engenheiro ecologico das pastagens africanas,
moldando a estrutura da vegetagdo através do pastoreio seletivo e facilitando o acesso de outras
espécies herbivoras a forragem de melhor qualidade (Ireland & Ruxton, 2025). Apesar de sua
abundancia relativa, a zebra-das-planicies tem experimentado declinios regionais significativos,
com uma reducao aproximada de 25% desde 1992 em muitos paises de sua distribuicao (IUCN
Red List, 2015).

Apesar de sua relevancia ecoldgica, cultural e econdmica, algumas espécies de zebras
apresentam declinio populacional significativo. A zebra-de-Grévy e a zebra-da-montanha
encontram-se classificadas como ameagadas de extingdo segundo a lista vermelha da Unido

Internacional para a Conservagdao da Natureza (IUCN, 2008). Entre os principais fatores
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associados a esse declinio destacam-se a perda e fragmentagdo de habitat, a competicdo da
disponibilidade de recursos hidricos, a caca e a crescente pressao antropica. Nesse contexto, o
conhecimento aprofundado sobre a fisiologia reprodutiva das zebras torna-se essencial para
subsidiar estratégias eficazes de conservagao, tanto in situ quanto ex situ.

No entanto, diferentemente dos equideos domésticos, as zebras apresentam limitagdes
comportamentais ¢ de manejo que dificultam a obten¢do de dados reprodutivos detalhados,
resultando em lacunas significativas no conhecimento cientifico sobre aspectos como dinamica
folicular, caracteristicas do ciclo estral e resposta a interven¢des hormonais (King, 1965; Smuts,

1976; Asa et al., 2001).

2.3 Caracteristicas morfoldgicas, comportamento social e anatomia

As zebras distinguem-se facilmente de outros equideos por seu padrdo caracteristico de
listras pretas e brancas, o qual varia entre espécies e individuos. Essas listras desempenham
funcdes adaptativas ainda ndo completamente esclarecidas, sendo associadas principalmente a
protecdo contra ectoparasitas, a termorregulagdo e ao reconhecimento social (Larison et al., 2015).
Cada individuo apresenta um padrdo unico de listras, funcionando como uma "impressao digital"
(Larison et al., 2015).

Do ponto de vista social, as zebras apresentam sistemas de organizacao distintos entre as
espécies. As zebras-das-planicies e as zebras-da-montanha organizam-se predominantemente em
haréns, compostos por um garanhdo dominante, varias fémeas tendem a permanecer no mesmo
grupo ao longo da vida, enquanto os machos abandonam o grupo ao atingir a maturidade sexual
para formar novos haréns (Grubb, 1981; Furstenburg, 2009).

Em contraste, a zebra-de-Grévy apresenta um sistema social territorial, no qual os machos
defendem 4areas especificas para atrair as fémeas em estro. As fémeas ndo permanecem fixas em
um Unico territorio, deslocando-se entre diferentes areas em busca de recursos, o que resulta em
um sistema reprodutivo mais flexivel e poliandrico (Mohelman, 2002; Rubenstein, 1986).

O sistema reprodutor feminino das zebras ¢ semelhante ao de outros equideos, sendo
composto por dois ovarios, ovidutos pares, dois cornos uterinos, corpo do utero, cérvix e vagina
(Ginther, 1992). Nos exemplares de zebra-das-planicies, os ovarios apresentam aproximadamente
5 cm de comprimento, enquanto os cornos uterinos medem entre 20 e 25 cm, € o0 corpo uterino
entre 10 e 15 cm (King, 1965).

A zebra-de-Grévy apresenta 6rgdos reprodutivos cerca de 10% maiores que os da zebra-
das-planicies, o que esta relacionado ao maior porte corporal da espécie (King, 1965). Em relacao

as zebras-da-montanha, embora existam poucos dados morfologicos detalhados, estudos indicam



que o tamanho e peso ovariano situam-se em valores intermediarios entre as demais espécies, com
caracteristicas anatomicas tipicas dos equideos, como a presenga da fossa de ovulagdo (Smuts,

1976, Westlin-van Aarde et al., 1988).
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Figura 1. Esquema representativo do trato reprodutivo feminino da zebra-das-planicies (Equus quagga).

Fonte: Smuts, C.L. (1976).



2.4 Aspectos da reproducio em zebras

2.4.1 Comportamento reprodutivo

As zebras apresentam sistema de acasalamento poliginico, no qual um macho copula com
multiplas fémeas. Nas zebras-das-planicies e nas zebras-da-montanha, as f€émeas tendem a formar
vinculos duradouros com um tinico macho, enquanto na zebra-de-Grévy o sistema ¢ mais flexivel,
com fémeas copulando com diferentes machos ao longo do ciclo reprodutivo (Ginsberg &
Rubenstein, 1990).

A detecgdo do estro corre por meio de sinais comportamentais e quimicos, incluindo
posturas especificas, vocalizagdes e o reflexo de flehmen por parte dos machos. O periodo de estro
¢ caracterizado por aumento de receptividade sexual, sendo a copula geralmente breve, porém

repetida ao longo desse periodo (Rubenstein, 1994).

2.4.2 Ciclo estral e dinAmica ovariana em zebras

O ciclo estral das zebras é dividido em fase folicular e luteal, semelhante ao observado em
equideos domésticos (Ginther, 1992). A fase folicular ¢ marcada pelo crescimento dos foliculos,
aumento da producdo de estrogénio e manifestacdo de comportamento estral, enquanto a fase
luteal caracteriza-se pela formacdo e atividade do corpo liteo, com secre¢do de progesterona
(Smuts, 1974).

A duragdo do ciclo estral varia entre 19 e 33 dias, com estro durando entre 2 ¢ 9 dias. A
ovulacdo ocorre geralmente nas tltimas 24 a 48 horas do estro e acontece exclusivamente na fossa
ovulatoria, estrutura caracteristica dos ovarios de equideos (King, 1965; Van Niekerk &
Morgenthal, 1990).

As zebras sdo consideradas poliéstricas sazonais, apresentando maior atividade
reprodutiva durante a esta¢do chuvosa, periodo associado a maior disponibilidade de alimento
(Smuts, 1976; Nunez et al., 2011).

Especificamente, aproximadamente 85% de todos os acasalamentos e parigdes ocorrem
durante os meses chuvosos de verdo, entre outubro e marco, quando hd maior disponibilidade de
forragem de qualidade (Smuts, 1976). Embora o ciclo reprodutivo das zebras seja sincronizado
com o fotoperiodo, similar aos equideos domésticos, a reproducdo das zebras ¢ influenciada nao
apenas pela variagdo no comprimento do dia, mas também pela disponibilidade de recursos
alimentares e hidricos (Nunez et al., 2011).

Diferentemente dos cavalos domésticos, que apresentam sazonalidade reprodutiva

fortemente controlada pelo fotoperiodo, as zebras mostram maior flexibilidade reprodutiva,
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podendo ciclar durante todo o ano em ambientes de cativeiro quando h4 adequada disponibilidade
de alimento (Nunez et al., 2011). Fora da estacao reprodutiva, as fémeas podem entrar em anestro,
caracterizado pela auséncia de ovulagdo e pela presenga apenas de pequenos foliculos ovarianos

(Smuts, 1979; Westlin-van Aarde et al., 1988).

2.4.3 Gestacao, parto e periodo pés-parto

A duragdo da gestacdo varia entre as espécies. Na zebra-das-planicies, a gestagdo dura em
média 371 dias, enquanto na zebra-de-Grévy pode ultrapassar 390 dias (King, 1972; Read et al.,
1992). A zebra-da-montanha apresenta periodo gestacional aproximado de um ano.

O parto ocorre geralmente de forma isolada, com fémeas afastando-se do grupo. Apos o
nascimento, o potro apresenta rapido desenvolvimento locomotor, permanecendo proximo a mae.
O estro pos-parto ocorre entre 7 e 14 dias apos o parto, embora a fertilidade desse primeiro estro
possa variar entre espécies e individuos (Wackernagel, 1966; Smuts, 1974).

No puerpério, além da recuperacao uterina, ocorre a eliminagdo dos anexos fetais € o
restabelecimento progressivo da atividade reprodutiva. Em observacdes da zebra-de-Grévy
(Equus grevyi) a placenta pode ser expelida poucos minutos apds o parto (~ 8 min), e 0 neonato
apresenta elevada precocidade locomotora, tentando levantar-se em poucos minutos ¢
conseguindo manter-se em estacdo e caminhar pouco tempo depois, 0 que ¢ consistente com
estratégias de sobrevivéncia em ambientes com pressdo de predadores (Roberts, 2012).

Em zebras-das-planicies (Equus quagga), também ¢ descrito o retorno precoce ao estro
apos-parto ("cio do potro"), geralmente entre 7 a 10 dias apds o nascimento; em dados do Parque
Nacional Kruger, o primeiro estro pds-parto ocorreu entre 8 e 9 dias, com duracgdo aproximada de
seis dias (Smuts, 1976). Esse retorno produtivo pode ocorrer ainda durante a lactagio, permitindo
uma nova concepcao enquanto a fémea mantém os cuidados maternos com o filhote.

Ha relatos de lactagdo em torno de 7 a 11 meses e desmame comumente proximo de 11

meses (variagdo de 9 a 16 meses) (Smuts, 1976).

2.5 Consideracoes

O conhecimento detalhado do ciclo estral e da dindmica ovariana ¢ fundamental para o
sucesso dessas técnicas. Assim, a extrapola¢do dos protocolos desenvolvidos para equinos
domésticos tem sido utilizada como base para o manejo reprodutivo de zebras. Portanto, embora
adaptacdes especificas sdo necessarias devido as particularidades fisiologicas e comportamentais
dessas espécies, o que torna premente o desenvolvimento de conhecimentos direcionados a
compreensdo da fisiologia do sistema reprodutivo das zebras focado na aplicabilidade de

tecnologias de reprodugao assistida.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Este estudo foi conduzido em um zoologico particular no Brasil, no estado do
Maranhao, na cidade Santa Luzia do Tide, ao longo de um periodo de 24 meses. Foram
utilizadas em fémeas de zebra-das-planicies saudaveis e ciclicas (Equus quagga; n=4), com
idades entre 5 e 8 anos (média, 6,5 = 0,6 anos), pesos médios de 375,0 + 15,5 kg (variagao,
350-420 kg) e em bom escore de condi¢ao corporal (escores 6-7; Henneke et al., 1983; Bray
e Edwards, 1999). As quatro zebras haviam parido previamente 1-2 potros vivos pelo menos
um ano antes do inicio da coleta de dados e nao estavam lactando no momento dos
experimentos. Do ponto de vista do bem estar animal, cada zebra recebeu aproximadamente
12 meses de treinamento para adaptacdo ao manejo humano, bem como condicionamento
apropriado para entrar no tronco de contengdo para permitir a realiza¢do segura de palpagao
transretal e exames ultrassonograficos.

Durante todo o experimento, todos os animais foram mantidos juntos sob as mesmas
condi¢des de manejo, em pastagem natural, com acesso ad libitum a 4gua e ao sal mineral, além
de suplementag¢dao com 3 kg de ragdo balanceada por dia, fornecida em incrementos de 1 kg ao
longo do dia. Ademais, nenhum animal foi exposto a iluminacdo artificial para inducdo de
fotoperiodo. Toda a pesquisa deste estudo foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa
Institucional do Departamento de Medicina Veterinaria, Campus Sousa, Instituto Federal de

Educagao, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba, Brasil, processo numero 23000.003528.2025-01.

3.2 Delineamento experimental e avaliacio ultrassonografica

Todas as zebras foram examinadas diariamente por via transretal utilizando ultrassom
modo B (Pie Medical 480; Pie Medical Imaging, Maastricht, Limburg, Paises Baixos)
equipado com transdutor linear (5 MHz) para avaliacdo do trato reprodutivo. Nao foram
utilizados sedativos, agentes espasmoliticos ou anestesia epidural caudal durante os exames.
A palpagdo transretal e as avaliacdes foram realizadas pelo mesmo operador experiente e
duraram aproximadamente 5 —10 minutos por zebra. Neste estudo foram conduzidos dois
experimentos.

A coleta de dados foi iniciada somente apds esses 16 meses de treinamento intensivo e foi

realizada sem seda¢dao em todas as zebras. Todos os dados foram coletados de abril a novembro
9



por meio de ultrassonografia transretal, sendo observado um efeito sazonal minimo. Imagens
ultrassonograficas de (A-C) foliculos, (D-E) corpos luteos e (F-H) ttero em zebras sao
apresentadas (Fig. 3). Foliculos em diferentes estdgios podem ser visualizados, incluindo (A)
foliculos em inicio de crescimento, (B) um futuro foliculo dominante préximo a um foliculo
pequeno e (C) um foliculo pré-ovulatorio. Em (D), observa-se um corpo lateo (CL) grande e
recente ao lado de um foliculo pequeno. Em (E), ¢ mostrado um CL em regressdo. O tutero ¢
apresentado em diferentes estagios do ciclo estral da zebra, incluindo (F) a bifurcacdo dos cornos
uterinos durante o diestro, (G) o corpo uterino durante o diestro ¢ (H) um corte transversal do
corno uterino durante o estro.

O Experimento 1 teve como objetivo avaliar os ciclos estrais espontaneos em 4 zebras
(“Devassa”. “Maravilha”, “Pepita” e “Vitoria”) ao longo de dois a trés intervalos
interovulatorios (IOI) ndo consecutivos. J4 no experimento 2 teve como objetivo avaliar a
viabilidade do encurtamento do ciclo estral (short-cycling) e da sincronizacdo da ovulacao,
bem como avaliar a dindmica folicular e o tempo até a ovulacdo ap6s aplicacdes de hormonios
exogenos em duas zebras (“Pepita” e “Vitéria”) ao longo de 5 ciclos ndo consecutivos de
indugdo da ovulagao.

Os animais foram avaliados diariamente na mesma ordem ao longo do periodo

experimental para evitar efeitos de defasagem temporal (time-leg) na coleta de dados.

Figura 2. Imagens ultrassonogréficas do trato reprodutivo.

Fonte: Arquivo pessoal dos autores (2011).
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3.3 Encurtamento do ciclo estral (short-cycling) e sincronizacio da ovulacao

No experimento 2, foram avaliados 5 ciclos de indugdo de ovulacao em duas zebras
(n= 10 ciclos no total) apds a administragao intramuscular de 0,5 ml de um analogo sintético
de prostaglandina (PG; dinoprost tromethamine; Lutalyse, 5 mg-ml IM; Zoetis, Parsippany,
NJ, USA) em dia aleatdrio, estabelecido a partir da presenga de um foliculo com pelo menos
25mm de didmetro.

Quando o maior foliculo atingiu didmetro entre 26 ¢ 35 mm, na presenca de edema
uterino moderado (classificagdo da ecotextura endometrial = 2 de 4; Oliveira et al., 2019),
foram administradas via intravenosa 1500 UI de gonadotrofina coridonica humana (hCG;

Vetecor; 1000 UI /ml iv; Hertape-Calier, Sao Paulo, Brasil; Tazawa et al., 2017).

3.4 Avaliacado da dinamica ovariana

3.4.1 Acompanhamento e mensuracio folicular

Durante cada exame ultrassonografico, as estruturas ovarianas como foliculos antrais,
corpo luteo (CL) e corpo albicans observados em cada ovario foram registrados em caderno
apropriado. A localizacdo retrospectiva de foliculos, CL e corpo albicans foi utilizada como
referéncia para identificar ¢ monitorar o desenvolvimento dos foliculos antrais (Ginther,
1995). O CL e o corpo albicans ndo foram acompanhados ou mensurados diariamente a fim
de reduzir o tempo de cada exame ultrassonografico. O acompanhamento diario dos foliculos
foi iniciado quando um foliculo atingiu didmetro > 2mm.

Esse procedimento foi essencial para caracterizar adequadamente a emergéncia
folicular precoce e a dindmica folicular. Os diametros dos foliculos e do CL (apenas no dia da
ovulagdo) foram mensurados utilizando-se a média entre altura e largura da maior area visivel

do antro e do tecido luteal, respectivamente (Ginther, 1995).

3.4.2 Surgimento folicular, divergéncia e taxas de crescimento

O surgimento do futuro foliculo dominante /ovulatério foi definido como o dia em que
o foliculo atingiu 6 mm de didmetro e apresentou crescimento continuo posteriormente; por
sua vez, a divergéncia folicular foi identificada como o dia em que os dois maiores foliculos
de uma onda ovulatoria esperada passaram a apresentar diferentes taxas de crescimento
(Gastal et al., 1997; Gastal et al., 1999).

A taxa de crescimento do futuro foliculo dominante/ovulatdrio foi calculada dividindo-

se o total das mudangas didrias de didmetro pelos nimeros de dias mensurados.
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A ovulacao foi determinada pelo desaparecimento do foliculo pré-ovulatério, pela
formacdo de um corpus hemorrhagicum em alguns casos e pelo aparecimento de um CL

recente nas imagens ultrassonograficas em avaliacdes subsequentes (Ginther, 1995).

3.4.3 Identificacido de onda foliculares e classificacdo dos foliculos

Ap6s inspegdo dos dados, avaliou-se a presenca de ondas foliculares, com foco no
numero total, frequéncia e tipos de ondas durante cada IOI (Ginther, 1995). Para que os
foliculos fossem considerados parte de uma mesma onda, eles deveriam emergir
conjuntamente dentro de um periodo de 2-3 dias apds o surgimento do futuro foliculo
dominante (Gastal et al., 1999; Gastal et al., 2000) e deveriam continuar crescendo em paralelo
ao futuro foliculo dominante por pelo menos 5-7 dias apds seu surgimento.

Como apenas um pequeno nimero de foliculos ¢ detectado diariamente em zebras ao
longo do IO], os trés maiores foliculos (F1, o maior; F2, o segundo maior; F3, o terceiro maior)
por animal foram plotados diariamente.

Além disso, todos os foliculos visiveis com diametro > 2 mm foram contados e
agrupados em 6 classes de tamanho: 2-5 mm, 5,1-10 mm, 10,1-15 mm, 15,1-20 mm, 20,1-25

mm € > 25 mm.

3.4.4 Avaliacao do edema uterino

As avaliagOes ultrassonograficas da ecotextura endometrial foram realizadas
diariamente pelo mesmo operador, de forma cega quanto ao estagio do ciclo estral de cada
zebra. A avaliacdo do edema uterino foi realizada por meio da pontuacdo da ecotextura
endometrial (variagdo: escore 1= minimo a escore 4= maximo; Ginther e Pierson, 1984)
utilizando visualizagdo ultrassonografica de imagens em corte transversal de ambos os cornos
uterinos e corte longitudinal do corpo uterino.

A avaliagdo do edema uterino € relevante por refletir a acdo estrogénica sobre o
endométrio durante o estro, constituindo um importante indicador da proximidade da ovulacao
e auxiliando na compreensao da dinamica do ciclo estral, bem como no momento adequado
para a inducao da ovulacao e aplicagao de técnicas de reprodugdo assistida.

Fotografias do processo de ultrassonografia em zebras sdo apresentadas (Fig. 2), a
fémea de zebra (na imagem: “Pepita”) foi conduzida ao brete e preparada para a avaliacdo
ultrassonografica. O operador do ultrassom posicionou-se atrds do animal, enquanto um
auxiliar permaneceu na regido da cabega. No monitor, imagens da ultrassonografia transretal
sdo apresentadas, observando-se um foliculo pré-ovulatorio a esquerda do monitor e, a direita,

um corte transversal do tero em estro (aspecto de "gomos de tangerina").
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Figura 3. Fotografias do manejo e ultrassonografia zebra "Pepita".

Fonte: Arquivo pessoal dos autores (2011).

3.5 Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS (versao 9.4-
TSIMS, 2023, SAS Institute, Cary, NC, USA). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado
para verificar a distribuicdo normal do conjunto de dados. Para desfechos que nao
apresentaram distribui¢do normal, os dados foram transformados utilizando rank ou log10.
Todos os dados normais, ou que se tornaram normais apos transformagao, foram analisados
por one-way ANOVA, seguida por testes post hoc de Tukey quando aplicavel.

Dados que permaneceram nao normais apos transformagdo, foram analisados por
testes nao paramétricos (Kruskal-Wallis e testes post hoc de Dunn). Os dados foram expressos
como média + E.P.M., salvo indicagdo em contrario. Considerou-se a diferenca significativa
quando P< 0,05, e quando entre 0.05> P < 0,1, as comparagdes indicaram tendéncia a

significancia.
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4. RESULTADOS

Experimentol. Ciclos estrais espontineos

4.1 Dinamica folicular

Os intervalos médios (em dias) do intervalo interovulatorio (I01; ovulagdao-ovulagdo) e das
principais fases do desenvolvimento folicular (ovulacdo — emergéncia, emergéncia - diametro
maximo, emergéncia - ovulagdo, entre outras), bem como os didmetros dos trés maiores foliculos
e o numero de foliculos por dia durante o 10OI, estdo apresentados para cada ciclo e no conjunto
de ciclos (Tabela 1). No IOI e na analise geral, as taxas de crescimento desde a emergéncia até o
diametro méaximo, nos Dias —6 ¢ —3 e nos dias —3 e —1 foram maiores (P < 0,005) ao observado

no IOI 1.
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Pontos finais 101 (Ciclo 1) | IOI 2 (Ciclo 2) | Geral (n=9
(n= 4 ciclos) | (n= S5 ciclos)§ ciclos)

Intervalos (dias) a partir de:

Ovulag¢ao — ovulagdo 38,5+1,8 37,0 £1,8 37,7 £1,2

Ovulagdo — emergéncia 5,1%1,0 4,6 1,2 6,5+1,5

(>6mm)

Emergéncia — didmetro 32,0 1,8 32,6 +2,5 30,5 £0,5

maximo

Emergéncia — ovulagdo 34,4 £2,5 32,0 £1,0 33,7 +1,8

Ovula¢ao — diametro maximo | 36,0 1,2 36,8 1,8 35,4 1,7

Diametro maximo — ovulagao | 1,7 £0,2 1,8 £0,3 1,6 £0,2

Diametro do foliculo

ovulatorio (mm):

Na emergéncia 6,8 £0,5 8,5 0,5 7,3 £0,5

No didmetro maximo 37,3 £0,5 35,8 £0,6 36,4 £0,4

No Dia -1 37,3 £0,5 35,8 £0,6 36,4 0,4

Taxas de crescimento

(mm/dia) do foliculo

ovulatorio, de:

Emergéncia — didmetro 1,0 £0,12 1,0+£0,12 0,9+0,0

maximo

Didmetro maximo — Dia -1 0,1 =£0,1b 0,0 =0,0b 0,5+0,5

Dias -6 a -3 1,0+0,12 0,9+0,1 0,9+0,12

Dias -3 a-1 0,9+0,22 0,8+0,1 0,8+0,12

Trés maiores foliculos (mm)¥

F1 (maior) 19,7 £0,5A 22,7 +1,0B 21,6 +0,8

F2 7,6+1,7 7,5%+1,6 7,511

F3 58+1,5 6,4+1,6 6,2+1,0

N°de foliculos por dia durante

0 101

2-5 mm 1,4+0,428 0,6+0,2 1,0£0,3

5,1-10 mm 0,8+0,32 0,5+0,2 0,7+0,2

10,1-15 mm 0,4 +0,23p 0,3+0,1 0,3+0,1

15,1-20 mm 0,3+0,12b 0,4+0,1 0,3+0,1

20,1-25 mm 0,2 0,048 0,5+0,28 0,3+0,1

>25 mm 0,4+0,13b 0,6 0,1 0,5+0,1

Total 3,4+0,5 2,9+0,3 3,1+0,3

N°de ondas foliculares 0 0 0

AB Dentro de uma linha: médias com sobrescritos diferentes sao diferentes (P<0,05).

2 b Dentro de uma coluna: médias com sobrescritos diferentes sdo diferentes (P<0,03-0,009).

1 Os foliculos foram ranqueados diariamente sem considerar a identidade de um dia para outro.

§ Um terceiro 10l foi incluido para uma zebra.

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis.
Dia 0= ovulagio.
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Tabela 1. Dinamica folicular em ciclos estrais espontaneos. Média (+ EPM) da durag@o dos intervalos,
diametros e taxas de crescimento do futuro foliculo ovulatério; didmetro dos trés maiores foliculos; niumero
de foliculos por dia em cada classe de tamanho; e nimero de ondas foliculares durante o intervalo

interovulatério (IOI) em zebras-das-planicies (Equus quagga).

Quanto ao numero de foliculos por dia, o IOI 1 apresentou maior (P < 0,005) nimero de
foliculos pequenos (2-5 mm) quando comparado aos foliculos de 20,1-25 mm. Por outro lado, o
IOI 2 apresentou maior (P < 0,001) numero de foliculos de 20,1-25 mm em rela¢do ao IOI. De
forma geral, as zebras apresentaram um nimero relativamente baixo de foliculos antrais por 101
(3,1 £0,3; variacao 2-4). Adicionalmente, estdo apresentados na figura 4 os seguintes parametros:
o diametro médio dos trés maiores foliculos (Fig. 4 A), (Fig. 4B) o niumero total de foliculos (Fig.
4B) e (Fig. 4C) o numero de foliculos por classe de diametro do Dia 0 ao Dia 32 ap6s a ovulagdo

(Fig. 4C), considerando todos os ciclos em conjunto (n=9).
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Figura 4. (A) Diametro médio dos trés maiores foliculos (F1, F2 e F3), (B) numero total de foliculos e (C)

numero de foliculos por classe de didmetro ao longo do intervalo interovulatério em zebras-das-planicies

(Equus quagga).

4.2 Foliculos ovulatorio

Os diametros médios dos foliculos ovulatérios em ovulagdes simples (n= 5 ciclos) e duplas

(n= 4 ciclos) estao apresentados (Figura SA-D).
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Figura 5. Diametro dos foliculos ovulatdrios durante o intervalo interovulatorio e o periodo pré-ovulatério
em ovulacdes simples e duplas, bem como o escore de ecotextura endometrial em zebras-das-planicies
(Equus quagga). (A) Crescimento do foliculo ovulatorio ao longo do intervalo interovulatério (Dias 0-32)
em ovula¢des simples e duplas; (B) crescimento do foliculo ovulatoério e escore de ecotextura endometrial
durante o periodo pré-ovulatorio (Dias -10 a 0); (C) crescimento do foliculo ovulatério ao longo do
intervalo interovulatorio por individuo; (D) crescimento do foliculo ovulatorio durante o periodo pré-

ovulatorio por individuo.
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Sao mostrados os diametros foliculares ao longo do IOI (Dias 0-32; Fig. SA e 5C) e do
periodo pré-ovulatdrio (Dias —10 a 0; Fig. SB e 5D), tanto para o conjunto de zebras (Fig. SA e
5B) quanto por individuo (Fig. SC e 5D). O escore médio e ecotextura endometrial também sao
apresentados durante o periodo pré- ovulatério para ovulagdes simples e duplas em conjunto (Fig.
5B). Os dias de ovulacdo foram: Dia 33 (n= 4), Dia 38 (n= 2 ciclos), Dia 39 (n=1 ciclo), Dia 40
(n=1 ciclo) e Dia 41 (n= 1 ciclo), considerando todas as zebras. Durante o 10I, em ovulagdes
simples e duplas, o didmetro dos foliculos pré-ovulatorios aumentou (P < 0,0001), sem deteccao
de outras diferencas (Fig. SA). Do mesmo modo, durante o periodo pré-ovulatorio, o didmetro do
foliculo pré-ovulatério aumentou (P < 0,0001), independentemente de ovulagdo simples ou dupla
(Fig. 5B). O escore médio de ecotextura endometrial durante o periodo pré-ovulatério foi de 2,7
+ 0,1, com aumento significativo (P <0,0001) do Dia -2 até o Dia 0 (2,7 + 0,2). Ao considerar o
diametro dos foliculos pré-ovulatorios por zebra durante o 101 (Fig. SC), observou-se aumento
do diametro (P < 0,0001), porém sem diferenca entre zebras (P > 0,05). Entretanto, foi detectada
interagdo (P < 0,0001) entre zebra e dia, indicando que os foliculos das zebras apresentam taxas
de crescimento distintas ao longo do IOl Ao avaliar o diametro médio dos foliculos pré-
ovulatérios durante o periodo pré-ovulatorio (Fig. 5D), o didmetro aumentou (P < 0,0001) até o
dia anterior a ovulagdo, independentemente do observado no IOI, ndo havendo interagdo (P >

0,05) no periodo pré-ovulatorio.

4.3 Foliculos acompanhados individualmente por zebra

O perfil de diametro durante o IOI dos foliculos acompanhados em dois ciclos estrais
espontaneos de quatro zebras estdo apresentados (Fig. 6). Uma zebra (Pepita) apresentou um
terceiro ciclo estral (ndo mostrado), no qual ocorreu ovulagdo dupla associada a uma fase estatica
prévia. Considerando todos os ciclos espontaneos avaliados, 66,7% (6/9) apresentaram uma fase
estatica 2-3 dias antes da ovulagdo. Além disso, 4/9 ciclos exibiram codominancia e ovulagao
dupla, sendo que apenas uma zebra (Maravilha) ndo apresentou ovulacao dupla em nenhum dos

ciclos.
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Ciclos estrais espontaneos
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Figura 6. Dinamica do crescimento folicular durante ciclos estrais espontdneos em zebras-das-planicies
(Equus quagga). Sao apresentados os didmetros dos foliculos ovarianos ao longo do tempo em diferentes
ciclos de cada animal (Devassa, Maravilha, Pepita e Vitoria), desde o inicio do experimento até a ovulacao
(OV). Cada painel representa um ciclo estral individual, evidenciando o crescimento do foliculo dominante

e dos foliculos subordinados.

Experimento 2. Ciclos estrais induzidos

4.4 Dinamica folicular

Os intervalos médios (em dias) das principais etapas da indugdo da ovulacdo
(administragao de PG e hCG, diametro maximo, ovulagdo, entre outras), bem como os diametros
e as taxas de crescimento dos foliculos ovulatorios, os didmetros dos trés maiores foliculos € o
numero de foliculos por dia durante o periodo de indugdo (n= 10 ciclos), para duas zebras (Vitoria

e Pepita) e na analise geral, estdo apresentados (Tabela 2).

Pontos finais Zebra Zebra "Pepita" Geral (n=10
"Vitoria" (n= | (n=15 ciclos) ciclos)
5 ciclos)
Intervalos (dias) a
partir de:
Inicio do experimento— | 7,2+ 1,0 74+0,2 7,3+0,5
PG
PG — hCG 3,6 £0,5 3,0+ 0,0 3,3+0,3
PG— ovulagao 5,6 0,5 4,8+0,2 5,2+0,3
hCG— ovulacgao 2,2+0,2 1,8+0,2 2,0+0,1
PG— F1 no didmetro 4,0+0,3 44 +04 3,6+0,2
maximo
F1 no didmetro maximo | 1,5+0,2 1,8+0,2% 1,2+0,2
— ovulacado
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Diametro do foliculo

ovulatorio (mm):

Na PG 25,2 +0,54 20,6 £ 0,68 22,9+0,8
Na hCG 36,4 + 0,24 25,8 £ 0,48 31,1 £ 1,8
No maximo 36,8 + 0,24 26,4+ 0,28 31,6 £ 1,7
No Dia -1 36,8 + 0,24 26,4+ 0,28 31,6 £ 1,7
Taxas de crescimento

(mm/dia) do foliculo

ovulatorio, de:

Inicio do experimento— | 2,0 £ 0,32,b.¢ 1,3+0,2 1,6 £0,22
PG

PG—hCG 2,3+0420 1,5+0,2 2,0+£0,220
PG—Dia -1 2,2 +0,42bc 1,5+0,2 1,9+0,22°
hCG— Dia -1 0,3+0,2¢ 0,8+0,3 0,5+0,2¢
Diametro maximo — 0,0+ 0,0 0,0+0,0 0,0+ 0,0
Dia -1

Dias -6 a -3 2,9+0,340 1,7+ 0,38 2,3+0,2b
Dias -3 a-1 1,1+032¢ 1,1£0,2 1,1 £0,22¢
Trés maiores foliculos

(mm)f

F1 (maior) 24,5+ 0,54 18,7 + 0,68 21,6 £ 0,7
F2 12,4+ 0,6 11,6 £ 0,9 11,8 +0,3
F3 11,9+ 1,0 9,7+ 1,1 10,8 £ 0,3
N°de foliculos por dia

(de PG até Dia -1)

2-5 mm 0,0+ 0,0 0,4+ 04 0,2+ 0,2b
5,1-10 mm 1,3+0,4° 1,0 £0,32 1,2+0,2¢
10,1-15 mm 0,8 +£ 0,225 1,0+0,12 0,9+0,12¢
15,1-20 mm 0,4+0,12> 0,4 +0,12> 0,4 £0,]1ad
20,1-25 mm 0,2+ 0,02 0,2 +£0,0° 0,2 £ 0,00
>25 mm 0,4+ 0,042 0,1+ 0,08> 0,3+ 0,1
Total 3,1£0,2 3,2+0,3 32+0,2

A B Dentro de uma linha: médias com sobrescritos diferentes sao diferentes (P<0,05).

2 b Dentro de uma coluna: médias com sobrescritos diferentes sdo diferentes (P<0,02-0,0001).

# Dentro de uma coluna, significa que médias com sobrescritos (superindices) diferentes sdo diferentes
(P<0,03-0,009).

1 Os foliculos foram ranqueados diariamente sem considerar a identidade de um dia para outro.

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis.
Abreviagoes: PG= prostaglandina; hCG= gonadotrofina coridnica humana; Dia 0= ovula¢do; F1= maior
foliculo.

Tabela 2. Médias (= EPM) da duragdo dos intervalos, didmetros e taxas de crescimento do futuro foliculo
ovulatério; diametros dos trés maiores foliculos; nimero de foliculos por dia, desde a administragdo de

prostaglandina (PG) até o dia -1, em zebras-das-planicies (Equus quagga).
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Quanto aos intervalos, o periodo entre o didmetro maximo do F1 e a ovulagdo tendeu a ser
maior (P=0,07) em Vitoria do que em Pepita. Além disso, Vitoria apresentou maior (P <0,0001)
diametro de foliculo ovulatorio do que Pepita em todos os momentos avaliados (no momento da
PG, no momento do hCG, no diametro maximo e no Dia —1). Em relagdo ao crescimento folicular,
os foliculos ovulatdrios de Pepita apresentaram crescimento constante, com taxas semelhantes (P
> 0,005) ao longo do periodo de inducdo. Em contrapartida, em Vitéria a taxa de crescimento
variou conforme o momento avaliado: a taxa de crescimento entre a administracdo de hCG foi
maior (P <0,05) do que a taxa ap6s a administragdo de hCG até o dia —1. Adicionalmente, em
Vitoéria a taxa de crescimento entre os Dias —6 e —3 foi maior (P < 0,05) do que entre os dias -3 a

—1 e do que entre a administracao de hCG até o Dia —1.

Esse padrao também foi observado na analise geral: a taxa de crescimento do foliculo
ovulatério entre PG e hCG foi maior (P < 0,05) do que ap6s hCG até o Dia —1; e a taxa entre os
Dias —6 e —3 foi maior (P <0,05) do que entre os Dias -3 a —1 e do que entre hCG e o Dia —1.
Além disso, em ambas as zebras, os foliculos pré-ovulatdrios ndo apresentaram crescimento entre
o didmetro maximo e o Dia —1, nos ciclos induzidos. Comparando as zebras, Vitoria apresentou
maior (P < 0,05) taxa de crescimento entre os Dias —6 a —3 do que pepita. Ademais, Vitdria
apresentou maior (P < 0,05) taxa de crescimento no periodo pré-ovulatorio (Dias —6 a —1; 2,0 £
0,3) em comparacao a Pepita (1,4 £ 0,2). O didmetro do maior foliculo (F1) também foi maior (P
<0,05) em Vitoria do que em Pepita durante o periodo de indugdo. Por fim, quanto ao numero de
foliculos por dia desde a administragdo de PG até o Dia —1, observou-se que as zebras

apresentaram padroes distintos.

21



4.5 Foliculos acompanhados individualmente por zebra

O perfil de diametro de todos os foliculos acompanhados em duas zebras, em cinco ciclos
induzidos para cada uma (n= 10 ciclos no total), estd apresentando (Fig. 7). Entre os ciclos
induzidos, 50% apresentaram fase estatica 2 dias antes da ovulagdo, e nenhum ciclo demonstrou

codominancia e ovulagdo dupla, diferentemente do observado nos ciclos espontaneos.
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Figura 7. Perfis individuais de crescimento folicular durante ciclos estrais induzidos em zebras-das-
planicies (Equus quagga). Sdo apresentados os didmetros dos foliculos ao longo dos ciclos induzidos por
administracdo de prostaglandina (PG) e gonadotrofina coriénica humana (hCG), desde o inicio do

experimento até a ovulagao (OV), para as zebras Vitoria (ciclos de 1 a 5) e Pepita (ciclos de 1 a 5).

4.6 Comparacio entre ciclos ovulatorios espontianeos e induzidos

O crescimento dos foliculos pré-ovulatdrios e escore de ecotextura endometrial durante o
periodo pré-ovulatorio em ciclos espontaneos e induzidos estdao apresentados (Fig. 8). O diametro
dos foliculos pré-ovulatérios em ovulagdes espontaneas (n= 9 ciclos; n= 13 foliculos) foi maior
(P <0,0002) do que em ovulagdes induzidas (n= 10 ciclos; n= 10 foliculos) durante o periodo pré-
ovulatorio (Fig. 8A). Em ambos os grupos, o didmetro folicular aumentou ao longo do periodo

pré-ovulatorio (P <0,0001).
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Figura 8. Comparagdo entre ciclos estrais espontaneos e induzidos em zebras-das-planicies (Equus
quagga) durante o periodo pré-ovulatorio. (A) Diametro do foliculo pré-ovulatério do Dia -12 ao Dia 0
(ovulagd@o) em ciclos espontaneos e induzidos; (B) escore médio de ecotextura endometrial durante o

periodo pré-ovulatério em ciclos espontineos e induzidos.

Foi detectada interacdo (P <0,0001) entre grupo e dia, atribuida ao maior crescimento dos
foliculos ovulatorios induzidos em comparagdo aos espontaneos. Nesse sentido, os foliculos
induzidos apresentaram maior (P <0,0001) taxa de crescimento (1,9 = 0,2) do que os foliculos
com ovulacdo espontanea (0,8 + 0,1) entre os Dias —6 a —1. De modo semelhante, entre os dias —
6 a—3, a taxa de crescimento em ovulacdes induzidas (2,3 & 0,3) foi maior (P <0,0001) do que em
ovulagdes espontaneas (0,9 £ 0,1). Contudo, a taxa de crescimento desde o didmetro maximo até

o Dia —1 foi semelhante (P >0,05) entre ciclos espontaneos e induzidos.
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O escore geral de ecotextura endometrial durante o periodo pré-ovulatério em zebras com
ovulagdo espontanea (2,8 £ 0,1) tendeu a ser maior (P <0,07) do que em ovulagdes induzidas (2,6
+ 0,15 Fig. 8B). Ambos os grupos apresentaram pico de ecotextura endometrial 2 dias antes da
ovulagdo. Em ovula¢des espontaneas, houve aumento significativo (P <0,0001) da ecotextura
endometrial entre os dias —5 (2,4 £ 0,2) e -2 (4,0 = 0,0). Ja nas ovulagdes induzidas, esse aumento
(P <0,0001) ocorreu entre os dias —4 (2,3 = 0,2) e -2 (3,8 = 0,1). Em seguida, o pico foi
acompanhado por reducdo (P <0,0001) do escore em ambos os grupos, com menor (P <0,0001)
ecotextura endometrial observada no dia—1 (2,9 = 0,1) nas ovulagdes induzidas e no dia 0 (dia da

ovulagdo; 2,4 + 0,2) nas ovulagdes espontaneas.

5. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo, em qualquer espécie de zebra, a utilizar a ultrassonografia
transretal para acompanhar e descrever in vivo a dinamica do crescimento folicular, a ovulagao e
as alteragdes da ecotextura endometrial ao longo do tempo. Os dados obtidos a partir do
acompanhamento de dois ciclos estrais espontaneos em quatro éguas-zebra ciclicas demostraram
que o ciclo estral de fémea de zebra-da-planicie apresenta diferengas marcantes e semelhangas
relevantes em relacdo aos ciclos de equideos domésticos, como a égua e a jumenta.

De maneira geral, os ciclos estrais espontdneos da fémea de zebra-da-planicie foram
caracterizados por: (i) IOI prolongado; (ii) baixo nimero de foliculos antrais observados por dia
durante o IOI; (ii1) auséncia de ondas foliculares; e (iv) diametros do foliculo pré-ovulatorio
semelhantes aos da jumenta. Além disso, a fémea de zebra-da-planicie apresentou padrdo de
ecotextura endometrial semelhante ao da égua durante o periodo pré- ovulatorio.

Adicionalmente, este ¢ o primeiro estudo a avaliar o uso de farmacos para inducao da
ovulagdo (PG e hCG) em zebra. A partir da avaliacdo de cinco ciclos ovulatorios induzidos em
duas fémeas de zebra-da-planicie, demonstrou-se que esses animais respondem a PG e hCG e,
portanto, podem ser submetidos a encurtamento do ciclo e inducdo de ovulagdo de forma
controlada e manejadvel. Em conjunto, os achados evidenciam similaridades e diferencas
importantes entre os padroes de ciclo estral da zebra-da-planicie e de outros equideos, as quais
devem ser consideradas no delineamento de programas reprodutivos e no desenvolvimento de
biotécnicas reprodutivas (ARTs) para essa espécie de importancia conservacionista.

A fémea de zebra-da-planicie apresenta IOl muito mais longo (37,7 dias) quando
comparado ao da égua (20,3-23,9; Gastal et al., 2008a), da jumenta (21,2-26,2 dias; Diaz-Duran
et al., 2017; Segabinazzi et al., 2023) e até mesmo de outras espécies ameagadas, como o onagro-
persa (22-28 dias; Schook et al., 2013) e o cavalo-de-Przewalski (21-24 dias; Collins et al., 2012).
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Entretanto, de forma semelhante ao observado em éguas e jumentas, houve ampla varia¢ao de I10I
entre individuos e ciclos (33-41 na égua-zebra; 11-25 dias na égua, Marinone et al., 2015; 20-30
dias na jumenta, Diaz-Duran, 2017).

De modo interessante, o intervalo entre a ovulag@o anterior e a emergéncia folicular na
fémea de zebra-da-planicie foi de aproximadamente 5 dias, muito semelhante ao relatado para a
égua (Gastal et al., 1997; Duval et al., 2022) e para a jumenta (Segabinazzi et al., 2023). Além
disso, a égua-zebra ovulou cerca de 1-2 dias ap6s atingir o didmetro méximo do foliculo pré-
ovulatorio, coincidindo com o descrito para a égua (Gastal et al., 2008b; Duval et al., 2022).
Assim, o IOI prolongado observado na fémea de zebra-da-planicie provavelmente se deve a uma
menor taxa de crescimento (aproximadamente 1 mm /dia) desde a emergéncia até o alcance do
diametro maximo pelo foliculo ovulatério, enquanto em éguas e jumentas essa taxa ¢, em média,
de 2-3 mm /dia (Gastal et al., 2008a; Duval et al., 2022; Diaz-Duran et al., 2017; Segabinazzi et
al., 2023). Ainda assim, apesar do crescimento mais lento do foliculo ovulatério desde a
emergéncia até o didmetro maximo, observou-se, na maioria dos ciclos espontineos
acompanhados (6/9), uma fase estatica ou de crescimento reduzido do foliculo pré-ovulatério até
a ovulagdo. Essa fase estatica corresponde a um periodo no qual o foliculo dominante mantém
diametro constante, sem apresentar crescimento ou regressdo aparentes, € ocorre
aproximadamente 1-2 dias antes da ovulagdo, podendo ser considerada um indicativo da
proximidade do evento ovulatério, fenomeno comumente descrito também em éguas (Gastal et
al., 2008a; Duval et al., 2022) e jumentas (Derar & Hussein, 2011; Segabinazzi et al., 2023).

Portanto, embora a fémea de zebra-da-planicie apresente IOl mais longo devido ao
crescimento folicular mais lento, levanta-se a hipdtese de que os mecanismos de emergéncia,
crescimento e ovulacdo sejam muito semelhantes entre zebra-da-planicie, égua e jumenta.
Contudo, esse IOI prolongado e o crescimento folicular lento podem ser parcialmente
minimizados e controlados com o uso de farmacos exdgenos, como PG e hCG, para indugdo de
lutedlise e ovulagdo, respectivamente.

De forma geral, com o uso de PG e hCG seguindo protocolos de referéncia para éguas
(Bergfelt et al., 2007; Tazawa et al., 2017) e jumentas (Fanelli et al., 2019), foi possivel induzir
lutedlise e ovulagao em 100% dos ciclos. Embora tenha sido observada variagao nos intervalos
dentro e entre animais, a lutedlise e a ovulagdo foram, em termos praticos, controlaveis, com os
efeitos da luteolise (ex.: aumento do edema endometrial) iniciando-se em torno de 3 dias apos a
administracao de PG, e a ovulacao ocorrendo aproximadamente 1,5 dias ap6s a administragao de
hCG.

Na égua, a lutedlise induzida por PG (indicada por reducdo da progesterona plasmatica)
pode iniciar rapidamente, em aproximadamente 10 horas (Bergfelt et al., 2006), enquanto em
jumentas a reducio da progesterona pode levar mais de 3 dias (Mir6 et al., 2015). E possivel que

a luteolise induzida por PG na fémea de zebra-da-planicie se assemelhe mais ao padrao da jumenta
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do que ao da égua; entretanto, as trés espécies parecem ovular dentro de 24-48 horas apds
administracdo adequada de hCG (Tazawa et al., 2017; Oliveira et al., 2020). Ainda que os
mecanismos de acdo de PG e hCG no ovério da zebra-da-planicie ndo estejam totalmente
elucidados, este estudo demonstra que a administragdo de hCG aproximadamente 3 dias apos a
PG pode induzir ovulagdo de forma bem-sucedida na zebra-da-planicie, em torno de 1,5 dias apos
o hCG. Dessa forma, o intervalo entre ovulagdes consecutivas pode ser significativamente
reduzido e controlado de modo confidvel, o que ¢ essencial para o desenvolvimento de ARTs em
espécies com IOIs espontaneos longos.

Apesar do IOI ser consideravelmente mais longo nas zebras avaliadas, a fémea de zebra-
da-planicie ovulou foliculos levemente menores (36,4 mm) do que as éguas (38,3-44,5 mm,
dependendo da raga; Gastal et al., 2008a), porém com tamanho comparavel ao observado em
jumentas (34,6-36,8 mm; Diaz-Duran et al., 2017; Segabinazzi et al., 2023).

Em equideos selvagens, os didmetros foliculares ovulatorios também variam amplamente,
como no cavalo-de-Przewalski (40,4 mm; Collins et al., 2012) e no onagro-persa (26,4 mm;
Schook et al., 2013). Entretanto, diferentemente da maioria dos equideos domésticos, a fémea de
zebra-da-planicie ndo aparentou apresentar as ondas foliculares classicas observadas na égua
(Gastal et al., 2008a) e na jumenta (Li et al., 2020; Segabinazzi et al., 2023).

Enquanto padrdes claros de emergéncia, selecdo e domindncia em ondas primarias e
secundarias sdo descritos em éguas e jumentas (Gastal et al., 2008a; Li et al., 2020; Segabinazzi
et al., 2023), ndo foi observada, por ultrassonografia transretal, a sequéncia sincronizada de
crescimento e regressdo folicular com selecdo evidente de um foliculo dominante nos ciclos
naturais ou induzidos de zebra-da-planicie. Esse achado provavelmente ¢ influenciado, ao menos
em parte, pelo baixo nimero de foliculos observados por ciclo (aproximadamente 3), muito
inferior ao descrito em racas maiores de éguas (6-10 foliculo; Gastal et al, 2008a) e em jumentas
(12,5 foliculos; Segabinazzi et al., 2023).

E relevante notar que poneis miniatura também apresentam baixo ntiimero de foliculos por
ciclo (= 1,5) e, embora ondas foliculares tenham sido identificadas, estas seguiram padrdes menos
classicos e menos previsiveis em comparagdo a racas maiores (Gastal et al., 2008b). Assim,
propde-se que a zebra-da-planicie possivelmente apresente algum tipo de onda folicular; contudo,
essas ondas podem se estender por longos periodos (potencialmente ao longo de multiplos IOIs)
e sua caracterizacao pode demandar avaliacdo conjunta de marcadores hormonais (ex.: FSH, LH)
associada a ultrassonografia.

Adicionalmente, embora a taxa de crescimento do foliculo ovulatério em ciclos induzidos
tenha aumentado para cerca de 2 mm-dia até o Dia -3, o didmetro do foliculo ovulatdrio nos ciclos
induzidos foi menor do que nos ciclos espontaneos em todos os momentos avaliados, incluindo
na ovulacdo. Esse padrdo também ¢ descrito em éguas (Cuervo-Arango & Newcombe, 2008) e
tem sido sugerido em jumentas (de Oliveira et al., 2019).

26



Por fim, embora tenham sido observadas quatro ovulagdes duplas em nove ciclos
espontaneos, nenhuma ovulagao dupla foi registrada nos ciclos induzidos. A alta proporg¢ao inicial
de ovulagdes duplas em ciclos espontaneos foi surpreendente, uma vez que a ocorréncia de
gestacdes gemelares em zebras ¢ considerada extremamente rara (King, 1965; Smuts, 1976;
Nuiiez et al., 2011). Assim, esperava-se incidéncia semelhante ou até maior de ovulagdes duplas
em ciclos induzidos, considerando que a PG para inducao de lutedlise tem sido associada ao
aumento da frequéncia de ovula¢des duplas em éguas (Ginther & Al-Mamun, 2009). No entanto,
novos estudos sdo necessarios para determinar se a alta incidéncia de ovulagdes duplas em ciclos
espontaneos ¢ a auséncia desse evento em ciclos induzidos representam uma caracteristica da
espécie ou se refletem uma particularidade do grupo amostral avaliado.

A tabela 3 representa uma sintese comparativa dos principais achados da dinamica
folicular observados em zebras, em relacdo aos descritos na literatura para éguas e jumentas,

incluindo intervalo interovulatoério, diametro folicular maximo, momento da ovulagdo, taxa de

crescimento folicular, padrao de ecotextura endometrial e atividade folicular.

Comparacao com égua e jumenta:

[
i

« 101 ~37,7 dias ~20-24 dias (Gastal, 2011) | ~23-27 dias (Segabinazzi et al., 2023)

¢ Didmetro maximo

~36/37 mm

~38-44 mm
(Gastal et al., 2008a)

~34-36 mm
(Segabinazzi et al., 2023)

¢ Ovulacao

~1-2 apés didmetro maximo

~1-2 apés didmetro maximo
(Duval et al., 2022)

~1 apés didmetro maximo
(Vandeplassche et al., 1981)

* Taxa de crescimento

~1 mm/dia

~2-3 mm/dia
(Duval et al., 2022)

~2-3 mm/dia (Segabinazzi et al., 2023)

¢ Ecotextura

Aumento 1-2 dias antes

Aumento 1-2 dias antes da

Permanece baixa e estavel

ovulagio (Gastal et al, 2008a) | ao longo do ciclo (Segabinazzi, 2023)

endometrial da ovulacao

« Atividade folicular ~3 6-10 (Gastal et al, 2008a) | ~12 (Segabinazzi et al., 2023)

Tabela 3. Comparagdo entre os principais pardmetros reprodutivos observados em zebras (Equus
burchelli) neste estudo e aqueles relatados na literatura para éguas (Equus caballus) e jumentas (Equus
asinus).

Independentemente do ciclo ser espontaneo ou induzido, a ecotextura endometrial durante
o periodo pré-ovulatorio na zebra-da-planicie apresentou padrao semelhante de aumento 4-5 dias
antes da ovulagdo, seguido de redugdo de 1-2 dias antes da ovulacdo. Esse padrao ¢ semelhante
ao observado em éguas (Cuervo-Arango & Newcombe, 2008). Em contrapartida, a ecotextura
endometrial na jumenta ndo apresenta esse mesmo comportamento (Oliveira et al., 2019;
Segabinazzi et al., 2023). Esses achados reforcam o fato de que, embora a zebra-da-planicie
compartilhe diversas caracteristicas do ciclo estral com a jumenta, alguns aspectos sdo mais

semelhantes aos da égua, tornando assim singular a fisiologia reprodutiva dessas fémeas.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo descreve, pela primeira vez, a dindmica folicular de ciclos estrais
espontaneos e ciclos ovulatorios induzidos em fémea de zebra-da-planicie. Além disso, este é o
primeiro estudo a avaliar o uso de fArmacos exdgenos para controle do ciclo estral em zebra e
para inducao de lutedlise e ovulacao.

Foram observadas as seguintes caracteristicas principais: (i) 1Ol longo (= 37 dias)
associado a baixa taxa de crescimento folicular (= Imm /dia) e didmetro ovulatorio relativamente
pequeno (= 36 mm) em ciclos estrais espontaneos; e (ii) resposta confidvel da zebra-da-planicie
a farmacos luteoliticos e da sincronizagao estral, permitindo encurtamento do ciclo e inducao de
ovulagdo de maneira reprodutivel. Além disso, demonstrou-se que a ecotextura endometrial da
zebra-da-planicie durante o periodo pré-ovulatorio se altera em padrdo semelhante ao observado
em éguas, caracteristica que ndo ¢ compartilhada com a jumenta.

Embora a zebra-da-planicie compartilhe diversos aspectos do ciclo estral com éguas e
jumentas, as diferengas observadas sdo consistentes e reforcam a importancia de estudos
direcionados sobre a reproducdo dessa espécie para caracterizacdo de suas singularidades. De
modo geral, as informagdes geradas neste estudo sdo fundamentais para o desenvolvimento de
programas de reproducdo e de ARTs em zebra-da-planicie. Assim, ¢ possivel contribuir ndo
apenas para o aprimoramento de estratégias de conservagdo da espécie, como também utilizar o
conhecimento obtido como base para aplicagdo em outras espécies de zebra ainda mais

ameagcadas.
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