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Existem barreiras a serem quebradas,
bloqueios a serem liberados,
mas isso sO pode ser feito
por VOCcé mesmao.
Quem podera conhecer mais
um instrumento, do que aquele que o estuda
—e o toca, e o aperfeicoa—
durante todo o tempo?

“Vivaldi Cunha Filho”

Queira, basta ser sincero e desejar profundo,
gue voceé sera capaz de sacudir o mundo.

“Raul Seixas”
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CARMO, M.T. Comparacdo entre doses constantes e decrescentes de
extrato de pituitaria equina na inducdo de superovulacdo em eéguas.
Botucatu, 2003, 14p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

RESUMO

Vérios estudos tém relatado que a égua é refrataria a todas as drogas
rotineiramente utilizadas, visando superovulacdo em outras espécies,
como o FSH e 0 eCG (Mc Cue, 1996). O extrato de pituitaria equina (EPE)
€ um preparado parcial de gonadotrofina equina, e o Unico composto que
consistentemente induz ovulagbes mdltiplas em éguas (Squires et al,
1999); contudo, a resposta superovulatoria tem sido baixa (1-3
ovulacbes/égua) (Mc Cue, 1996). Estudos mais recentes demonstram
uma melhora no percentual de ovulagcbes mdltiplas em éguas
superovuladas com a administragdo do EPE duas vezes ao dia (4-
7ovulacBes/égua), entretanto com baixa taxa de recuperacdo embrionaria
(Scoggin et al.,, 2002; Alvarenga et al., 2001). Este fato pode estar
relacionado a producdo de odcitos de baixa qualidade (anormalidade na
maturacao folicular e oocitéria) (Dippert et al., 1994; Palmer et al., 1993),
a falha do foliculo em liberar o odcito e a dificuldade na captacdo do
mesmo para o interior do oviduto, assim como o transito deste ou do
embrido pelo oviduto (Dippert et al., 1994). O extrato de pituitaria equina
(EPE) foi preparado no laboratério do Departamento de Reproducéo
Animal e Radiologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Botucatu - SP, através do método proposto por
Guillon & Combarnous, (1983). Seis éguas em bom estado nutricional,
com idade variando entre quatro e 15 anos e massa corpérea de 400 a
500 Kg, além de um bom histérico reprodutivo, foram monitoradas
diariamente durante os periodos compreendidos entre os meses de
novembro (2001) a marco (2002). Foram utilizados dois ciclos estrais de

cada égua subdivididos em dois grupos: doses constantes e doses
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decrescentes; porém entre 0s tratamentos esperou-se um intervalo de
dois ciclos estrais. O experimento foi conduzido no posto de monta
(UNESP) localizado na fazenda Lageado, municipio de Botucatu — SP.
Para ambos os grupos o tratamento foi iniciado no sétimo dia poés-
ovulacdo, utilizando éguas que apresentaram corpo Iuteo bem evidente e
foliculo igual ou inferior a 25 mm de didmetro na avaliacdo ultra-
sonografica. No grupo 1 (doses constantes) foram administrados 25 mg
do EPE a cada 12 h até que a maioria dos foliculos atingisse o tamanho
de 35 mm de diametro. No grupo 2 (doses decrescentes) foram
administrados 40 mg/ do EPE a cada 12h; 35 mg a cada 12h; 30 mg a
cada 12h; 25 mg a cada 12h; 20 mg a cada 12h; 15 mg a cada 12h; 10
mg a cada 12h; sendo que o tratamento foi interrompido quando a maioria
dos foliculos atingiu o diametro de 335 mm. Nos dois grupos, o hCG foi
administrado na dosagem de 3.000 Ul ao término do tratamento. A
colheita dos embribes foi realizada no oitavo dia apds a deteccdo da
primeira ovulacdo, com o intuito de recuperar embrides em estagio de
morula a blastocisto expandido. Foi utilizado para a analise estatistica o
teste t de Student para avaliar o numero de ovulacdes e embribes
recuperados por égua, € 0 numero de embrides recuperados por
ovulacdes. O teste de Chi-quadrado e o de Goodman foram realizados
para comparar proporcbes de éguas com diferentes numeros de
ovulacdes entre os tratamentos. Para o estudo das correlacdes entre o
namero de foliculos e de ovulagbes, foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Pearson. Os resultados demonstraram nédo haver diferenca
estatistica entre o0s grupos tratados com doses constantes e
decrescentes, quando comparado a duracdo do tratamento (8,0 e 7,7 dias
respectivamente), o intervalo do inicio do tratamento a primeira ovulagcéo
(9,8 e 9,8 dias respectivamente), o intervalo da primeira a ultima ovulacao
(34,9 e 33,4 dias respectivamente), o numero de ovulacdes e embrides
recuperados (3,5 e 1,2; 5,0 e 1,8 respectivamente). Concluimos que a
utiizacdo de doses decrescentes de EPE propiciou uma melhora

numerica, contudo, nao matematicamente significativa na
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superestimulagdo ovariana e nos indices de recuperagdo embrionaria.
Entretanto, se faz necesséario outros estudos visando esclarecer os
motivos da baixa taxa de recuperacdo embrionaria, visto que, houve boa
resposta superovulatdria, porem e o nimero de embriées recuperados por
ovulacdes foi insatisfatérios. Estudos mais aprofundados dos mecanismos
que envolvem a maturacdo oocitdria em éguas superovuladas, assim
como, 0s mecanismos de ovulacdo e captacdo oocitaria pelas fimbrias,
bem como, o transporte deste através do oviduto e do embrido para o

utero, sdo necessarios.

Palavras chave: Superovulacdo, Ovulacdo Mdltipla, Extrato de Pituitaria

Equina, Transferéncia de Embrido, Eguas.
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1. INTRODUCAO

Com incessante trabalho de fomento, na industria equina, faz-se
necessario a incorporacao de novas biotecnologias para se elevar e
conservar os altos valores genéticos da espécie equina e principalmente
entre as ragas.

Na cosmovisdo social e biotécnica, a transferéncia de embrides
foi fundamental para a criagdo de cavalos no Brasil, acelerando o
melhoramento genético nas diferentes racas equinas. Porém, os altos
custos em manter as receptoras de embribes tém sido ponto limitante
para uma maior difusdo da técnica. Para minimizar estes custos, muitos
trabalhos tém sido enfocados na tentativa superovulatoria em éguas.

O tratamento superovulatério na espécie equlina, assim como em
ruminantes que apresentam ovulacbes simples, busca recrutar um maior
nimero de foliculos possiveis de uma onda folicular, sustentando o
estimulo do seu desenvolvimento até o momento das ovulacdes (Meira
and Buratini, 1998).

O principal objetivo da superovulacdo é o de elevar a eficiéncia
reprodutiva e econdémica dos programas de transferéncia de embrides,
visto que, com a multiplicacio do numero de ovulacbes e
conseqguentemente do numero de odcitos viaveis para a fertilizacao,
teriamos um maior numero de embrides por égua doadora, sendo
recuperados em uma Unica colheita (Andrade, 1986).

Contudo, todas as drogas rotineiramente utlizadas para
superovular outras espécies, ndo tém sido efetivas para a espécie equina.
O extrato de pituitaria eqliina (EPE) é o Unico composto que se tem relato
de sucesso na tentativa superovulatéria em equinos, porém a resposta ao
tratamento € baixa (1 a 3 ov/égua) comparada a outras espécies.

Baseando-se nos estudos com bovinos, foi demonstrado que um
alto nivel de LH presente no preparado do FSH afeta adversamente a
resposta ovariana, a taxa de fertilidade e a qualidade dos embrides,

fazendo-se necesséria a administracdo gradativa do FSH e LH em doses



18
Introducdo

decrescentes ao invés de doses constantes, na tentativa de minimizar os
danos na maturacao folicular e oocitaria (Monniaux et al., 1983).

Hyttel et al., (1989 e 1991), relataram uma assincronia entre a
maturacao citoplasmatica e nuclear nos odcitos de vacas superovuladas,
supondo ser conseqUéncia da assincronia intrafolicular causada pelo
variavel e baixo suporte sanguineo entre os foliculos superestimulados.

A baixa resposta superovulatéria e a baixa recuperacdo de
embrides viaveis por colheita ainda podem estar relacionadas a fatores
individuais (raca, causas genéticas ou fisioldgicas, estado nutricional,
estacdo do ano e repeticdes sucessivas de tratamento superovulatério) e
a fatores relacionados ao tratamento superovulatério (momento do inicio
do tratamento em relagdo ao ciclo estral, tipo de gonadotrofina utilizada,
relacdo FSH e LH nos preparados, duracdo do tratamento, dose de
gonadotropina e a via de administracdo) (Ginther et al., 1989; Totey et
al.,1989; Gonzalez et al., 1990; Carbodevila and Torquatis, 1991; Pérez,
1996; Adams et al., 1992; Bo et al; 1993; Armstrong, 1993).

O desenvolvimento de técnicas que permitam superovular fémeas
€ altamente desejavel em programas de transferéncia de embrides e
fertilizacao ‘in vitro”. Contudo a égua tem sido refrataria a protocolos até
entdo desenvolvidos.

Resultados de recentes trabalhos, demonstraram que uma maior
frequéncia na aplicacdo do extrato de pituitaria eqiina, melhorou
significativamente a resposta superovulatéria em éguas. Porém, o0s
indices de recuperacdo de embrides foram baixos. Sabidamente este
extrato contém altas concentracdes de LH.

O uso de doses decrescentes com consequente decréscimo de
LH, pode melhorar os indices de recuperacdo de embribes, pois como
visto na espécie bovina, permite uma melhor maturacdo dos odcitos em
animais superovulados (Monniaux et al. 1993).

O presente trabalho, teve por objetivo comparar o efeito da

administracdo do EPE em doses constantes (a cada 12 horas) e doses
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decrescentes (a cada 12 horas) sobre a resposta superovulatéria e o

percentual de embrides recuperados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Transferéncia de embrides

A biotecnologia da transferéncia de embrifes consiste na colheita
de um odécito fecundado (embrido) de uma égua, doadora, com carga
genética superior, sendo o mesmo transferido (inovulado) para o Gtero de
uma outra égua, denominada de receptora, a qual tera a funcdo de gerar
e criar a prole (Andrade, 1986).

Em meados de 1890, na Universidade de Cambridge — Inglaterra,
Walter Heaper realizou a primeira transferéncia de embrides em animais
de laboratério (coelha), porém sem sucesso (Gonsalves et al., 2002).
Seguindo a mesma linha de pesquisa, Gregory Pincus et al. (1929)
obtiveram o primeiro produto de transferéncia de embribes em coelha
(Andrade, 1986)

O primeiro relato da transferéncia de embrides na espécie bovina
foi realizado por Willet et al. (apud Gonsalves et al., 2002) em 1951 na
universidade de Wiscosin (EUA), resultando no nascimento do primeiro
bezerro fruto da biotecnologia. Em 1960, o mesmo grupo de
pesquisadores relataram a importancia da sincronizacdo do estro entre
doadoras e receptoras.

Na década de 60, ocorreu um elevado avango na transferéncia de
embrides na espécie bovina e a partir da década de 70 na mesma
espécie, houve um grande impulso para o programa comercial de
embrides nos EUA, devido a modificacdo da técnica cirdrgica atraves da
laparotomia medial sob anestesia geral inalatdria e posteriormente a nivel
de flanco, para a técnica ndo cirurgica trans-cervical, viabilizando e
facilitando o uso desta técnica a nivel de campo (Gonsalves et al. 2002).

No Brasil, o primeiro relato de transferéncia de embrides na
espécie bhovina foi realizado pelo Professor Doutor J. Hahn em 1977, na
Universidade Federal de Santa Maria — R.S., viabilizando a técnica aos

meados dos anos 80 para todo o pais (Gonsalves et al. 2002).
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Na espécie equina, os estudos envolvendo a transferéncia de
embrides foram realizados em 1969 por um grupo de pesquisadores
japoneses. O mesmo grupo de pesquisadores, relatou mais tarde (1972)
uma taxa de 45% de sucesso nas colheitas dos embrides, porem
nenhuma concepcao foi confirmada (Oguri, N. and Tsutsumi, Y.,1972).

Dois anos depois, 0s mesmos pesquisadores seguindo a mesma
linha de estudo, coletaram 18 embries em 20 éguas, transferindo apenas
15 destes pelo método ndo cirdrgico transcervical para as éguas
receptoras em sincronismo -5 a +7 em relacdo as éguas doadoras,
obtendo um percentual de concepcao de 40% dos embrides transferidos
(Oguri, N. and Tsutsumi, Y.,1974). Estudos mais recentes tém
demonstrado que o sincronismo entre as éguas doadoras e receptoras de
embrides é fundamental para o sucesso da transferéncia de embrides,
constatando que os melhores indices de gestacbes para as éguas
receptoras sdo 0s sincronismos entre -3 e +1 em relacdo as éguas
doadoras (sincronismo “0”, é o dia da ovulacdo). (Mckinnon et al., 1988;
Squires & Seidel, 1995; Peres et al., 2002)

O primeiro potro nascido fruto do programa de transferéncia de
embrides foi relatado em 1972 na Inglaterra, utilizando — se da técnica
cirdrgica (Andrade, 1986).

No Brasil, a transferéncia de embrides na espécie eqlina teve seu
marco inicial em 1987, tendo sido introduzido no pais pelo Médico
Veterinario Jodo Junqueira Fleury pelo método cirurgico (Fleury et al.,
1987), pelos professores Marc Henry e Cezinande Meira pelo método nédo
cirurgico (Henry & Meira, 1987) . As taxas de recuperacdo embrionaria e
de prenhez relatadas no Brasil, tém variado entre 48,3% a 83,3% e 45,5%
a 80,0%, respectivamente aos relatos dos pesquisadores, Farinasso et al.
(1989); Meira & Henry (1991); Pastorello et al. (1996).

A transferéncia de embrides, assim como qualquer outra
biotecnologia reprodutiva, apresenta aplicacdes e limitagcdes. A principal
aplicacéo relatada por Meira & Buratini, (1998), visa elevar o nivel

genético da progénie, porém, os altos custos desta biotecnologia se
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limitam principalmente aos gastos em manter as éguas receptoras, pelo
fato de ter que esperar varios ciclos para receberem o embrido, desde
que a espécie equina é monovulatoria (Squires and Seidel, 1995).

Allen (1982), relata que as principais limitagbes na transferéncia
de embrides estdo relacionadas com a dificuldade da biotecnologia
superovulatéria e ao processo de congelacdo de embrides, desde que o
sucesso da biotécnica da congelacdo de embrides equivale aos embribes
em fase de morula (Squires et al., 1999).

Dentre os fatores que possam influenciar a taxa de prenhez em
um programa de transferéncia de embrides, podemos citar: 0 método de
inovulacéo, sincronizacdo doadora e receptora, qualidade dos embrides,
condicbes nutricionais e uterina das doadoras e das receptoras e 0
manejo geral das receptoras (Squires et al., 1999).

No inicio da década de 70, apenas a associacdo americana da
raca Quarto de Milha abriu seu livro de registros para os potros nascidos
frutos da biotecnologia da transferéncia de embrides (Squires et al.,
1999).

Hoje em dia muitas associacoes e criadores de cavalos estédo se
beneficiando da técnica, como é o caso das associacfes brasileiras dos
criadores de cavalos da raca Brasileiro de Hipismo (ABCCBH), da raca
Mangalarga Marchador (ABCCMM), da raca Mangalarga (ABCCM), da
raca Quarto de Milha (ABQM), da raca Arabe (ABCCA), da raca Paint
Horse (ABCPaint) e da raca Campolina (ABCCC).

Estima-se que aproximadamente 1.500 potros nascidos oriundos
do programa de transferéncia de embribes sdo registrados ao ano nos
EUA (Squires et al., 1999). No Brasil, estudos recentes demonstraram um
crescente aumento na utilizacdo desta biotécnica nos ultimos trés anos,
sendo hoje o pais que mais emprega esta técnica no mundo
(aproximadamente 2000 potros/ano) obtendo um percentual médio do
crescente desenvolvimento entre os anos de 1999 e 2001 de 60% dos
potros registrados nas diferentes associacbes de criadores de cavalos

(Carmo & Alvarenga 2003, dados nao publicados).
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Em um relato mais detalhado, podemos citar em ordem
cronologica as associacdes brasileiras que mais se beneficiaram com a

biotécnica da transferéncia de embrides na tabela 1:

Tabela 1 - NUmero de potros registrados ao ano, oriundos do programa
de transferéncia de embrides em diferentes associacdes de

criadores de cavalo no Brasil

PARAMETROS 1998 1999
ABCCMM 443 676
ABCCM 181 304
ABCCBH | # 131
ABCCC # 05

ABCPaint | 01 03
ABQM 01 06
ABCCA . :
TOTAL

# Dados nao fornecidos

- N&o héaregistros

ABCCMM (Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo da raca Mangalarga
Marchador)

ABCCM (Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo da raca Mangalarga)
ABCCBH (Associagcédo Brasileira dos Criadores de Cavalo da raca Brasileiro de
Hipismo)

ABCCC (Associac¢ao Brasileira dos Criadores de Cavalo da raga Campolina)

ABC Paint (Associacdo Brasileira do Cavalo Paint)

ABQM (Associagédo Brasileira do Quarto de milha)

ABCCA (Associacgao Brasileira dos Criadores de Cavalo da raga Arabe)

Aplicagdes da transferéncia de embribes ainda é restrita devido
ao seu alto custo, sendo delineada para animais de alto valor genético,
principalmente para animais que atuam nos palcos esportivos e de

exposicoes (Squires et al., 1999).
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2.2. Aspectos fisioldgicos do ciclo estral da égua

O ciclo estral da espécie eqlina € uma combinacdo de eventos
fisiologicos que ocorrem entre duas fases, estro e diestro (Andrade,
1986), podendo também denomina-las de fase folicular e fase luteal
(Dieleman et al., 1986), que s&o intervaladas entre dois periodos
sucessivos de cio (Andrade, 1986).

A fase de estro ou fase folicular em éguas, é caracterizada pela
presenca de um foliculo dominante de 30 mm de diametro (Ginther, 1992)
no ovario, onde sao produzidos elevados niveis de estrégenos pelas
células da granulosa. Em éguas Poneis, Ginther et al. (2002) relataram
uma dominancia “desviation” folicular com 22,5 mm.

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos
ovarianos, induzem o comportamento de estro e a elevacédo dos niveis de
LH pela ativacdo dos seus receptores na célula da granulosa,
consequentemente a ovulacdo e a formacdo do corpo liteo através da
retroalimentacdo positiva no sistema hipotalamico e hipofisario (Luque et
al, 1983; Hafez, 1995).

A elevacdo dos niveis de estrogenos durante a fase estral é
responsavel pela instalacdo do edema uterino; o qual, tende a ser
diminuido em dois dias que antecedem a ovulacdo (Buratini, 1997;
Mckinnon and Carnevale, 1993).

Ja a fase de diestro ou luteal é caracterizada pelo término das
manifestacdes dos sinais do cio, que ocorrem entre 24 h e 48 h apés a
ovulacdo, resultado da formacdo do corpo luteo (Neely et al.,, 1989).
Sirois, et al., (1986), consideram a ovulagdo como o inicio da fase luteal, e
a fase final culminando com a lutedlise do corpo luteo, apresentando
niveis plasmaticos de progesterona inferiores a 1 ng/ml.

Na fase luteal, o corpo luteo produz progesterona em quantidades
crescentes do segundo ao décimo dia pos-ovulacdo. Esta secrecdo se
mantém estavel até o décimo segundo dia, quando ccorre uma queda

acentuada nas concentracfes plasmaticas de progesterona, ocasionando
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a lutedlise entre o décimo quarto e o décimo sexto dia do ciclo estral
(Ginther, 1992).

As fémeas equinas por apresentarem atividade sexual durante a
fase de maior luminosidade, sdo classificadas como monovulatérias
poliéstricas estacionais. Elas atingem a maturidade sexual quando
alcangam a puberdade, o que ocorre por volta dos dois anos de idade,
podendo ser esta alterada pela influéncia das condi¢cdes corporais, peso,
niveis de energia, ferorménio e a estacdo do ano (McKinnon & Voss,
1992).

A duracéo do ciclo estral da égua tem sido considerado variavel por
alguns autores. Estas variabilidade, podem ser de origem racial, individual
e principalmente da natureza dos dados computados, como é o caso das
aquisicoes dos dados de diferentes técnicos, em diferentes ambientes e
de diferentes métodos de avaliacdo do estro além da dificuldade de
predizer as fases exatas do estro e do diestro ( Ginther, 1992; McKinnon
& Voss, 1993; Neely et al.,19 , Hafez, 1995).

O periodo do ciclo estral, estro e diestro, tem sido relatado por
Ginther (1992) como sendo em média de, 21,7 (19,1 a 23,7), 6,5 (4,5 a
8,9); 14,9 (12,1 a 16,3) dias respectivamente.

Com o uso da ultra-sonografia na reproducdo equina na década de
80, uma maior precisdo da atividade ovariana, no que diz respeito ao
recrutamento, crescimento, divergéncia e atresia folicular, pbéde ser
estudada (Palmer and Driancourt, 1980), tendo sido caracterizada a
dindmica folicular aos mecanismos reguladores hormonais (Mapletoft et
al., 1994; Fortune,1994).

As éguas podem apresentar uma ou duas ondas foliculares (Sirois et
al., 1989; Ginther, 1990), havendo uma maior predisposicdo a uma unica
onda. Ha trabalhos que indicam uma tendéncia a duas ondas foliculares
na primeira metade da estacdo reprodutiva (Pierson & Ginther, 1987;
Ginther & Pierson, 1989; Ginther, 1990) e uma maior tendéncia a uma
onda folicular na segunda metade da estacao reprodutiva (Ginther, 1990;
Buratini, 1997).
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O estudo comparativo da dindmica folicular entre racas, tem indicado
uma maior predisposicdo a duas ondas foliculares para as racas PSI
(Stabenfeldt et al.,1972), Apallosa e Quarto de Milha (Ginther & Bergfeld,
1993), quando comparadas com as racas Arabe e Ponei (Ginther, 1992;
Dimmick et al., 1993) na primeira metade da estagcao reprodutiva.

Em estudos realizados por Buratini (1997), a duracdo média do
intervalo interovulatorio para ciclos que apresentaram uma ou duas ondas
foliculares maiores foram de 19,4 e 23,3 dias respectivamente.

O crescimento diario dos foliculos recrutados pelas ondas
foliculares, pode variar de 2,5 a 3,0 mm (Ginther, 1986). Porém, quando
se beneficiam da estimulagcéo ovariana através de preparados hormonais,
o crescimento folicular diario pode dcancar 3,0 mm ou mais (Moura &
Merkt, 1996). Palmer et al. (1993) relataram um desenvolvimento folicular
de 2,1 mm ao dia em éguas pobneis superovuladas com o EPE.

A atividade ovariana também tem sido estudada entre éguas jovens,
adultas e idosas, apresentando uma maior queda desta atividade a partir
dos 15 anos de idade, onde se pode notar um atraso na emergéncia das
ondas foliculares, no prolongamento do intervalo interovulatério e na
reducdo da populagdo de foliculos nas ondas foliculares (Ginther &
Bergfelt, 1993; Carnevale et al., 1995).

Estas alteragbes sdo provavelmente devido a um menor nimero de
foliculos e disposicdo dos mesmos a serem recrutados, e uma menor
resposta aos estimulos gonadotroéficos, ja que os niveis de FSH liberados

pela pituitéria ndo séo alterados ao decorrer da idade (Ireland, 1987).
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2.3. Oogénese

A origem das gbnadas se da através do nefrom, que € um 6rgao
com uma estrutura bilateral, alongado, formado a partir do mesoderma
embrionario e composto por trés porcdes: o pronefro (origina 0s rins), o
mesonefro (origina os rins) e o metanefro (compde a eminéncia genital
gue origina as génadas) (Austin & Short, 1982; Byskov, 1986).

Os dutos paramesonéfricos ou dutos de Muller e os dutos
mesonéfricos ou dutos de Wolff, estdo presentes no embrido sexualmente
indiferenciado. Os dutos de Muller na diferenciagéo sexual, desenvolvem—
se em um sistema de duto-gonadal, que se unem na sua por¢cédo caudal
dando origem a toda a porgéo tubular da fémea (Gtero, cérvix e a por¢ao
anterior da vagina) (Byskov, 1986; Hafez, 1995a).

Os dutos de Wolff, sofrem atrofia nas fémeas e originam—se em
uma estrutura vestigial presente na vagina, denominada de duto de
Gartner (Byskov, 1986).

Se nado ocorrer o estimulo para a diferenciacdo sexual, as
gbnadas primitivas (eminéncia genital) do embrido feminino (XX),
transformam-se espontaneamente em ovario, que ao contrario dos
testiculos, permanecem na cavidade abdominal migrando para a regido
caudal aos rins, permanecendo definitivamente por toda a vida do
individuo (Ohno, 1985; Byskov, 1986).

Os ovéarios desempenham duas importantes fungbes, uma
exdcrina ou gonadal (producéo e liberacdo de odcito) e outra enddcrina
(producdo e liberacéo de horménios) (Hafez, 1995, Youngquist, 1997).

Essa dupla funcdo € um processo interdependente, complementar
e necessario para o sucesso da reproducao (Pineda, 1989), portanto, a
producdo do gameta feminino é resultante da interagcdo de dois
fenbmenos que ocorrem no ovario, isto é, a oogénese e a foliculogénese
(Saumande, 1981).

A oogénese é considerada como o processo de formacéao,

crescimento e maturacdo do gameta feminino (Austin & Short, 1982;
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Ginther, 1992), iniciando-se na fase embrionaria, através da formacao das
células germinativas primordiais originarias das células tronco
embrionaria, e termina na fase de puberdade por ocasido da fecundacgéo
(Austin & Short, 1982)

As células germinativas primordiais sdo oriundas do saco
vitelineo. Elas inicialmente migram para o0 epitélio embriondrio e
posteriormente para 0 mesénquima da crista genital, colonizando a
gbnada indiferenciada ainda na vida fetal (Wassarman, 1988). Nesta fase
as células germinativas primordiais sofrem o processo de mitose,
recebendo a denominagéo de oogonias ao redor dos 50 dias de gestacéo
na espécie equina (Deansly, 1978).

O processo de mitose da célula, é constituido de quatro fases:
dipléteno-2n, sintese de DNA, 4n e a divisdo mitética que é subdividida
em proéfase, pro-metafase, metafase e teléfase (Gordon, 1994).

Na fase de teléfase da subdivisdo mitética, a célula que
apresentava 4n cromossomos volta a apresentar 2n cromossomos, devido
a divisdo ou separacdo das cromatides irmas (Austin and Short, 1982),
dando origem a uma linhagem de células oogoniais e a uma outra célula
gue permanece em interfase que se divide periodicamente, originando-se
em nova célula germinativa que diferenciard em oogonia (Russe, 1983).

Numa fase pré—-meidtica da profase |, denominada de
preleptéteno, o gameta com 2n cromossomo tem seu DNA duplicado pela
sintese de DNA (Sagata, 1996), dando inicio a meiose e transformando a
oogbnia em odcito (Gordon, 1995a).

O processo da meiose, ocorre aproximadamente entre 75 e 160
dias de gestacdo na égua (Ginther, 1992). E caracterizado pela presenca
do gameta 2n cromossomo, que sofre a primeira divisdo meibtica,
passando pelas fases de leptdteno, zigéteno e paquiteno da profase |,
dando origem a uma célula hapléide (1n cromossomo) (Picton, 2001).

Nesta fase de profase | da meiose, forma—se o0 oQcito primario,
gue se apresenta recoberto por uma fina camada de células da granulosa

no foliculo primordial, permanecendo quiescente no estagio de diploteno,
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conhecido como estagio de dictibteno ou de vesicula germinativa da
primeira préfase meidtica até a puberdade, quando os foliculos
selecionados estardo aptos a ovularem (Picton, 2001).

Todos os odcitos que ndo forem incorporados aos foliculos
primordiais, serdo degenerados, porém os foliculos primordiais
estabelecidos serao recrutados pelas ondas foliculares, pelo resto da vida
dos animais, ou até o final da atividade ovariana (Gosden & Telfer,
1987ab).

Na fase pré - puberal, imediatamente antes da ovulacao, reinicia-
se a divisdo meidtica e a vesicula germinativa passa para o estdgio de
diacinese, quando em seguida ocorre o rompimento da vesicula
germinativa, a condensacdo cromossémica e a organizacdo dos
cromossomos no plano equatorial, correspondendo ao estagio da
metéafase | (Gordon,1994).

Em seguida, ocorre a expulsdo do primeiro corpusculo polar e o
o0cito passa a ser denominado de secundario, correspondendo as fases
de anafase | e préofase | (Vanderwall, 1996). A partir desse momento,
inicia a segunda divisdo meidtica em estagio de metafase Il, quando
ocorre a segunda interrupgao da meiose (Gordon, 1994).

Nesta fase, 0 00cito ja possui maturacao nuclear completa e esta
preparado para a fecundacdo do espermatozoide, o qual se houver a
fertilizacao do od0cito, inicia a segunda divisdo da meiose, passando pelos
estagios de anéafase Il (Cromatidas separadas), tel6fase Il e zigoto ou
odcito terciario, ocorrendo a expulsdo do segundo corpusculo polar e
originando o pro-nucleo masculino e o pro-nucleo feminino, dentro do
espaco perivitelineo (Goudet et al., 1998).

Em alguns casos, 0 o0cito equino imaturo em metafase | da
meiose pode ser encontrado no oviduto, onde sera maturado e concluido
a metafase Il da meiose (Vanderwall, 1996).

A partir do inicio da foliculogénese embrionéria até a fase de sub-
fertilidade senil da fémea, havera uma diminuicdo progressiva do namero
de odcitos (Andrade, 1986).
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2.4. Foliculogénese

A foliculogenénese € o processo de formacgdo, crescimento e
maturacao folicular, que se inicia com o desenvolvimento das oogbnias e
a formacdo do foliculo primordial, e culmina com a formacédo do foliculo
De Graaf também denominado de foliculo pré-ovulatério ou de foliculo
maduro (Picton, 2001).

O foliculo é a unidade funcional do ovario, que tem a finalidade de
propiciar um ambiente ideal para o crescimento e maturacdo do odcito e a
producéo de hormoénios esteroides (Gordon, 1994).

Os mamiferos apresentam milhares de foliculos ao nascimento,
constituindo uma grande reserva folicular (Downs, 1993; Beckers et al.
1996), dos quais apenas 0,01% resultam em ovulacdo durante a vida
reprodutiva, ocorrendo a atresia dos demais no decorrer das fases de
crescimento e maturacao (Carrol et al. 1990).

Estima—se que a populagéo folicular ovariana na espécie bovina e
humana ao nascimento € de 235.000 e 2.000.000 respectivamente
(Erickson, 1986; Betteridge et al., 1989), porem na espécie equina ndo ha
relatos.

A populacao folicular presente nos ovarios pode variar em relagédo
ao individuo, a espécie, a raca e a genética (Peters, 1976; Cahill et
al.,1979; Gosden & Telfer, 1987a, 1987b; Roy and Treacy, 1993, Smith et
al.,1994).

Os pesquisadores Driancout & Palmer (1984) relataram a
presenca de aproximadamente 36.000 foliculos primordiais e 100 foliculos
em desenvolvimento em éguas Poéneis com atividades ciclicas normais,
através do exame histoldgico ovariano.

Até bem pouco tempo acreditava-se que os foliculos ovarianos
ndo atrésicos resultantes do estagio fetal, iniciavam o seu
desenvolvimento ininterruptamente de uma forma aleatéria, independente

das fases do ciclo estral ou gestagcédo (Ginther, 1992). Hoje em dia, este
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conceito se modificou e sabe-se que os grupos de foliculos iniciam o seu
desenvolvimento sincronicamente em determinados periodos do ciclo
estral (Austin & Short, 1982; Ginther, 1992).

Os foliculos ovarianos sdo preenchidos internamente por um
fluido viscoso denominado de liquido folicular que apresenta em sua
composicao liquida os hormonios esteréides, principalmente o estradiol
(em quantidades crescentes com o desenvolvimento folicular) e a
progesterona (presente em foliculos em atresia e préximos a ovulacao).
(Hafes, 1987).

Outros hormdnios ndo esterdides fisiologicamente ativos também
estdo presentes no liquido folicular, como o O.M.lI (fator inibidor da
maturacdo do odcito) e a inibina (em quantidade crescente no final do
desenvolvimento folicular). A composicdo e a quantidade do liquido
folicular modifica-se com o desenvolvimento do antro folicular (Hafez,
1987).

As principais funcdes do liquido folicular segundo Hafez (1995);

Regulacdo das funcdes das células da granulosa, inicio do
crescimento folicular e esteroidogénese,

Maturacdo do odcito, ovulagdo e transporte do odcito para a
trompa,

Preparacédo do foliculo para a formacgédo do subsequente corpo
lGteo,

Fatores estimulantes e inibidores no fluido que regulam o ciclo

folicular.

Em relagdo a pressao do fluido folicular no processo da ovulagéo,
Janson (1975), demonstrou um aumento no volume folicular relacionado
ao aumento no fluxo sanguineo e diminuicdo na resisténcia vascular
induzido pelo LH.

Entretanto, antes da ruptura folicular, ocorre um aumento

acentuado no volume do fluido e um aumento na distensibilidade das
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células da granulosa na parede folicular, e o decréscimo na forca elastica
permitem que a ruptura folicular (ovulacédo) ocorra sob pressédo (Rondell,
1964).

O desenvolvimento folicular nas espécies monovulatéria €
subscrito em trés fases: a primeira, inicia-se com a ativacao do foliculo
primordial, a segunda, ocorre o recrutamento e o crescimento folicular, e a
terceira ocasionando a selecdo de um ou dois foliculos dominantes e
atresia dos foliculos subordinados (Ginther & Bergfelt 1993).

De acordo com o grau de evolugcdo, os foliculos podem ser
subdivididos em pré-antrais, que sao constituidos pelos foliculos
primordiais, foliculos primarios e foliculos secundarios; e antrais, que
compreendem os foliculos terciarios e os foliculos De Graaf (Hafez, 1987;
Fortune, 1994; Hulshof, 1995).

Os foliculos pré-antrais, compdem a fase mais longa e sao
dependentes de fatores ovarianos intrinsecos (regulado pelo proprio
ovario, ou seja, substancias e mecanismos que atuam na propria célula)
(Austin & Short, 1982).

Ja os foliculos antrais, sdo caracterizados pelo desenvolvimento
do antro quando os foliculos atingem aproximadamente 300 um de
didametro na espécie equina, e sado regulados pela hipofise, ou seja, é
dependente do FSH e LH, além da acdo do estrogeno produzido pelo
proprio foliculo.(Hafez, 1995).

Nesta fase, ocorre um aumento no tamanho do odcito e a
formacdo de duas sub-camadas de células da teca (interna e externa) que
séo formadas ao redor das células da granulosa (Driancourt et al., 1991).
As células da granulosa nesta fase, organizam—se em multiplas camadas
ao redor do odcito, formando o Cumulus o6phorus (Kenney et al., 1979).

Alguns autores tém relatado uma forte evidéncia em ovelhas,
mulheres, vacas e porcas, que 0 gene que codifica o receptor para FSH,
ndo é expresso antes que o foliculo atinja o grau do desenvolvimento da
formacdo do antro folicular (Tisdall et al., 1995; Xu et al., 1995; Yuan et
al., 1996).
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Outros pesquisadores contradizem estas evidéncias, relatando a
presenca de um estimulo gonadotréfico para a ativacdo e para o
crescimento dos foliculos pré-antrais (Hirshfield, 1991; Van Wezel &
Rodgers, 1996).

Os mecanismos reguladores do desenvolvimento do foliculo pré-
antral, ainda ndo sdo completamente esclarecidos, acredita-se que o fator
de crescimento 3 (TGF — 3) expressado pelo odcito, pode ser o mediador
para o crescimento do foliculo pré-antral (Mcnatty et al., 1999; Elvin et al.,
2000).

Os foliculos primordiais sdo os primeiros a serem formados e o0s
menores foliculos encontrados no ovario, representando um pool de
foliculos do qual alguns serdo selecionados até tornarem-se foliculos
dominantes, sendo entdo considerados a unidade reprodutiva
fundamental do ovario (Eppig & O'Brien, 1996).

Estes foliculos primordiais sdo constituidos de um odcito dictiano
centralizado e circundado por uma unica camada de células da granulosa
de forma achatada ou pavimentosa, demarcada por uma membrana basal
(Eppig & O'Brien, 1996; Fortune, 1994). Eles compreendem cerca de 90%
a 95% de toda a populacdo folicular presente no ovario dos mamiferos
(Erickson, 1986).

A ativacdo dos foliculos primordiais se faz necessario para que
haja a passagem dos foliculos quiescentes em uma reserva, para o pool
de foliculos em crescimento (Russe, 1983). O primeiro sinal desta
ativacdo é o retorno da proliferacdo das células da granulosa,
transformando o formato achatado da célula para o formato cuboidal,
culminando com o aumento do tamanho do odcito, ocorrendo a passagem
do estagio de foliculo primordial para o estagio de foliculo primario
(Hirsfield, 1995).

Van Wezel & Rodgers, (1996), sugerem que a ativacdo e 0
crescimento dos foliculos primordiais sdo dependentes de nutrientes

ovarianos, fatores de crescimento € pouco dependente da acdo do
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hormbénio gonadotréfico, o que contradiz com Hafez, (1987) que relata a
total auséncia da acéo das gonadotrofinas hipofisarias nesta fase.

Alguns foliculos primordiais iniciam seu crescimento tdo logo
sejam formados, enquanto outros permanecem quiescentes por Varios
meses ou anos (Hirshfield, 1992, Van Wezel & Rodgers, 1996).

Os foliculos primérios, sdo caracterizados pela presenca de um
oocito central circundado por uma camada de células da granulosa com
formato cuboidal, representando o primeiro estagio do crescimento
folicular (Hyttel, et al., 1997).

Este estagio inicial do crescimento folicular € ininterrupto,
inclusive por ocasido da gestacdo, lactacdo, bem como apds a
hipofisectomia (Hirshfield, 1991). O crescimento do foliculo primario, é
pouco dependente das gonadotrofinas hipofisarias, fazendo-se necessario
a acao dos fatores de crescimento (Hirshfield, 1985).

Os foliculos secundarios, apresentam um odécito com as mesmas
caracteristicas que os foliculo primarios, porém maior e circundado por
duas ou mais camadas de células da granulosa com o formato cubico
(Hyttel, et al., 1997). Nesta fase, ocorre a diferenciacdo das células da
teca, que sao formadas pela organizacdo em seguimentos paralelos das
fibras de tecido conjuntivo (Hitshfield, 1991) e o espacamento da zona
pellcida, a qual circunda o odcito (Figueiredo, 1995).

Eppig (1992) relatou que tanto o crescimento do odcito como a
proliferacdo das células da granulosa, sdo processos independentes de
gonadotrofina em foliculos pré-antrais, o que contradiz o relato de
Hirshfield (1985); portanto deduz-se que tanto na fase de foliculo
primordial como nas fases de foliculo primario e foliculo secundario,
podem ou néo sofrer a acdo destes hormonios.

Estudos in vitro em foliculos pré-antrais, ttm demonstrado que os
fatores de crescimento como Epidermal Growth Factor (EGF), Basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Jewgenow, 1996), e o insulin — like
Growth Factor (IGF-1 e IGF-2), bem como o FSH (Nuttinck et al., 1996),

estdo envolvidos na proliferacdo e diferenciagdo das células da granulosa
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e na esteroidogénese, que é de extrema importancia na estimulacdo de
receptores para LH nas células da granulosa, tal qual para o
comportamento sexual do estro.

Os foliculos terciarios, sdo caracterizados em sua fase inicial
como foliculos antrais, constituidos por um odcito circundado por varias
camadas de células da granulosa que se organizam para a formacédo do
Cumulus o6phorus (Hyttel, et al., 1997).

Nesta fase, surge o0 aparecimento de uma pequena cavidade
contendo liquido folicular denominada de antro, apresenta também uma
membrana basal e duas camadas de células tecais que sdo denominadas
de teca interna e teca externa (Figueiredo, 1995).

O desenvolvimento dos foliculos terciarios estdo diretamente
relacionados com a gonadotrofina hipofisaria, assim como os fatores de
crescimento e os fatores extra-ovarianos como € o caso do horménio do
crescimento (GH) (Hirshfield, 1991).

Na fase final do foliculo terciario, ocorre um aumento da
sensibilidade das células da granulosa ao FSH, o aparecimento e ativacao
dos receptores de LH nas células da granulosa e um aumento da
atividade aromatase nas células da granulosa, resultando na formacédo do
foliculo De Graff (Monniaux et al., 1993).
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2.5. Maturacao oocitéaria

A meiose no odcito tém inicio durante a vida pré-natal ou logo
apos o nascimento, sendo interrompida no estagio de dipléteno da
préfase (primeira parada meidtica). O olcito entra no estagio dictiato
guando seu nuacleo se torna proeminente (referido como vesicula
germinativa), permanecendo estatio. Durante a vida fértil, em cada ciclo
sexual, serd retomada a meiose apenas no odécito do foliculo De Graff
selecionado pelo pico pré-ovulatorio das gonadotrofinas (Ayalon et al.,
1972).

Prince & Smith (1997), relataram que a cada ciclo ovulatorio, as
centenas de odcitos primarios que foram recrutados para o pool de
crescimento atraves de mediados estimulos pelos hormonais
gonadotréficos, reassumem a divisdo meidtica, chegando até a metafase
da segunda divisdo meiotica, sendo todos esses passos compreendidos
entre o final da préfase | e a metafase |l.

Este processo € genericamente conhecido por processo de
maturacdo meidtica e compreende sucessivamente a dissolucdo da
membrana nuclear oocitdria ou quebra da vesicula germinativa,
condensacdo da cromatina, separacdo dos cromossomos homologos,
emissdo do primeiro corpusculo polar e parada da divisdo na metafase Il
com os cromossomos alinhados no fuso mitético Prince & Smith (1997).

Contudo, a maturacdo meidtica que ocorre no odcito se refere
especificamente a conversdo dos odcitos inférteis presente nos foliculos,
em odcitos férteis imediatamente antes da ovulacdo, através dos
processos de maturacdo nuclear e citoplasmatica (Landim-Alvarenga,
1999).

A maturacdo oocitdria na espécie equina € procedida com o
aumento gradativo de LH na fase estral, alcancando o seu nivel maximo
no segundo dia apds a ovulacao (Miller et al., 1980; Ginther, 1992).

Kenney et al. 1979, relataram que os niveis de estradiol-1713 (E2)

no fluido folicular, permanecem elevados em foliculos pré-ovulatorios, ja
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Ginther (1992), relatou que ha uma queda dos niveis de estrégeno em
dois dias que antecedem a ovulacéo.

A maturacdo nuclear e citoplasmatico foi estudada em éguas por
Goudet et al. (1997), onde observaram que o0s o0d0citos colhidos em
estagios iniciais de foliculos pré-ovulatérios (36-48 h) sao imaturos,
completamente fechados em uma célula compacta do cumulo e estdo no
estagio germinal da vesicula. Ja os o0citos ovulados, possuem maturacéo
nuclear completa, ou seja, estdo no estagio de metafase Il da meiose
(Miller et al., 1980).

Grondahl et al. (1995) e Landim-Alvarenga. (1999), relataram a
maturacdo nuclear como o reinicio da meiose, onde se observam um
achatamento do nucleo esférico do odcito equino, seguido de um aumento
da ondulacdo do envelope nuclear, formacdo da placa metafasica da
primeira divisdo meidtica, a extracdo do primeiro corpusculo polar e
subsequentemente a formacdo da placa metafasica da segunda divisao
meiotica. O processo da maturacdo nuclear, termina uma hora antes da
ovulagéo, quando o primeiro corpo polar for expulso (Hafez, 1995).

Segundo Landim-Alvarenga (1999), a maturacdo nuclear oocitaria
pode ser classificada em quatro fases: a) vesicula germinativa (quando o
ooOcito apresenta um nudcleo esférico e localizado centralmente ou
perifericamente no ooplasma); b) quebra da vesicula germinativa (quando
0 nucleo do odcito apresentar carioteca irregular ao redor da cromatina
condensada e dispersa); ¢) metafase | (caracterizada pela presenca dos
cromossomos arranjados na placa metafasica e localizados
perifericamente ao ooplasma); d) metafase Il (presenca dos cromossomos
metafasicos na periferia do ooplasma e do corpusculo polar no espaco
periférico).

A ocorréncia da maturacdo meidtica do odlcito em equinos, é
acompanhada e provavelmente regulada por mudancas no padréo de
fosforilacdo de varias proteinas celulares, na qual, um importante
componente desta mudanca é a atividade do fator promotor de maturagéo
(MPF), (Landim-Alvarenga, 1999).



33
Revisao de literatura

Este fator promotor de maturagdo, foi estudado por Masui &
Markert (1971) e Smith & Ecker (1971) utilizando-se odcitos de sapo.
Neste estudo constataram que 0s o00citos em processo de maturacao
produzem um fator que provoca a retomada da meiose, sendo
denominado de fator promotor de maturagaéo (MPF). Outros
pesquisadores constataram também a presenca deste fator em odcitos de
outras espécies domésticas (Murray, 1989; Downs, 1993).

O fator promotor de maturacéo apresenta niveis oscilantes, onde
inicialmente aparece quando a vesicula germinal € rompida e atinge o
nivel maximo na fase de metéfase |, desaparecendo transitoriamente
guando o primeiro corpo polar € emitido. O MPF, volta a reaparecer em
metafase 1l permanecendo em niveis elevados até a fertilizagdo
(Hashimoto & Kishimoto., 1988).

A maturacdo citoplasmatica é caracterizada por diversas
mudancas no formato e localizacdo das organelas celulares (Landim-
Alvarenga, 1999), a qual ocorre a migracao das mitocondrias, vesiculas e
gotas lipidicas para a regido central, resultando no aparecimento de um
grande numero de granulos corticais e complexos de Golgi livres na
regido periférica (Enders et al., 1987).

Goudet et al. (1997), relataram que a migracdo dos granulos
corticais séo indicativos da maturacdo citoplasmatica do o6cito em
metafase Il recém ovulado, indicando que o od0cito da égua é
completamente maturado em foliculos pré-ovulatérios.

Bezard et al. (1995), compararam a maturacdo nuclear e
citoplasmética em odcitos de éguas superovuladas com o EPE e néo
superovuladas, e constataram que ndo ha diferenca na qualidade
oocitaria, porém, a composi¢cdo do liquido folicular parece ser diferente
entre os grupos superovulado e ndo superovulado.

O mesmo grupo de pesquisadores, seguindo a linha de pesquisa
descrita anteriormente, observou um menor numero de 00citos
recuperados em ciclos de éguas superovuladas (61%) em relacdo as nao

superovuladas (79%), porém sem diferenca significativa.
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A baixa taxa da recuperacdo oocitéria, pode ser atribuida ao
estagio atrésico e imaturo de foliculos pré-ovulatorios. Esta hipotese é
confirmada com a alta incidéncia da baixa concentracdo de esterdides
encontrados em foliculos em que o odcito ndo foi recuperado; contudo, a
gualidade heterogénica dos foliculos e dos odcitos produzidos apés o
tratamento superovulatorio, pode explicar o baixo sucesso na taxa de

recuperacao de multiplos embrides (Bezard et al., 1995).

2.6. Processo da ovulacao

O processo da ovulagcédo, consiste na liberacdo do oocito do
foliculo dominante selecionado a partir da emergéncia de uma onda
folicular (selecionado por processos ainda nao totalmente elucidados), na
gual os foliculos pertencentes a mesma onda folicular que néo sofreram a
ovulacao, entram em atresia (Mies Filho,1982).

Os foliculos pré-ovulatorios passam por trés modificacfes
fundamentais durante o processo ovulatério: a) maturagcéo citoplasmatica
e nuclear do odcito; b) diminuicdo da propriedade coesiva das células do
Cumulus entre as células da granulosa; c) adelgacamento e ruptura da
parede folicular externa (Hafez, 1995).

Quando a onda ovulatéria de gonadotrofina estimula um foliculo
pré-ovulatério, a principal resposta celular é a luteinizacdo das células da
teca interna e das células da granulosa que constituem a parede folicular
pela acéo do LH, (Price & Smith, 1997).

Embora o processo de luteinizacdo nao requeira a ovulacéo,
parece que o processo ovulatério é parte integral dos estagios iniciais da
luteinizacdo. A ovulacado e a luteinizacdo, sdo dependentes de eventos da
célula da teca interna e da célula da granulosa, e a ruptura final do foliculo
ovulatorio pode ser dependente da ativacdo dos fibroblastos do tecido
conectiva tecal folicular (Price & Smith, 1997).

Pouco antes da ruptura folicular, as células do Cumulus sofrem

uma dissociacdo parcial e acumulam em torno do odcito, formando a
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corona radiata, devido a um aumento dos niveis de progesterona que
estimula a sintese de enzimas colagenases que dissociam a ligacéo entre
as células da granulosa, tornando a camada de células da granulosa
menos espessa (Parr, E.L., 1975; Espey, L.L., 1978).

Por acdo do horménio luteinizante, ocorre a sintese de
prostaglandina pelas células da granulosa, que contribui para a ruptura
dos lisossomos das células epiteliais no apice folicular e provoca também
a contracdo de fibras musculares do estroma ovariano, aumentando a
pressao no interior do foliculo e favorecendo a ruptura do mesmo apos o
adelgacamento do apice folicular (Brannstrom & Hellberg, 1989). A
inibicdo da sintese da prostaglandina pode impedir o processo de
ovulagéo (Hafez, 1995).

Dentre as prostaglandinas, as que atuam no processo da
ovulacdo sdo, a prostaglandina F2u que participa da ruptura folicular
através da ativacdo dos lisossomos, e a prostaglandina E2 que estimula a
producdo de plasminogénio ativador, aumentando a atividade da plasmina
gque geralmente fica envolvido na migracdo celular dos tecidos e
provavelmente tem a funcdo na remodelacdo das camadas de células
tecais e das células da granulosa durante a formacdo do corpo luteo
(Hafez, 1995).

Segundo Fritz & Speroff (1982), o mecanismo da ovulacdo pode
ser resumido em:

O aumento do LH plasmético estimula o aumento do AMPc
intracelular.

O AMPc é o mediador da luteinizacdo e da retomada da
meiose, superando a acao local do inibidor da luteinizacdo e
da maturacédo do odcito.

A sintese de progesterona aumenta e a parede folicular tem
aumentada sua distensibilidade.

Aumentam o0s niveis de prostaglandina que junto com a
plasmina e a colagenase, digerem a parede do foliculo

ovariano.
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O aumento dos niveis de LH completa a divisdo reducional e
formacao do primeiro corpo polar.

O pico do FSH estimula a expansado do Cumulus e a producéo
do ativador do plasminogénio.

A continuidade da digestdo enzimatica resulta na ruptura da
parede folicular.

Ocorre a expulséo do odcito.

Vasos sanguineos invadem a granulosa luteinizada.

2.7. Ovulacdes multiplas espontaneas

O conhecimento das particularidades fisioldgicas, quanto a
aspectos da foliculogénese e incidéncia de multiplas ovulacdes torna-se
necessario no intuito da prevencdo de gestacbes gemelares ou na
otimizacdo da eficiéncia reprodutiva e econdmica em um programa de
transferéncia de embrides (Carmo et al., 2002a).

Apesar da espécie equina ser considerada monovulatoria, ou
seja, apenas um foliculo dominante é selecionado durante cada onda
folicular, particularidades sao descritas dentre algumas racas, como é o
caso do Puro Sangue Inglés, Polo Argentino, Quarto de Milha e Apaloosa,
gue apresentam incidéncia de multiplas ovulacbes na ordem de 15-30%;
38%; 9% e 8% respectivamente, por ciclos estrais (Ginther et al., 1992;
Losinno et al., 2000 e Sertich, 1989).

Pascoe et al. (1987), avaliaram 1.015 éguas de racas européias e
PSI, concluiram que 38,2% das ovulacdes mdltiplas evoluiram para
gestacOes gemelares. Sertich, (1989) relatou que a incidéncia de multiplas
ovulagcbes em éguas de racas européias tem uma maior prevaléncia de
multiplas ovulacdes (55,9%), quando comparado com racas americanas
(8% a 9%).

Pimentel et al. (1994), descreveram a incidéncia de multiplas
ovulacbes em 3.631 éguas com predominancia de sangue da raca Crioula

e concluiram que a frequéncia média geral de mdltiplas ovulacdes foi de
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7,1%, sendo que, 6,5% de dupla ovulagao, 0,5% de tripla ovulacao e 0,1%
de quadrupla ovulacéo.

Trinque et al. (1997), relataram na raca Brasileiro de Hipismo, um
caso de quadrupla ovulacdo, havendo a recuperacao de dois blastocistos
expandidos, um blastocisto inicial e um o6cito em uma uUnica colheita de
embrido, resultando em trés prenhezes confirmadas.

Entretanto, ha uma maior incidéncia de ovulacdes duplas do que
tripla ou quédrupla, segundo relato de Hughes et al. (1972), onde foram
observados 99% de ovulacdes duplas e 1% de ovulacdes triplas e
quadrupla.

Um total de 829 ciclos em éguas da raca Brasileiro de Hipismo foi
avaliado por Carmo et al. (2002a), tendo sido detectados 390, 360 e 79
ciclos com ovulacdes simples, duplas e triplas, respectivamente, e um
total de 617 embrides recuperados, sendo 230, 306 e 81 embribes
provenientes de ovulacdes simples, duplas e triplas respectivamente,
sendo observados uma incidéncia de 53 % de ovulacdes mdltiplas.

A frequéncia de ovula¢cdes mudltiplas unilaterais e bilaterais tem
sido motivo de estudo por alguns pesquisadores, onde Ginther & Pierson
(1989), ndo notaram diferenca significativa entre as incidéncias uni ou
bilateral. O mesmo foi relatado por Squires et al., (1987b) relatando 49,7%
de ovulagcbes mudltiplas unilaterais e 50,3% de ovulagbes mudltiplas
bilaterais.

A maioria das ovulagdbes mudltiplas ocorre sincronicamente,
apresentando 75% das ovulacbes entre as primeiras 24h; 15% entre 48h
e 10% apos as 48h (Hughes et al., 1972).

Em um outro estudo mais minucioso, Ginther (1987) relatou que
55% das ovulacdes mdltiplas sdo simultaneas, ou seja ocorrem ao mesmo
tempo, 33% em 24h, 9% em 48h e 3% em até 62h.

Quando comparado o sincronismo entre as ovulacdes duplas
unilateral e bilateral, Henry et al. (1982) relataram em um estudo
envolvendo 209 ovulagbes duplas, um maior sincronismo entre as

ovulacdes bilaterais do que em unilaterais.
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A incidéncia de ovula¢gbes multiplas pode estar relacionada a
fatores genéticos (raca), hereditarios (familiar), nutricional (dieta rica em
energia) e relacionado com a idade da égua (18% entre 6 a 10 anos, e
14% entre 2 a 5 anos) (Ginther, 1992; Warszawsky et al., 1972; Henry et
al., 1982).

N&o se sabe ao certo qual a base hormonal para a predisposi¢cao
de ovulacdes multiplas espontaneas, onde estudos tém demonstrado que
as concentracfes circulantes de LH e FSH sdo semelhantes entre éguas
de ovulacbes simples e mdltiplas, sugerindo haver uma maior
sensibilidade ovariana a gonadotrofina em determinadas racas e
individuos (Urwin & Allen, 1983).

Ginther (1992), comparou entre as ovulagées simples e dupla o
didmetro meédio dos foliculos pré- ovulatorios, descrevendo o diametro de
44mm para a ovulacao simples, 35mm e 40mm para as ovulacdes duplas
unilateral e bilateral respectivamente. Quando 0 mesmo autor
correlacionou o didmetro entre a primeira e a segunda ovulacédo de dois
foliculos pré-ovulatérios unilateral as mensuracbes foram de 39mm e
34mm de diametro respectivamente.

Uma das possiveis causa para o0 menor didmetro dos multiplos
foliculos ovulatérios, € o aumento do nivel circulante de inibina, resultando
na inibicdo da liberacdo do FSH. Entretanto, a relagdo entre o diametro
dos foliculos pré-ovulatérios e 0 menor sincronismo entre as multiplas
ovulagbes unilaterais, pode ser consequéncia do menor suporte
sanglineo entre os foliculos, levando a uma diminuicdo dos nivel de LH
nos foliculos menores em relacéo aos foliculos maiores (Ginther, 1992).

Squires et al. (1987a) relatam um aumento na concentracdo de
progesterona circulante em ovulagbes duplas naturais ou induzidas,
porém o0s niveis apresentam ser menores do que o dobro das ovulagfes
simples. Nao ha alteracdo sobre a duracdo do estro, diestro e do ciclo
estral em éguas com ovula¢Bes multiplas (Ginther & Pierson., 1989).

Entretanto, o aumento do numero de ovulacdes € desejavel para

fins de programa de transferéncia de embrides, elevando o percentual de
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embrides recuperados por éguas. Contudo, € preocupante no que diz
respeito ao manejo reprodutivo, pois, gestacdes gemelares sé&o

indesejaveis na espécie equina (Carmo et al., 2002a).

2.8. Superovulacdo em ruminantes

A superovulacdo é um elemento chave na biotecnologia da
transferéncia de embrides, sendo estudada desde 1940 na espécie bovina
com o intuito de estimular através da administracdo de hormonios
gonadotréficos o desenvolvimento de um maior numero de foliculos
antrais que normalmente sofreriam atresia (Casida et al., 1940).

Um grande numero de pesquisadores tem procurado um melhor
entendimento da dinamica folicular (Savio et al., 1988; Ginther et al.,
1989) com o propésito de compreender alguns dos eventos que ocorrem
durante a superovulagao.

No entanto, apesar das intensas pesquisas nas ultimas décadas,
ainda ndo existe um protocolo satisfatério que permita eliminar, ou
mesmo, reduzir de forma significativa as varidveis que afetam a resposta
superovulatoria (Gonsalves et al., 2002).

Hyttel et al. (1989 e 1991), relataram uma assincronia entre a
maturacdo citoplasmatica e nuclear nos odcitos de vacas superovuladas,
supondo ser consequéncia da assincronia intrafolicular causada pelo
variavel e baixo suporte sangiineo entre os foliculos superestimulados.
Esta alteracdo no suporte sangiiineo causa uma variagdo nos niveis de
FSH/LH circulante entre os multiplos foliculos (Ginther, 1992). Moor et al.
(1984) relataram que o tratamento superovulatério em vacas pode causar
distarbios que afetam a maturacdo folicular e oocitaria, diminuindo o
namero de odcitos normais ovulados e consequentemente o nimero de
embrides viaveis.

Em um estudo realizado por Adams et al. (1993), foram avaliados
2.048 colheitas de embrides em diferentes vacas, chegando a uma média

de 11,5 odcitos/embrides e 6,2 embrides transferiveis por vaca. Os
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mesmos autores relataram que em média 24% das colheitas de embrides
em vacas nao resultam em embrides, 64% das vacas doadoras produzem
menos embrides viaveis (transferiveis) que a média (4 — 6 embrides/vaca)
e que 30% das colheitas produzem um total de 70% de embrides
transferiveis. Nogueira (2001) observou em seu experimento que 43% das
vacas nelore superovuladas apresentaram uma baixa taxa de embribes
transferiveis ou nenhum embrido tranferivel.

O numero de corpos lateos e o nivel plasmético de progesterona,
podem estar correlacionados (Monniaux et al 1983), mas nédo o suficiente
para afirmar precisamente o numero de estruturas liteas (Saumande,
1981).

A baixa resposta superovulatoria e a baixa recuperacdo de
embrides viaveis por colheita ainda podem estar relacionados a fatores
individuais (raca, causas genéticas ou fisioldgicas, estado nutricional,
estacdo do ano e repeticbes sucessivas de tratamento superovulatério) e
a fatores relacionados ao tratamento superovulatério (momento de se
iniciar o tratamento com relacdo ao ciclo estral, tipo de gonadotrofina
utilizada, relacdo FSH e LH nos preparados, duracdo do tratamento, dose
de gonadotrofina e a via de administragéo) (Ginther et al., 1989; Totey et
al.,1989; Gonzales et al., 1990; Carbodevila & Torquatis, 1991; Adans et
al., 1992; Bo et al; 1993; Armstrong, 1993; Pérez, 1996).

Os fatores individuais relacionados a raca estdo presentes entre
os Bés indicus e os Boés taurus, havendo uma maior predisposi¢do a uma
melhor resposta superovulatéria para as racas Boés taurus; porém,
variacfes individuais podem existir, como € o caso do Bés taurus por
apresentarem uma maior dificuldade na colheita dos embrides em
consequéncia as caracteristicas anatbmicas do trato genital (Carbodevila
& Torquatis, 1991). Chupim et al. (1987), sugerem que em vacas
Holandesa requer um extrato mais purificado do que em vacas Charolais.

Os animais que ndo respondem aos estimulos superovulatérios
ou o fazem de forma débil, tendem a ndo responder os tratamentos

subsequentes. O inverso ocorre em vacas com boa resposta
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superovulatéria apresentando resultados favoraveis aos proximos
tratamentos superovulatorios (Kohram et al., 1995). Estes fatores
genéticos e fisioldgicos também foram relatados por Armstrong (1993)
onde este observou uma grande variagcdo entre as vacas e suas
linhagens, porém o numero de foliculos foram similares no inicio do
tratamento para as vacas com alta ou baixa resposta superovulatéria.

O estado nutricional das vacas também pode influenciar na
resposta superovulatéria, na taxa de ovulagdo e na fertilidade, sendo
necessario um metabolismo basal positivo como a ingestdo de racdes
com alto valor energético, resultando na estimulagdo dos centros
hipotalamicos e consequentemente na ativacdo ovariana (Carbodevila &
Torquiatis, 1991,B6 et al., 1994).

Quanto aos fatores individuais envolvidos na estacdo do ano,
Chupin et al. (1984 e 1987) observaram em vacas da raca Brahman que
na época do verdo (fevereiro) a resposta superovulatéria e o numero de
embrides viaveis sado significativamente maiores que no inverno (julho),
apresentando uma média de 19,2/5,9 corpos luteos e 9,6/1,6 embrides
recuperados respectivamente.

O momento do ciclo estral mais propicio para se iniciar o
tratamento superovulatério, é baseado em dados obtidos de varios
experimentos cientificos assim como dados de técnicos a campo,
sugerindo ser iniciado entre o 8 e 12° dia pés — ovulacéo (Lindsell et al.,
1986).

Os preparados utilizados nas tentativas superovulatorias em
vacas sao baseados em trés tipos de gonadotrofinas de origem natural: as
gonadotrofinas do extrato de pituitaria de animais domésticos (suino,
ovino, equino, bovino), gonadotrofina coribnica equina (eCG) ou
gonadotrofina do soro da égua prenhe (PMSG) e a gonadotrofina da
menopausa humana (hMG) (Boland et al.,, 1978; Carbodevila and
Torquati., 1991; Wright & Malmo., 1992; Mantovani et al., 1994).

As gonadotrofinas do extrato de pituitaria de origem animal, sao

encontradas em produtos comerciais com diferentes nomes (Folltropin-
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V®; Ovaset®; Pluset®, Ovagem®, Superov®) e apresentando em suas
bases, diferentes concentracbes de LH em relacdo as concentracbes de
FSH (x15%LH, +5%LH, £50%LH, 0%LH, 0%LH respectivamente) (B6 et
al., 2000).

O eCG/PMSG sédo apresentados comercialmente como
Novormon® 5000, Folligon®, Intergonam® e Pregmagon®, onde séo
constituidos de atividades variaveis de FSH e LH no preparado em
consequéncia do estagio da gestacdo quando o soro for colhido das
éguas (Murphy et al., 1984).

A superovulagdo em vacas é usualmente induzida pelo extrato de
pituitaria de origem animal (FSH) (Barros & Nogueira, 1997; Alfuraiji et al.,
1993). A gonadotrofina coridnica equina (eCG) ou a gonadotrofina do soro
da égua prenhe (PMSG) tem sido associada com um menor numero de
embriBes transferiveis em comparacdo as vacas tratadas com FSH
(Elsden et al., 1978).

Monniaux et al. (1983) compararam a resposta superovulatéria
entre o preparado de FSH/LH e o PMSG em vacas Charolais. Neste
estudo foi observado uma maior taxa de ovulacbes e embrides
transferiveis em vacas oriundas do tratamento superovulatério com o
preparado do FSH/LH duas vezes ao dia por um periodo de quatro dias
(11,1 e 4,4 respectivamente) quando comparado com a administracao de
PMSG em dose Unica (8,1 e 3,3 respectivamente).

Quanto a frequiéncia na administracdo do FSH, é sugerido ser
administrado duas vezes ao dia em oito aplica¢des, em consequéncia da
vida média circulante deste hormdnio ser curta (x5h.) para a estimulacdo
ovariana, mas ainda permanecendo na circulagdo por £12 h (Laster,
1972).

Ja o eCG/PMSG é um complexo glicoproteico com uma vida
média estimulatéria ovariana prolongada (x40h.), fazendo-se necessaria
apenas uma administracdo para eliciar a resposta superovulatéria em
vacas (B0 et al., 1994). Gonsalves et al. (2002) relatam que a vida média
do eCG/PMSG varia de 8 a 14 dias.
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Estudos que comparam a freqiiéncia na administracdo de FSH
uma ou duas vezes ao dia, foram demonstrados por Boland & Roche
(1992), havendo um maior nimero de embrides recuperados em vacas
guando foi administrado duas vezes ao dia (8,8 embrides) em
comparacdo a uma vez ao dia (5,0 embrides), confirmando a curta vida
média do FSH, fazendo-se necessaria a administragdo a cada 12h para
gue os niveis séricos desta gonadotrofina sejam mantidos, permitindo a
acao superovulatéria desejada (Laster, 1972, Gonsalves et al., 2002).

O mesmo foi relatado por Monniaux et al.,, (1983), quando
compararam a frequéncia da administragdo do FSH/LH em uma (T1),
duas (T2) e trés (T3) vezes ao dia por um periodo de quatro dias,
divididas em doses iguais. Os resultados demonstraram que a
administracdo do FSH/LH duas e trés vezes ao dia foram superiores a
administracdo de uma vez ao dia, obtendo uma média de ovulaces,
embribes recuperados e embribes transferiveis de 10,2; 6,7 e 5,1
respectivamente para (T2); 10,0; 6,9 e 4,1 respectivamente para (T3) e
7,4; 3,6 e 1,8 respectivamente para (T1).

A prolongada vida média do eCG/PMSG administrado, provoca
alguns problemas originarios da permanente estimulagdo ovariana, como
os foliculos que ndo ovulam e luteinizam, levando a perfis enddcrinos
anormais (altos niveis de estrégeno) e embrides de baixa qualidade ou
degenerados (B¢ et al., 2000).

Para minimizar estes problemas, tem-se associado ao protocolo
superovulatério com eCG/PMSG, um anti-soro anti-eCG/PMSG (Neutra-
PMSG®) que é um anticorpo monoclonal anti-eCG/PMSG, sendo
administrado no momento da primeira inseminagao artificial, com o intuito
de neutralizar a acdo desta gonadotrofina na estimulacdo ovariana
(Dieleman et al., 1987 e 1993; Alfuraiji et al., 1993; B6 et al., 2000).

A dose recomendada do eCG, varia entre 1.500 a 3.000 Ul por
administragao, sendo usualmente utilizado na dosagem de 1.500 a
2.500Ul em novilhas e vacas primiparas e 3.000Ul para vacas multiparas

via intramuscular (B6 et al., 2000; Gonzales et al., 1994). J& o Folltropin-
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V® e o0 Pluset® (FSHp) tem sido recomendada a administragao de 150-
250mg/350-600 Ul em vacas de corte européias, 130-200 mg/300-450 Ul
em vacas de corte zebuinas, 200-400 mg/400-800 Ul em vacas de leite
respectivamente aos seu produtos (Lange & Reichenback, 1997; Barros &
Nogueira, 1997; Fernandes & Santos, 2000).

A grande variagdo nas dosagens hormonais de FSH e
eCG/PMSG, é decorrente das oscilantes respostas superovulatérias entre
novilhas, vacas e entre diferentes racas (Santos Filho & Oliveira, 1998;
Barros et al., 2000; Matoba et al., 2002).

B6 et al. (1994) compararam diferentes dosagens de FSH
(Folltropin-V®), 200 mg, 400 mg, 600 mg e 800 mg por via subcutanea em
vacas de corte, demonstrando uma maior taxa no numero de corpos
luteos, odcitos fertilizados e embrides transferiveis quando utilizaram a
dose de 400 mg.

No mesmo estudo, os autores compararam a administracdo de
400 mg do mesmo produto a base de FSH em dose Unica via subcutanea
e em duas aplicacdes diarias por um periodo de quatro dias via
intramuscular, concluindo ndo haver diferencas significativas entre o0s
tratamentos quanto ao numero de corpos lateos (26,8/20,7), ao numero
total de odcitos/embrides (9,0/11,3), ao numero de odcitos fertilizados
(3,6/6,3) e ao niumero de embrides transferiveis (2,5/4,8) respectivamente
(B6 et al., 1994).

O mesmo tem sido relatado por outros autores entre as vacas Bos

tauros, Bos indicus (Fernandes et al., 1993) e em bufalas (Kasiraj et al.,

1992), porém quando o FSH foi administrado em dose Unica via
intramuscular, a resposta superovulatoria foi bem frustrante (B6 et al.,
1991).

As diferentes concentracbes de FSH e LH presentes nos mais
variados produtos superovulatorios tém sido motivo de preocupacéo e de
estudo (Barros et al., 2000), visto haver um efeito negativo no aumento

das concentragcbes de LH na producdo e na qualidade dos embrides em
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vacas (Donaldson & Ward, 1986) sugerindo que os niveis maximos do LH
nao devem ser superiores a 15% e 20% (Mapletoft etal., (1992 e 1993).

Em contrapartida, uma quantidade minima de LH no processo
superovulatério é essencial em decorréncia de sua ag¢do no final da
maturacao folicular (Murphy et al., 1984; Chupin et al.,1987; Herrler et al.,
1994). Contudo, Donaldson & Ward (1986) relataram que o preparado de
FSH altamente purificado, reduz significativamente a taxa de ovulacéo.

O primeiro foliculo dominante em novilhas depende da troca de
ligacbes do FSH em LH para manter o seu desenvolvimento, havendo um
aumento no numero de receptores de LH ligados na célula da granulosa
desde o sexto dia do ciclo estral (Ireland & Roche, 1987).

Em vacas nao superovuladas o aumento nos niveis de LH é
responsavel pelo reinicio da meiose dos odécitos pré-ovulatérios, contudo,
0 aumento excessivo ou a diminuicdo do LH contido no preparado
gonadotrofico, demonstra alterar a atividade da maturagdo oocitéria
durante o processo superovulatério (Moor et al., 1984). Porém, ha
necessidade da presenca do LH exdgeno no preparado superovulatério,
pois, o LH enddgeno néo se faz suficientemente para a estimulagéo final
da maturacdo folicular e do desenvolvimento oocitario em mdultiplos
foliculos (10-20 foliculos) em vacas superovuladas (Kelly et al., 1997).
Armstrong, (1993) relata que os foliculos de ovelhas superovuladas, sédo
menores que os de ovelhas ndo superovuladas.

Em decorréncia destas variagdes, estudos tém demonstrado que
os preparados gonadotroficos estdo diretamente relacionados com as
variacdes dos resultados nos tratamentos superovulatorios, visto que a
alta concentracdo de LH causa efeitos deletérios na resposta
superovulatoria (Murphy et al., 1984; Donaldson & Ward, 1986; Gonzales
et al.,1990) e na qualidade dos embrides (Kafi & Mcgowan, 1997), em
consequéncia da luteinizacdo folicular e da maturacdo prematura do

odcito (Callesen et al., 1986).
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Contudo, o efeito negativo do aumento dos niveis de LH na
superestimulacdo ovariana, sugere a necessidade de diminuir o seu nivel
exogeno no processo final da superovulacéo (Donaldson & Ward, 1986).

Monniaux et al. (1983), na tentativa de minimizar o efeito deletério
do LH ex6geno, compararam a administracio de um composto
superovulatério (FSH/LH) com altas concentracdes de LH em doses
decrescentes e doses continuas. Neste estudo os autores administraram
uma dose total de 50 mg de FSH/LH duas vezes ao dia por um periodo de
guatro dias, obtendo uma média de ovulacbes, embrides recuperados e
de embrides transferiveis de 159 e 9,3; 122 e 58; 53 e 24
respectivamente aos protocolos superovulatorios em doses decrescentes
e em doses continuas.

Alvin et al. (2000) compararam dois produtos comerciais para
superovulacdo em vacas, o PlusetO que é um produto com alta
concentra¢do de LH (1:1), e o FolltropinO que é um produto com baixa
concentracdo de LH (15%). O nimero de estruturas coletadas e o numero
de estruturas viaveis foram de 15,32 e 6,89; 16,57 e 9,71 respectivamente
ao PlusetO e ao FolltropinO.

O mesmo foi observado por Kelly et al, (1997), onde os
tratamentos superovulatérios com o PlusetO comparado com o Folltropin,
resultaram em um maior numero de foliculos (10 mm) e ovulacdes, porém
com maior nimero de embrides degenerados e nao fertilizados em
comparacéo ao FolltropinO.

Os mesmos autores relataram que as novilhas superovuladas
com PlusetO em apenas uma administracdo ao dia por quatro dia,
apresentaram um maior nivel de estrogeno em relacdo ao mesmo
tratamento com o FolltropinO. Entretanto, quando as novilhas foram
superovuladas com o0s mesmos produtos comerciais em duas
administracdes ao dia em dose decrescente por um periodo de quatro
dias, ndo houve diferenca significativa nos niveis de estroégeno.

Uma alternativa promissora para aumentar o recrutamento de

foliculos antes da superovulacdo é a utilizacdo da somatotrofina
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recombinante bovina (rbsT), que é capaz de estimular a sintese de IGF-I
em varios tecidos, inclusive no ovario (Gong et al., 1996). Spicer & Geisert
(1992) mostraram que foliculos pequenos contem menor quantidade de
IGF-I do que foliculos médios e grandes. Kuehner et al. (1993) relataram
gue a rbsT influencia na resposta superovulatoria, visto que, este pode
estimular a sintese de IGF-I e esta por sua vez € capaz de estimular as
células da granulosa.

Contudo, a rbsT ainda é motivo de discussdo entre o0s
pesquisadores, sendo que, alguns deles tém relatado o aumento na
resposta superovulatéria (Niemann, 1991; Herrler et al., 1994; Gong et al.,
1996) e outros nao tém obtido o0 mesmo sucesso (Gray et al., 1993)

Alguns estudiosos tém observado a presenca de um maior nivel
de estrogeno em vacas superovuladas, em decorréncia ao maior hamero
de ovulacdes que sdo expressas pelo numero de corpos liteos presentes
no 6% e 7° dia pés-inseminacao artificial (Callesen et al., 1990).

O elevado nivel de LH presente nos compostos, conjugando com
o0 aumento dos niveis de estrdgeno, pode explicar 0 maior nimero de
foliculos pré-ovulatérios produzidos pelo PlusetO. Isto é decorrente a
maior atividade estrogénica em relacdo ao aumento na producdo de
andrégeno nas células da teca (Kelly et al.,, 1997). As células da eca,
produzem andrégenos em resposta ao LH e as células da granulosa
convertem andrégeno em estrégeno através da enzima aromatase em
resposta ao FSH (Bevers & Dieleman, 1987). Entretanto, as altas
concentracdes de LH presentes no PlusetO, podem estimular o aumento
das concentracbes de andrégenos nas células da teca que
consequentemente eleva a producdo de estrogeno nas células da
granulosa (Kelly et al., 1997). Porém, os mesmos autores relatam que
quando da administracdo do PlusetO em doses decrescentes, 0s niveis
de LH exdgeno foram menores e consequentemente uma menor
producao de androgenos e estrogeno.

Uma outra anormalidade superovulatoria, pode ser decorrente ao

desenvolvimento folicular acelerado culminando com a ovulacdo, antes
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gue o foliculo tenha atingido o crescimento e o desenvolvimento
adequado para completar o processo de maturacdo oocitaria e das
células da granulosa (Armstrong, 1993).

A reducdo do numero de células da granulosa em vacas
superovuladas podem também propiciar uma anormalidade oocitaria
(Armstrong, 1993). A célula da granulosa tem um papel essencial na
nutricdo do oocito presente no foliculo em desenvolvimento (Anderson &
Albertini, 1976; Armstrong, 1993). O sitio de comunicac¢éo entre as células
da granulosa, as células do Cumulus e o odcito, forma uma rede de
comunicagdo entre estas ceélulas intercomunicadas que provém de um
sinal regulatério e nutricional do odcito (Anderson & Albertini, 1976).

A comunicacgédo reduzida do sincicio entre as células da granulosa
e as células do Cumulus, simultaneamente com uma diminuicdo na
duracéo da fase folicular em animais superovulados, podem levar a uma
inadequada nutricdo do o6cito durante o periodo critico do
desenvolvimento pré-ovulatério, na qual a maturacdo citoplasmatica é
completada. Isto podera resultar em uma deficiéncia biocinética e
metabodlica que comprometeria a capacidade de desenvolvimento dos
odcitos (Armstrong, 1993). Anormalidades também foram encontradas por
Moor et al. (1985) quanto a secrecdo de esterdides e aos padrées dos
sitios protéicos no odécito de ovelhas superovuladas com PMSG,
oferecendo suporte a hipotese de Armstrong (1993).

Varios autores tém relatado que repeticbes sucessivas do
tratamento superovulatorio tendem a diminuir a resposta ovariana, assim
como uma irregularidade no ciclo estral, devido a producéo de anticorpos
ao horménio exogeno, fazendo necessario intervalar as superovulagcfes
entre 56 e 60 dias (Pinheiro-Andrioli et al.,1995; Nogueira, 2001).
Entretanto, em outros estudos ndo foram observadas qualquer diminuigéo
no numero de embrides viaveis até seis (6) repeticdbes do tratamento
superovulatério (Lamberson & Lamberth, 1986; Oikawa et al., 1998;
Manciaux et al., 2000).
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Pinheiro-Andrioli et al. (1995) estudaram a resposta
superovulatéria em 30 cabras depois de repetidos tratamentos com
gonadotrofina hipofisaria de suino intervalados em 56 dias. Os autores
constataram uma diminuicdo significativa na ocorréncia do estro em
cabras na 2° e na 3° inducdo superovulatéria em relacdo a 1°
superovulacao (36,5%, 41,1% e 83,3% respectivamente). Em relacéo a
taxa de ovulacdo apds repetidos tratamentos ndo houve diferenca
significativa (3,9; 3,4; 2,6 respectivamente a 1°, 2° e 3° inducdo
superovulatéria).

Podemos concluir que a superovulacdo € uma técnica
cosmopolita, todavia, complexa e que requer ainda intensos estudos para
solucionar as suas incégnitas que em parte vém sendo eficientemente
solucionados com a interacdo entre as técnicas de puncao folicular
transvaginal e as biotécnicas da Fertilizacdo in-vitro (FIV) e Transferéncia

Intrafalopio de Gametas (GIFT).
2.9. Superovulagédo na espécie equina

As técnicas para otimizar a fertilidade na espécie equina tém sido
limitantes em decorréncia da maioria das éguas apresentar uma uUnica
ovulagdo por ciclo estral (McCue, 1996). A incidéncia de ovulacdes
multiplas espontaneas em racas européias, tem maximizado a eficiéncia
da transferéncia de embrides (Sertich, 1989; Pascoe et al., 1987, Carmo
et al., 2002a).

Squires et al. (1987a) relataram que a viabilidade dos embrides
coletados de éguas com ovulacbes simples, ovulacbes mudltiplas
espontaneas e de ovulagbes multiplas induzidas (superovuladas) séo
iguais. Dippert et al. (1994) observaram similares taxas de fertilidade entre
embrides de éguas superovuladas e nao superovuladas, entretanto,
outros pesquisadores contradizem estes relatos (Woods & Ginther, 1984).

A transferéncia de embrides, visa elevar potencialmente o nivel

7

genético da progénie (Meira & Buratini, 1998) porém, é uma biotécnica
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gue requer investimentos, principalmente no que diz respeito as éguas
receptoras de embrides, pelo fato destas terem que esperar varios ciclos
para receberem o embrido (Squires & Seidel, 1995).

O tratamento superovulatério na espécie eqlina, assim como em
ruminantes que apresentam ovulacdes simples, busca recrutar um maior
niamero de foliculos possiveis de uma onda folicular, estimulando o seu
desenvolvimento até as ovulacfes (Meira & Buratini, 1998).

O principal objetivo da superovulacéo, é o de elevar a eficiéncia
reprodutiva e econdmica dos programas de transferéncia de embrides,
visto que, com a multiplicacdo do numero de ovulagbes e
consequentemente do numero de odcitos para a fertilizacdo, teriamos um
maior nimero de embrides por éguas doadoras a serem recuperados em
uma unica colheita (Andrade, 1986).

O processo superovulatério, também pode aumentar a taxa de
fertilidade de garanhdes subférteis (maior chance de fertilizar um odcito) e
de éguas subférteis, por propiciar um maior numero de ovulagbes e
consequentemente uma maior expectativa para a fertilizacdo (McCue,
1996).

Outras aplicacdes favoraveis a estimulacdo de mdltiplos foliculos,
€ o fato destas poderem aumentar a eficiéncia da colheita de odcitos para
fins de fertilizagdo in-vitro (FIV), transferéncia intrafalopio de gametas
(GIFT) e injecdo de espermatozoide intracitoplasmatica (ICSI) (McCue,
1996).

Vérios estudos tém relatado que a égua é refrataria a todas as
drogas rotineiramente utilizadas na tentativa superovulatéria de outras
espécies, como o0 FSH e o0 eCG (McCue, 1996). O Extrato de pituitéria
equina (EPE) € um preparado parcial de Gonadotrofina eqlina, e o Unico
composto que consideravelmente induz ovulagcdes mdltiplas em éguas
(Squires et al, 1999). Contudo, a resposta superovulatéria é baixa (1-3
ovulacdes/égua) em relagdo a outras espécies (McCue, 1996).

Para se ter idéia desta baixa resposta fisioldégica ovariana das

éguas aos hormonios gonadotroficos, Douglas apud Andrade (1986)
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induziu a superovulacio em éguas com a gonadotrofina equina
(Pitropin®), resultando em uma taxa de 2,3 ovulagdes, porém, em um
outro experimento, o mesmo preparado foi capaz de induzir,
aproximadamente, 30 ovulacdes em vacas (Andrade, 1986).

A otimizacdo da dose do extrato de pituitdria para induzir um
maior nimero de ovulagbes € um ponto importante a ser considerado
(Woods & Ginther, 1983). Varios pesquisadores tém estudado a dosagem
e a frequéncia do EPE que mais se adaptam para a estimulagdo ovariana
(Douglas, 1974 e 1979; Lapin & Ginther, 1977; Woods & Ginther, 1983;
Alvarenga et al, 1999 e 2001).

A poténcia da dose € estimada por uma amostra de ovarios de
ratas superestimuladas com EPE, que s&o pesados e expressados em
Fevold rat unit (Fevold, 1939), contudo, a padronizacdo da dose a ser
administrada € um fator arduo e limitante, em decorréncia das constantes
variacdes dos niveis de FSH e LH presentes no preparado (Squires et al.,
1999).

Tem-se relatado que uma maior dose diaria do EPE em éguas
anovulatorias, resulta em uma maior taxa de ovulacdes (1125 Fevold unit/
3.3 ovulagdes/égua e 750 Fevod unit/ 1,4 ovulagdes/éguas), porém,
guando administrada na estacdo ovulatéria, ndo foram observadas
diferengas nas taxas de ovulagbes (750, 1500 e 2250 Fevold unit/ 2,7
ovulacdes/éguas) (Woods & Ginther, 1983).

Alguns estudos tém sido relevantes em avaliar o melhor momento
para se iniciar o tratamento superovulatorio (Woods & Ginther, 1983). As
éguas tratadas na fase de anestro com o EPE, tém demonstrado uma
média de 3,3 ovula¢des/éguas (Woods & Ginther, 1982), ja na fase estral
utiizando o mesmo produto superovulatorio, tem sido comparado as
éguas em fase do estro e do diestro (Lapin & Ginther, 1977). Na fase do
estro a média de ovulagbes tem sido de 1,7/égua (Lapin & Ginther, 1977;
Woods et al, 1982), porém, na fase do diestro, quando se iniciou o
tratamento no 15° dia po6s-ovulagdo, a média foi de 2,9 ovulagdes/égua
(Wood & Ginther, 1983).
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O preparado comercial & base de FSH (Foltropin, Pluset) tem
sido utilizado em éguas na tentativa de induzir as ovulagbes mudultiplas
(Fortune & Kimmich, 1993; Squires et al., 1986). Contudo, a resposta
superovulatéria é baixa, obtendo uma meédia de 1,6 ovulagbes por ciclo e
um percentual de ovulagBes mdultiplas de 65% das éguas tratadas (Sirois
et al.,, 1992), o que limita a sua utilizacdo em decorréncia do seu alto
custo e da necessidade de ser utilizada em altas doses (Mc Cue, 1996;
Squires et al.,, 1999). A dose de FSH-p administrada em éguas, €
aproximadamente 70 vezes a dose usualmente utilizada em vacas para
promover a superovulagéo (Ginther et al., 1986 apud McCue, 1996).

A gonadotrofina coridnica equina (eCG é usualmente utilizada na
superovulacdo de ruminantes, porém, em éguas tem sido demonstrado
nao haver efeito no desenvolvimento ou na ovulagdo de multiplos foliculos
(Day, 1940; Allen, 1982; Ginther, 1992). Esta falha no desenvolvimento de
multiplos foliculos com 0 eCG em éguas tem sido atribuida a uma limitada
ligacdo do eCG aos receptores de FSH ao foliculo de éguas néao
gestantes (McCue, 1996).

O GnRH também tem sido estudado na tentativa de melhorar a
resposta superovulatéria em éguas, obtendo um melhor resultado no
periodo de anestro, em decorréncia da presenca do pico de FSH em
resposta a sua administragdo (Mccue, 1996). Johnson & Becker (1988),
relataram a inducdo de ovulacbes mudltiplas com o uso de GnRH em
éguas no periodo de anestro, obtendo uma meia de 1,3; 29 e 3,5
ovulacg@es, utilizando uma dosagem farmacolégica de 2, 20 e 100ng de
GnRH/ hora respectivamente, através de uma “bomba de GnRH”, por um
periodo médio de 11,4 dias. Ja em éguas ciclicas, ndo houve sucesso na
inducdo de ovulagdes multiplas, devido ao efeito de feedback negativo
para a liberacdo de FSH, ou seja, a inibina secretada pelos foliculos em
desenvolvimento impedem a liberacdo do FSH, que bloqueia o
crescimento de pequenos foliculos da onda folicular (Mccue, 1996).

Algumas tentativas supressoras de inibina tém sido estudadas,

com o intuito de impedir o seu efeito (Mckinnon, et al., 1992), através da
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imunoneutralizacdo de inibina, que consiste na utilizacdo de fragmentos
sintéticos ou recombinantes da subunidade - a, o que promove o bloqueio
do mecanismo de feedback negativo da liberacdo de FSH, permitindo a
elevacdo dos niveis de FSH enddégeno durante a fase folicular (Mccue,
1996)

Um agonista da inibina, foi utilizado na tentativa de induzir as
ovulagdes multiplas em éguas (McKinnon, et al., 1992; McCue, et al.,
1993). Mckinnon, et al. (1992) relataram um aumento na taxa de
ovulagBes duplas e triplas e na recuperacdo de embrides com a utilizacao
deste agonista de inibina. Porém, o seu uso tem sido limitado em
decorréncia a relatos de choque anafilatico e abcesso no sitio de
administracéo, devido ao prolongado tempo de administracéo da droga, o
gual é realizado em torno de duas ou mais semanas (Squires et al., 1999).

Como ja dito anteriormente, o EPE é o Unico composto que
consistentemente induz a superovulacdo em éguas. Alguns estudos tém
demonstrado um aumento na taxa de ovulagbes em éguas superovuladas
com a utilizagdo deste composto, contudo, a taxa de recuperacdo de
embrides é baixa (Palmer et al., 1993; Squires & Seidel 1995; Alvarenga
et al., 1999; Carmo et al., 2002b). Dippert et al. (1992), relataram que
apenas 43% das ovulacbes em éguas superovuladas resultaram na
recuperacdo de embrides por lavado uterino, comparado com 74% do
grupo controle ndo superovulado.

Douglas (1979) também relatou um baixo percentual de embribes
recuperados por ovulacbes em éguas tratadas com EPE (35%) quando
comparado com as ovulacdes simples nao tratadas (67%). Squires et al.,
(1987a) entretanto ndo observaram diferenca no percentual de embrides
recuperados entre éguas superovuladas com EPE (54%) e éguas controle
nao superovulada (55%).

Ainda ndo esta claro, se a baixa recuperacdo de embrides de
éguas superovuladas ocorre devido a deficiéncia no desenvolvimento
folicular (Dippert et al., 1994), na falha do foliculo em liberar o oécito no

momento da ovulacdo (Palmer et al, 1993), na producdo de odcitos de
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baixa qualidade (anormalidade na maturagéo folicular e oocitaria) (Palmer
et al., 1993; Dippert et al., 1994), ou na falha da captacdo dos odcitos
para o interior do oviduto (Dippert et al., 1994). Dippert et al. (1994)
também sugerem que o tratamento superovulatério pode alterar o tempo
normal do trénsito dos embrides através do oviduto.

Embora nenhuma afirmativa concreta fora determinada quanto a
retencdo do odcito na fimbria do infundibulo, alguns pesquisadores
(Onuma & Ohnami, 1975) encontraram uma massa gelatinosa globular
em 76% de 424 ovidutos estudados e deduziram que esta massa pode ter
um papel em reter o oocito néo fertilizado no oviduto. Dippert et al. (1994)
descrevem esta massa, como sendo um filamento de secrecdo de muco
das células da granulosa proximo da ovulagéo.

Durante a ovulagéo, esta secrecao adere a fimbria do oviduto, ou
migra para o interior do mesmo com o odcito, envolvendo o o6cito sob
uma grande camada de massa gelatinosa de origem folicular (Liu et al.,
1991). Onuma & Ohnami, (1975) relataram que o0s o00citos séo retidos
mais freqlentemente ao oviduto, quando h& presenca desta massa
globular. Liu et al. (1991) teorizaram que esta massa pode obstruir o lume
do oviduto, interferindo no transporte do embrido, bem como, na
aderéncia do odcito na fimbria do infundibulo, impedindo a sua migracao
para o oviduto.

Tem sido sugerido, que embrides oriundos de animais submetidos
ao tratamento  superovulatério sd0 menos competentes ao
desenvolvimento, do que embrides de animais ndo superovulados (Elsden
et al.,1976; Woods & Ginther, 1984; Hyttel et al., 1991;). Woods & Ginther
(1984), relataram baixo sucesso na taxa de prenhez, decorrente de
embrides transferidos de éguas com ovula¢cdes mdltiplas (11/21) do que
éguas com ovulaces simples (7/8). Elsden et al. (1976) demonstraram
gue a taxa de prenhez foi ligeiramente superior para embrides de vacas
nao superovuladas, do que as vacas superovuladas (89% e 70%

respectivamente).
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A migracdo dos granulos corticais da membrana plasmatica é
usada para avaliar o estagio final da maturacdo oocitaria em mamiferos
(Gran, 1989), e os componentes do fluido folicular variam durante o
crescimento e maturacdo do foliculo (Kenney et al., 1979; Watson &
Hinrichs, 1988). Moor et al., (1985) e Loos et al., (1991), relataram que o
tratamento hormonal exdgeno, resulta na maturacdo heterogénea de
foliculos e odcitos em mamiferos. Nas éguas, a qualidade heterogénea de
foliculos e odcitos produzidos ap6s o tratamento superovulatério, pode
explicar o baixo sucesso da taxa de mdultiplos embrides (Bézard et al.,
1995).

Hyttel et al. (1991) relataram que 37% dos od6citos recuperados de
vacas superovuladas sofrem maturacdo anormal comparado com apenas
11% em vacas nao superovuladas. Alvarenga (2002) em relato pessoal,
tém obtido bons indices de concepcdo de embribes coletados de éguas
superovuladas com EPE. Trinque et al., (1997), relataram trés prenhezes
oriundas da colheita de trés embrides de uma quadrupla ovulacéo.

Quanto ao periodo de retorno do cio pés superovulagéo (17,99 e
15,04 dias para as éguas superovuladas e ndo superovuladas) e a
duracdo do estro (5,9 e 7,5 dias para as éguas superovuladas e nao
superovuladas) ndo ha influéncia sobre a varidvel superovulatoria
(Douglas, 1979). Rosa et al. (1998) relataram que éguas superovuladas
com EPE e com o com o EPE purificado obtiveram 6,6 e 7,0 dias em estro
respectivamente, e éguas do grupo nao tratado 7,0 dias do ciclo estral em
estro.

A primeira tentativa de superovulacdo em éguas foi realizada por
um pesquisador inglés (Day, 1940) utilizando tanto o PMSG quanto o hCG
sozinho ou em combinacgéo, e o0 extrato de pituitaria equina (EPE) na dose
de 800mg subdividido em uma administracdo ao dia por um periodo de 5
dias. Portanto, todas as tentativas para estimulacdo de multiplos foliculos
foram acompanhadas de insucesso (Andrade, 1986).

Somente em 1974 foi publicado, foi publicado primeiro relato de

uma inducdo de superovulacdo com sucesso em éguas, por Douglas et al.
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(1974). Os autores induziram a superestimulacdo ovariana com EPE
parcialmente purificado em duas administracbes ao dia, através da
administracdo em doses constantes por 14 dias consecutivos, em 29
éguas pbneis em sazonalidade anovulatéria. Os resultados mostraram,
gue 25 (86%) das éguas tratadas obtiveram resposta a ativacao ovariana,
ocorrendo uma ou mais ovulagbes, e quatro (14%) éguas continuaram
apresentando inatividade ovariana. Das éguas podneis que ovularam, 58%
apresentaram duas ou mais ovulagoes.

Lapin & Ginther (1977) relataram que a administracdo do EPE
uma vez ao dia por um periodo de 14 dias, também induziu a atividade
ovariana/ovulacdo em 11 de 11 eéguas pobneis em sazonalidade
anovulatéria. A dose total administrada foi equivalente a 3.3U NIH-FSH-S1
por Kg/PV. Seis de 11 éguas receberam 2.000UlI de hCG apds a ultima
administracdo do EPE. O numero médio de ovula¢des por éguas foi de
1,6; 1,8 e 0 para as éguas que receberam apenas EPE; EPE+hCG e o
grupo controle ndo tratado, respectivamente.

A inducdo a atividade ovariana/ovulacao (ovulacdes simples) em
éguas pobneis anovulatérias, também foi demonstrada com a
administracdo do GnRH intervalado a cada 8h por 14 dias, mantidas em
um manejo de 16h luz e 8h de escuridao (Bailey & Douglas, 1977).

O primeiro relato de ovulagds multiplas em éguas ciclicas, foi
publicado por Lapin & Ginther (1977). Foram utilizadas 21 éguas poneis
subdivididas em trés grupos (estro, diestro e controle), onde receberam o
EPE (2U NIH-FSH-S1) uma vez ao dia, por seis dias via subcutanea,
durante o 11° e 16° dia pés-ovulacdo ou durante os dias 1° e 6° do estro.
Duas ou mais ovula¢des ocorreram em quatro das setes éguas em diestro
e trés das sete éguas tratadas durante o estro. Ndo houve ovulagbes
multiplas em sete éguas controle. O numero médio de foliculos nas fases
de diestro e estro, foram de 2,8 e 1,7 por éguas respectivamente.

Douglas (1979) tratou oito éguas ciclicas com EPE, administrando
uma dose diaria de 750 Fevold-Hisaw rat-units, via subcutanea durante os

dias 14 e 20 pos-ovulacdo. Foi utilizado 4.000 Ul de hCG via subcutanea
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no ultimo dia do tratamento superovulatorio. A dose administrada e o dia
em que se iniciou o tratamento superovulatorio, foram baseados em
resultados preliminares, entre as doses diarias de 475 Fevold-Hisaw rat-
units durante os dias 6-12 pés-ovulacdo, 750 Fevold-Hisaw rat-units
durante os dias 10-16 pés-ovulacdo, 475 Fevold-Hisaw rat-units durante
os dias 12-18 pos-ovulagdo e 750 Fevold-Hisaw rat-units durante os dias
14-20 pdés-ovulacéo.

Os resultados do experimento do Douglas (1979) demonstraram
gue o numero de ovulacdes (2,3+1,0 e 1,0+0) e o numero de éguas com
mais do que uma ovulacdo (6/8 e 0/6) foi maior (p>0,05) em éguas tratada
com EPE+hCG do que nas controle. Houve duas éguas que nao
apresentaram ovulagbes multiplas no grupo EPE+hCG, resultando em
ovulagdes simples. A maioria das ovulagdes ocorreu no mesmo dia, onde
somente uma égua apresentou sincronismo inter-ovulatério de um dia.

Alguns autores tém relatado a necessidade da administracdo da
Prostaglandina F2u (PGF2u) se o tratamento superovulatorio for iniciado
no diestro, com a finalidade do estro e das ovulacdes estarem sincronicas,
porem, se o tratamento for iniciado no final do diestro, ndo ha
necessidade da administracdo da PGF2u (Douglas, 1979; Woods &
Ginther, 1983).

No experimento de Lapin & Ginther (1977) houve foliculos que
ndo ovularam e se luteinizaram em éguas ciclicas, ja no experimento de
Douglas (1979) todas as éguas superovuladas resultaram em ovulacdes.

Woods & Ginther (1983) relataram que a administracdo ou ndo do
hCG, ndo tem influéncia nas taxas de ovulacdes, porém, o sincronismo
entre as ovulacdes € significativamente reduzido com a administracdo do
hCG (0,0 £ 0,0 e 1,4 £ 0,4 dia respectivamente), ou seja, as ovulacbes
multiplas ocorreram ao mesmo dia em 10/10 éguas tratadas com hCG
comparado com 3/12 éguas nao tratadas. Dippert et al. (1994), descrevem
que em éguas superovuladas, o intervalo entre a 1° e a Gltima ovulacdo é
menor quando tratadas com hCG antes da 1° ovulacdo (0,0 dia) do que

éguas tratadas pos 1° ovulacéo (1,8 dias).
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Em uma avaliagéo retrospectiva de quatro experimentos, Woods
& Ginther (1983), relataram que 70% das éguas tratadas com EPE em
fase ciclica resultaram em ovulagdes mdltiplas, 28% em ovulacdes
simples e 2% resultaram em inatividade ovariana. A média de ovulacdes
multiplas foi de 3,0/égua e o sincronismo entre as ovulacdes de 1,2 dias.

Squires et al. (1986) compararam o EPE (750 Fevold Rat unit /
S.C. uma vez ao dia) e o FSH-p (150 mg / I.M. duas vezes ao dia) para a
inducdo de ovulagdes mdltiplas em éguas ciclicas. O tratamento iniciou-se
guando houve a presenca de um ou mais foliculos maiores de 20 mm de
didmetro & 12 dias pés — ovulacdo), e receberam também uma dose de
Prostaglandina F2a no inicio do tratamento, e 3.300Ul de hCG quando a
maioria dos foliculos chegou a um diametro de 35 mm. Neste
experimento, foi observado que a taxa de ovulacbes foi maior para o
tratamento com EPE (2,2) em 13 de 18 éguas, comparado com quatro de
nove éguas para o tratamento com o FSH-p (1,6). O grupo controle
obteve uma taxa de 1,0 ovulagao/égua.

Squires et al. (1987a) verificaram o efeito do extrato de pituitaria
na inducdo das ovulagbes mdltiplas e na recuperagcédo de embrides em 28
éguas ciclicas. Foi administrada uma dose diaria de 750 Fevold Rat unit
em uma Unica administracdo, iniciando o tratamento no 12° dia do ciclo
estral e terminando quando dois ou mais foliculos atingiram um diametro
de 35 mm. Apds o término do tratamento, foram administradas 3.300UI de
hCG via endovenosa e realizadas as inseminacdes artificiais diariamente
com 250x10° de espermatozéides moveis, até o desencadear das
ovulacbes. Os resultados apresentaram uma média de 3,8
ovulacdes/égua (26/28 éguas) e 2,0 embrides recuperados no grupo
superovulado, contra 1,2 ovulagbes/égua (5/40 éguas) e 0,65 embribes
recuperados para 0 grupo controle (ndo superovulado). Obteve um
sincronismo inter-ovulatério de “0” (zero) dias em 84% das éguas, e 1 a 2
dias em 16% das éguas tratadas. O periodo médio da administracéo do
EPE foi de 5,5 dias. Neste mesmo experimento, foi relatado que quanto

maior o numero de corpos lateos, maior € o nivel de progesterona, visto
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que, durante um periodo de sete dias pds-ovulagdo foram coletadas
amostras de sangue para a dosagem de P4, obtendo uma média
significativa para éguas com ovulagbes duplas (55,2 + 10,2 ng) em
relacdo as de ovulagbes simples (44,6 + 11,4 ng). O diametro médio dos
embrides coletados foi similar entre os grupos superovulados e controle
quando as colheitas foram realizadas no & dia pés-ovulacdo (0,177 e
0,213mm respectivamente), porém, quando os embrides foram coletados
no 8° dia pos-ovulagdo os embrifes das éguas superovuladas
demonstraram menores que os do grupo controle (0,567 e 0,903
respectivamente). Apesar das variacdes entre os diametros dos embrides
coletados em diferentes tratamentos e periodos, foi relatado que todos
foram viaveis a serem transferidos (Squires et al 1987a).

A resposta superovulatéria ao tratamento com o EPE, parece
estar relacionada com o tamanho do foliculo no inicio do tratamento; as
éguas em fase de anestro (transicional) o melhor resultado se deu na
presenca de um foliculo de 30 mm de didametro; ja em éguas ciclicas, a
melhor resposta foi quando a populacdo dos foliculos apresentou
uniformes e o maior destes foi de no maximo 25 mm de didmetro (McCue,
1996).

A supressao do desenvolvimento folicular antes do tratamento
superovulatério, tem sido investigada, com o intuito de identificar o dia da
selecdo do foliculo ovulatorio (Pierson & Ginther, 1990). Neste
experimento, os autores utilizaram 36 éguas em fase ciclica, subdivididas
em quatro grupos, em relacdo ao diametro folicular (15 mm; 20 mm; 25
mm; 30 mm). As éguas foram avaliadas pela ultra-sonografia transretal,
onde ao ser observado um corpo lateo, foi administrado 10 mg de
prostaglandina F2a e mantida com a administracdo diaria de estrégeno
(10 mg) e progesterona (150 mg) por um periodo maximo de 10 dias. O
término da administracdo do estrégeno e da prostaglandina, e o inicio do
tratamento superovulatorio com EPE, foram adequados em relacdo ao
diametro dos foliculos presentes (15 mm; 20 mm; 25 mm; 30 mm). A dose

diaria administrada do EPE foi de 750 Fevolt — Hishow rat units por via
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subcutanea, sendo previamente filtrada com o auxilio de um microfiltro de
0,22mm. O tratamento superovulatério foi encerrado quando a maioria dos
foliculos apresentou 35 mm de didmetro ou quando ocorreu uma
ovulacdo. Os resultados deste experimento, demonstraram que o tempo
médio entre o final do tratamento com estr6geno mais progesterona e o
inicio da administracdo do EPE em relagdo aos grupos (15 mm; 20 mm;
25 mm e 30 mm), foi de 1,3; 5,8; 7,7 e 11,0 dias respectivamente; o
periodo médio de tratamento com EPE foi de 8,7; 6,3; 3,2 e 1,7 dia
respectivamente, e o nimero médio de foliculos >30 mm foram de 2,5;
2,2; 1,2 e 0,8 foliculos respectivamente. Os autores observaram em um
grupo de éguas com apenas a administracdo do estrogeno mais
progesterona, que o numero médio de foliculos >30 mm, foram iguais aos
das éguas superovuladas do grupo 30 mm (0,8 foliculo). Ocorreram
ovulacOes de foliculos apresentando um diametro menor que 30 mm (uma
égua no grupo 20 mm; duas éguas no grupo 25 mm; e duas éguas no
grupo 30 mm).

Pierson & Ginther (1990), relataram que quanto maiores forem as
diferencas entre o didmetro dos dois maiores foliculos no inicio do
tratamento superovulatério com EPE, menor vai ser a resposta
superovulatoria.

Quando os foliculos maiores do que 20 mm de diametro comecam
a decrescer e o didmetro do maior e do segundo maior foliculo da onda
comecam a divergir, é indicativo que a selecdo fisiologica do foliculo
ovulatério ocorreu (Pierson & Ginther, 1990). A selecdo do foliculo
dominante é manifestada durante o intervalo interovulatério, que € de
aproximadamente seis dias antes da ovulagcdo, quando o maior foliculo
apresenta uma média de 29,4mm (Pierson & Ginther, 1990). Tem sido
hipoteizado que o recrutamento do foliculo a ser ovulado, ocorre
aproximadamente 12 dias antes da ovulagéo (Driancourt & Palmer, 1984).

Hofferer et al. (1991) usando um protocolo de superovulacdo com
EPE, associado ou ndo a somatotrofina suina, concluiram que a adicédo

desta ndo altera a taxa de ovulacdes. Mais recentemente, Bruck & Lehn-



66
Revisao de literatura

Jensen (1997) apresentaram a proposta de utilizar a somatotrofina eqtina
com o intuito de aumentar a producéo do fator de crescimento Insulina-
Like (IGF-1) que tem a finalidade de estimular o desenvolvimento folicular.
Os autores observaram que o aumento de IGF-1 ndo aumentou o
didametro médio dos foliculos, e que ndo houve alteracdes nos niveis de
estradiol, progesterona e LH durante ou imediatamente apds o
tratamento.

Dippert et al. (1994) estudaram a taxa de fertilidade em éguas
superovuladas e em éguas com ovulacbes simples e multiplas
espontaneas. Foram utilizadas 28 éguas ciclicas de 3 a 15 anos de idade,
subdivididas em dois grupos (superovulados e ndo superovulados). O
tratamento superovulatério iniciou-se no 5° dia pés-ovulacdo, com a
administracdo de 40 mg de EPE via intramuscular uma vez ao dia. A
prostaglandina F2a, foi aplicada no 1° e 2° dia da administracéo do EPE.
O tratamento com EPE foi interrompido quando a maioria dos foliculos
apresentou um diametro 335 mm ou uma ovulacdo, onde entdo foram
administrados 3.300UI hCG. As inseminacfes artificiais foram realizadas
diariamente apés a administracdo do hCG, utilizando 1x10° de
espermatozoide com motilidade progressiva. Dois dias apos a Ultima
ovulacdo, os ovarios e os ovidutos foram removidos, das éguas, via
laparotomia com acesso ao flanco. Os resultados destes autores,
demonstraram uma maior taxa de ovulagbes para o grupo tratado com
EPE (3,6) do que para o grupo controle ndo superovulado (1,1). O
intervalo entre a 1° e a Gltima ovulacao foi similar entre os grupo tratado e
nado tratado (0,3 e 0,0 dias respectivamente) e o periodo de tratamento
com EPE foi de seis dias. Um maior percentual de éguas tiveram
ovulagbes mudltiplas quando tratadas com EPE do que no grupo controle
(92,9% “13/14” éguas e 21,4% “3/14” éguas respectivamente). O
percentual de corpos luteis (C.L.) resultante das ovulagBes foi similar
entre os grupos tratados (92,7% “51/55”) e nao tratado (94,1% “16/17").
Cinco C.L. foram formados pela luteinizacdo espontanea de foliculos sem

ovulacao (04 C.L. do grupo tratado e 01 C.L. do grupo nao tratado). Um
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maior nimero de embrides foi recuperado de éguas superovuladas do
gque das eéeguas controle (2,0 e 0,7 respectivamente). Entretanto, o
percentual de ovulagbes, resultando em embrides foi similar entre os
grupos tratado e nao tratado (57,1% “28/49” e 62,5% "10/16"). Estes
autores, relatam que ndo ha diferenca na taxa de recuperacédo de odcitos
ndo fertilizados do oviduto de éguas tratadas com EPE e o grupo controle
ndo tratado. Foram recuperados 46 odcitos ndo fertilizados, sendo 41
classificados como odcitos de ciclos anteriores (19 odécitos de éguas
tratadas com EPE e 22 odcitos de éguas controle) e cinco aparentando
ser do presente ciclo experimental (04 odcitos das éguas tratadas com
EPE e 01 odcito do grupo controle). Baseado no total de cinco odcitos nédo
fertilizados e 28 embrides recuperados do presente ciclo experimental, foi
observado um percentual de 87,5% (28/32) e 90,9% (10/11) de odcitos
fertiizados entre o grupo tratado com o EPE e o grupo controle
respectivamente. Dentre os 34 embrides recuperados, foram observados
dois dias apOs a Ultima ovulacéo, diferentes nimeros de blastdmeros
entre o grupo superovulado (01 embrido com 02 células; 13 embriées com
04 células; 01 embrido com 06 células e 13 embriées com 08 células) e o
grupo nao superovulado (01 embrido com 04 células e 05 embriGes com
08 células).

Bezard et al. (1995) estudaram o numero de o6citos recuperados
entre éguas poéneis superovuladas (tratamento longo e curto) e nao
superovuladas (controle) em fase ciclica, com idade de quatro a 17 anos,
e 230 a 370 kg de peso vivo. O grupo do tratamento longo, consistiu em
iniciar o tratamento superovulatério no 8° dia pés-ovulagéo e terminar com
a presenca de dois ou mais foliculos 335 mm de didametro; ja o grupo do
tratamento curto, iniciou-se com a presenca de foliculos com o didmetro
de no maximo 17 mm, e terminou quando dois ou mais foliculos
apresentaram 25 mm de diametro. A dose administrada do EPE foi de
0,75mg uma vez ao dia. A prostaglandina F2u foi administrada no 7° e 8°
dia p6s-ovulacdo para ambos os grupos, e a inducdo da ovulagéo foi de

25 mg do EPE via venosa. A puncéo folicular foi realizada entre 34 e 35 h
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poés-inducdo das ovulagBes. Os autores obtiveram uma média de 1,09
foliculos no grupo controle, 2,29 para o tratamento longo e 2,8 para o
tratamento curto. Quarenta e seis odcitos foram recuperados de 68
foliculos pré-ovulatérios. A taxa de recuperacao de odcito por foliculo
puncionado ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle
(79%) e os grupos superovulados (61%), também ndo havendo diferenca
entre os tratamentos longo e curto (50% e 68% respectivante). Ja o
namero de odcitos por ciclo, foi significativamente menor no controle que
no superovulado (0,66 e 1,17 oOcitos respectivamente), com uma
tendéncia (p=0,06) para um maior numero de odcitos recuperados para o
tratamento curto (1,58 odcitos) em relagcdo ao tratamento longo (0,73
o0citos).

Rosas et al. (1998) compararam a eficiéncia de uma fracéo
enriquecida de FSH eqtino (60,8ng de FSH/mg e 11,5ng de LH/ng) com o
EPE (68,3ng de FSH/mg e 97,0ng de LH/ng) na inducdo de ovulacdes
multiplas e na taxa de embrides recuperados em 10 éguas durante a
estacdo ovulatéria. A dose diaria administrada para ambos os grupos foi
de 25 mg via intramuscular, iniciando o tratamento no 6° dia pés-
ovulacdo, e encerrando o mesmo quando dois ou mais foliculos
apresentaram um diametro 335 mm, sendo em seguida administrados 25
mg de EPE via venosa para induzir as ovulagées. No 1° e no 2° dia de
tratamento foram administrados 250 ng de cloprostenol. As inseminagdes
artificiais foram realizadas diariamente apo6s a inducdo das ovulagdes com
500X10° de espermatozéides com motilidade progressiva. Neste
experimento 0 numero meédio de administracbes do hormdnio foliculo
estimulante (eFSH) e do EPE foram de 7,6 e 8,0 dias respectivamente, e
o intervalo do inicio do tratamento & 1° ovulagdo (p>0,05) foi de 10,4 e
10,2 dias respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre a
proporcdo de éguas com duas ou mais ovulacbes em resposta ao
tratamento com eFSH (0,8) e EPE (0,8), porém, a propor¢cao de ambos 0s
grupos tratados foram maiores que no grupo controle ndo superovulado

(0,0). O nimero de ovulagBes por égua também foi maior para 0s grupos
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eFSH (4,6) e EPE (3,6) (p>0,05), do que no grupo néo superovulado (1,0)
(p<0,05).

Estes pesquisadores observaram, que o numero de embrides
recuperados por éguas superovuladas foi similar entre os grupos eFSH e
EPE (2,0 e 2,0 respectivamente), sendo superiores ao grupo nao tratado
(0,4 embrido). O diametro do maior foliculo pré-ovulatorio foi de 38,0 mm;
38,1 mm e 36,4 mm para os grupos eFSH; EPE e controle nao
superovulado respectivamente. As ovulacdes ocorreram 48 h apds a
administragdo de 25 mg de EPE via venosa. Entretanto, vinte e cinco
anos se passaram e 0 protocolo utilizado para induzir as ovulacdes
multiplas em éguas consistia na administracdo de EPE uma vez ao dia
(Alvarenga et al., 1999), portanto, até entdo nenhum estudo teria avaliado
a resposta superovulatoria de éguas ciclicas tratadas com EPE duas
vezes ao dia (Alvarenga et al., 2001).

Baseado em prévios estudos onde o0 aumento da taxa
superovulatoria em éguas foi obtido quando houve um aumento na dose
diaria de EPE (Woods & Ginther, 1982), associado com o melhor
resultado obtido em vacas, quando foi aumentada a frequéncia da
administracéo do FSH (Monniaux et al., 1983).

Alvarenga et al., (1999) propuseram o tratamento com EPE duas
vezes ao dia, relatando uma nelhor resposta superovulatoria em éguas
utilizando o EPE em duas administracOes ao dia. Neste experimento, 0s
autores visando aumentar a resposta superovulatéria em éguas ciclicas,
compararam a administracdo do EPE em uma e duas aplicacdes ao dia e
relataram que 25 mg do EPE administrados duas vezes ao dia, iniciando o
tratamento no mesmo dia da injecdo da PGF2a (entre os dias seis e oito
do diestro) e encerrando quando a presenca de foliculos 335 mm de
didmetro, induz a uma resposta superovulatoria significativamente maior
do que a administracdo uma vez ao dia (6,1 e 2,0 foliculos/ ciclo
respectivamente), contudo o indice de recuperagdo dos embrides foi

insatisfatorio.
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Em um experimento subsequente, Alvarenga et al. (2001)
utilizando o mesmo protocolo, porém, iniciando o tratamento
superovulatério com foliculos £20 mm de didmetro, constataram uma
melhor resposta superovulatéria € um maior numero de embribes
recuperados. O numero de ovulagbes foi de 1,2 para os ciclos controle
nao tratados, 2,4 e 7,1 para os grupos tratados com a administracao do
EPE uma e duas vezes ao dia respectivamente. O niumero de embrides
recuperados por égua foi de 1,6 e 3,5 para os grupos tratados uma e duas
vezes ao dia respectivamente. Os dias de tratamento e o intervalo do
inicio do mesmo a primeira ovulacdo foi em média de 6,6 e 8,3 dias
respectivamente. Nao havendo diferenca entre o percentual de embrifes
recuperados por ovulagbes entre os diferentes tratamentos (69% e 49%
para os grupos tratados uma e duas vezes ao dia respectivamente).

Seguindo a mesma linha de pensamento, Scoggin et al. (2002)
estudaram em 58 ciclos de diferentes éguas, o efeito do aumento da
frequéncia ou da dose do EPE. Foram administradas 25 mg 1 x/dia, 50
mg 1 x/dia, 12,5mg 2 x/dia e 25 mg 2 x/dia por um periodo médio de 7,2;
6,1; 8,2 e 7,0 dias respectivamente, sendo que o inicio do tratamento
ocorreu no quinto dia do diestro, e a administracdo da PGF2a no sétimo
dia do diestro. O numero médio de ovulagbes por égua e o percentual de
éguas com maior ou igual a duas ovulagcbes foram de 3,4 e 80%; 4,4 e
100%; 3,4 e 60%; 4,7 e 90% respectivamente. O numero médio de
embribes por égua e o percentual de embrides recuperadas por ovulacdes
foi de 1,2 e 353%; 15 e 36,4%; 2,6 e 67,6%; 2,1 e 432%
respectivamente.

Em um outro estudo, os mesmos autores verificaram o efeito da
administragdo do EPE duas vezes ao dia em doses decrescentes. A dose
do EPE foi iniciada com 35 mg por administracdo, decrescendo a mesma
em 10 mg ao dia, mantendo as ultimas 10 mg de tratamento por um
periodo médio de 6,7 dias. O numero de foliculos 3 35 mm de diametro e o
namero de ovulacbes por égua foi de 4,0 e 3,3 respectivamente. O

percentual de éguas com 32 ovulacdes foi de 88,9%; o numero de



71
Revisao de literatura

embrides recuperado por égua foi de 2,3; o percentual de embrides
recuperado por ovulacdes e o percentual de éguas com 32 embrides
recuperados foi de 60% e 75% respectivamente.

No primeiro estudo de Scoggin et al. (2002) o EPE apresentou em
seu composto um nivel de 1,41mg eFSH/ml e 3,37mg eLH/ml; j& no
segundo estudo estes niveis foram de 2,01mg eFSH/ml e 5,95mg eLH/ml.

A superovulacdo na espécie equina agoita a entusiasmada
cosmovisdo cientifica de alguns pesquisadores. Entretanto, é uma
biotécnica que fascina o intelecto de varios estudiosos (Day, 1940;
Douglas et al, 1974/1979; Lapin & Ginther, 1977; Woods & Ginther, 1983;
Squires et al., 1987a; Palmer et al.,, 1993; Dippert et al., 1994; McCue,
1996; Rosas et al.,, 1998; Alvarenga et al. 1999 e 2001; Scoggin et al.,
2002; Carmo et al., 2002b) que buscam desvendar uma das mais

empolgantes charadas da fisiologia da reproducéo equina.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparacéo do extrato de pituitaria eqliina

As Pituitarias foram adquiridas no matadouro de equinos (Pomar
Ltda.) localizado na cidade de Araguari, no estado de Minas Gerais. Elas
foram removidas através de um corte obliquo caudo/cranial na regido
caudal ao pavilhdo auricular e mandibula; apés remocdo do encéfalo a
pituitarias puderam ser visualizadas alojadas nas células tursicas, de onde
foram removidas com o auxilio de uma espatula.

As pituitéria extraidas foram lavadas com solucao fisiol6gica, sendo
em seguida armazenadas em pacotes plasticos e conservadas a uma
temperatura de —20° C por duas semanas, quando entdo foram
transportadas para o laboratério do Departamento de Reproducdo Animal
da Universidade Estatual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, estado
de S&o Paulo, em caixa térmica contendo gelo seco.

O extrato de pituitaria equina foi preparado segundo o método
proposto por Guillon & Combarnous, (1983). Depois de descongeladas, as
pituitarias foram banhadas em agua destilada/deionizada, trituradas em
liquidificador doméstico com solucao de 40% de etanol, “alcool etilico P.A.
(Laboratério DinamicaO)”, e 6% de acetato de amonia (Laboratério
SynthO). A fragdo ativa foi precipitada e aumentou-se a concentracéo de
etanol em 80%, sendo em seguida dializada, liofilizada e conservada a
uma temperatura de -20° C.

Ao ser utilizado, o EPE liofilizado foi diluido em solucéo fisiolégica
na proporcado de 10 mg/mL, sendo conservado em refrigerador a 5° C no
periodo maximo de sete dias.

Os niveis de FSH e LH presentes no EPE, foram avaliados na
Universidade da Califérnia — Davis — EUA pela Dr(a) Jeneth Rose, atravées
da técnica de radioimunoensaio (R.I.A.) — LH 493ng / FSH 331nyg - (60% e

40% respectivamente).
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3.2. Fase pré-experimental

Nesta fase pré-experimental foi comparado o efeito da estimulacéo
ovariana em hamster, utilizando-se o extrato de pituitaria equina através
das administracbes de doses constantes e doses decrescentes. Este
experimento objetivou utilizar um modelo animal de baixo custo, para
verificar a eficiéncia do EPE produzido em nosso laboratério, bem como
verificar se esta espécie € um bom modelo experimental para os estudos
com o EPE.

O experimento foi conduzido no Departamento de Reproducgéo
Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia - UNESP campus de Botucatu, utilizando — se 84 fémeas
hamsters oriundas do Biotério Central da UNESP — campus de Botucatu,
com idade entre 60 a 85 dias de vida, pesando entre 120 a 150gr e
submetidas a fotoperiodo de 14 horas de luz ao dia, em temperatura
média de 22° C de acordo com Bavister (1989).

Foram avaliados sete grupos, no delineamento inteiramente
casualizado em trés repeticbes por grupo, com a utilizacdo do eCG em
dose unica e do EPE em dose constante ou dose decrescente, duas
vezes ao dia durante quatro dias consecutivos, distribuidos nos seguintes
grupos: G.1) EPE constante, G.2) EPE decrescente, G3) eCG, G4) EPE
constante + hCG, G.5) EPE decrescente + hCG, G6) eCG + hCG, G.7)
controle (solucédo fisiolégica). As dosagens utilizadas nos grupos foram:
eCG (25 Ul); EPE em doses constantes (0,01 mg / aplicacdo); EPE
decrescente (0,016 mg; 0,012 mg; 0,008 mg; 0,004 mg / aplicagbes),
solucdo fisiol6gica, por via subcutanea. O hCG foi administrado via
subcutdnea em dose Unica de 25 Ul para todos os grupos de tratamento,
sendo que o mesmo foi aplicado 48 h apds a administracdo do eCG e 12h
apos a ultima aplicacdo dos grupos tratados com EPE.

Todos os animais foram eutanasiados 15h apés a administracéo do

hCG pelo método de deslocamento da regido cervical, sendo em seguida
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posicionados em decubito dorsal e higienizados o ventre com algodéao
embebido em alcool 70%. Foi realizada uma pequena incisdo na pele
perpendicular a linha média, estendendo-a até completa exposi¢cdo do
Utero e ovarios.

Com o auxilio de tesoura, os ovidutos e ovarios foram removidos e
colocados em placas de Petri descartaveis individuais contendo DPBS
(Dulbelco Modificado — Nutricell, Campinas-SP) (Bavister, 1989).

Através da utilizacdo de um estereomicroscépio com aumento de
20 vezes, os ovidutos foram dilacerados com uma agulha 30x08
permitindo a saida dos od6citos envoltos em massa celular do cumulus
oophorus sendo entdo transportados para uma outra placa de Petri
contendo DPBS. Os odcitos foram avaliados e contados. Os ovarios foram
totalmente limpos dos restos de lipidios, pesados e computados 0 numero

de estruturas luteas e foliculos maiores ou iguais a 1 mm.

3.2.1. Andlise estatistica

Foi utilizada para a andlise estatistica, a analise de variancia para o
delineamento inteiramente ao acaso seguido do método de Tukey para

comparacbes multiplas. Tendo sido as diferencas consideradas
significativas quando p<0,05.
3.3. Fase experimental

3.3.1. Animais:

3.3.1.1. Eguas

Seis éguas sem raca definida (mesticas) em bom estado geral de
saude, com idade variando entre quatro a 15 anos, massa corpoérea entre

400 a 500 Kg e com histéricos reprodutivos normais foram utilizadas
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durante o periodo compreendido entre 01 de novembro de 2001 e 05 de
marco de 2002.

O experimento foi conduzido no Posto de Monta da Fazenda
Lajeado — UNESP — localizado no municipio de Botucatu (LAT.22° S e
LONG. 48° W), estado de Sdo Paulo, onde as éguas foram mantidas em
piquete com livre acesso a bebedouro coletivo e suplementacdo mineral,
Centauro® (Guabi — Sao Paulo, SP), em um consumo médio diario de
70g. A ragéao Cavalil® (Socil Guyomarc’h — Séo Paulo SP) com os
seguintes niveis de garantia por quilo do produto de: Umidade (méx.)
13%; Proteina Bruta 13%; Matéria Mineral 15%; Matéria Fibrosa 18%;
Extrato Etéreo (min.) 2%; Calcio (méax.) 1,6%; Fosforo (min.) 0,5%;
enriguecida com vitaminas A, D3, E, B1, B2, B12, foi fornecida no cocho
duas vezes ao dia em um total de cinco quilos/égua, o feno de coast -

cross (Cynodon dactylon) foi ofertado trés vezes ao dia, em um total de

doze quilos/égua.

3.3.1.2. Garanhao

Foi utilizado nas inseminacdes artificiais das éguas superovuladas,
sémen de um Unico garanhdo da raca Arabe com bom histérico de
fertilidade.

O sémen foi colhido com o auxilio de uma vagina artificial modelo
Botucatu (Papa & Alvarenga, 1984) sendo entdo analisado o ejaculado
em microscépio com contraste de fase e posteriormente diluido em meio
Kenney (Kenney, 1975) na proporgdo de 1:1, realizando-se a inseminagao
com 1x10° de espermatozoides viaveis, em um volume de 30 a 40ml.

Dez meses antes do inicio do experimento e durante o mesmo, a
gualidade do sémen foi avaliado semanalmente (2 a 3 vezes/semana)
Tabela 2.
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Tabela 2 - Pardametros médios das avaliacbes dos ejaculados do
garanhdo utilizado nos periodos compreendidos entre o0s
10 meses que antecederam o0 experimento e durante a

realizacdo do mesmo.

ANTES DURANTE
PARAMETROS EXPERIMENTO EXPERIMENTO
Moatilidade total subjetiva (%) 80 86
Vigor (1 a 5) 3,5 4
Volume (ml) 41 45
Concentragao (x106/ml) 180 148
Supra — Vital (%) 75 80
Motilidade total computadorizada (%) 85 87
Moatilidade progressiva computadorizada (%) 40 43

3.4. Monitorizac&o das éguas

A ultra-sonografia uterina e ovariana foi realizada com auxilio de
ultra-som Pie-Medical, modelo 450 com transdutor de 5,0MHZ. As éguas
com alterac@es visiveis nas imagens ultra-sonografica foram descartadas,
utilizando apenas as que apresentaram Utero e ovarios hormais ao exame
ultra-sonografico e citologia negativa.

Seis ciclos estrais consecutivos de cada égua selecionada foram
utilizadas, sendo o primeiro ciclo para deteccdo do dia da ovulacdo (D0), o
segundo ciclo a ser superovulado (dose constante ou dose decrescente),
o terceiro e o quarto ciclos monitorados para deteccao do intervalo entre
ovulagdes. O quinto ciclo estral foi superovulado (dose constante ou dose
decrescente) e o sexto ciclo estral monitorado para a verificacdo do
intervalo inter-ovulatério.

O cio das éguas foi realizada diariamente e individualmente em
troncos de contengéo, com o auxilio de um rufido.

Apartir da manifestacdo do cio, a ultra-sonografia foi realizada

diariamente para detectar a ovulacao (DO0). Antes de iniciar o tratamento
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superovulatério no sétimo dia do ciclo estra, foi realizada nova avaliacéo
uterina e ovariana; neste momento uma exploracdo minuciosa do utero
visou verificar a presenca de conteudo e/ou edema uterino, onde na
presenca destes, ndo se executaria o protocolo superovulatério. Na
exploracdo ovariana, verificou-se a presenca de corpo luteo e foliculos,
sendo estipulado para o inicio do tratamento superovulatorio a presenca
de um corpo lateo bem evidente e a presenca de foliculos com diametro
menor ou igual 25 mm.

O acompanhamento ultra-sonografico persistiu a cada 24h desde o
inicio do tratamento superovulatério (D7) até a Ultima ovulagdo. Todos 0s
foliculos com diametro maior ou igual a 10 mm presentes no inicio do
tratamento foram medidos diariamente apds a imagem ultra-sonografica
ser congelada, utilizando-se a funcdo de medicdo eletronica disponivel no
aparelho, até a deteccéo da ultima ovulacéo.

No dia da colheita dos embrides (D8), realizou-se uma exploracao
ultra-sonografica para verificar a presenca dos corpos lateos e a
mensuracdo dos mesmos, e avaliar as condicbes do Utero. Apds a
realizacdo da colheita dos embrides, as éguas foram submetidas a
monitorizagdo ultra-sonografica diariamente por dois ciclos estrais
subsequentes. Sete dias ap6s o final do segundo ciclo, iniciou-se outro
protocolo superovulatério, seguindo a mesma linha da monitorizacéo ultra-
sonografica do ciclo anteriormente superovulado (Figura 1).

O dultimo ciclo estral apés a colheita dos embribes do segundo
protocolo superovulatério foi acompanhado para verificar o intervalo

inter-ovulatério bem como o diametro do foliculo pré-ovulatério.

3.5. Protocolos superovulatorios

As mesmas éguas foram submetidas aos dois protocolos
superovulatorios, dose constante e dose decrescente do EPE, em dois
ciclos estrais distintos. A escolha do protocolo a ser iniciado foi escolhido

aleatoriamente através de sorteio para a primeira égua que entrou em
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estro, as éguas subsequentes que entraram em estro acompanharam em
ordem inversa ao protocolo proposto para a égua anterior; por exemplo:
primeira égua que entrou em estro foi utilizado o protocolo superovulatério
em dose constante, a segunda égua que entrou em estro utilizou o
protocolo superovulatério em dose decrescente, a terceira égua que
entrou em estro utilizou o protocolo superovulatério em dose constante, e
assim sucessivamente alternado para as demais éguas. No segundo ciclo
estral a ser superovulado foi estabelecido o protocolo superovulatério

inverso ao primeiro ciclo estral superovulado (Figuras 2 e 3).

3.5.1. Descricéo dos protocolos superovulatérios

As éguas foram tratadas com extrato de pituitaria eqtina em doses
constantes e doses decrescentes, onde se iniciou o0 tratamento
superovulatério no sétimo dia do ciclo estral. O tratamento foi interrompido
quando a maioria (>50%) dos foliculos atingiu 35mm de diametro,
administrando-se 3000Ul de Gonadotrofina Corionica Humana “hCG”
(Vetecoro - Laboratorio Calier, Sdo Paulo-SP) endovenosa, e realizando a
primeira inseminacao artificial. Esta foi repetida diariamente utilizando um
bilhdo de espermatozdides viaveis até que tivessem ocorrido as
ovulacdes em um intervalo ovulatorio maximo de trés dias.

A administracdo do EPE nos protocolos superovulatorios poderiam
ser estendidos no maximo em dez dias de tratamento se os foliculos
dominantes estabelecidos ndo atingissem o diametro estabelecido. No
final do sétimo dia do tratamento superovulatério, a dose total do EPE foi
padronizada em 350 mg para ambos os protocolos. A PGF2a (250 ng/dia
de cloprostenol), foi administrada no sétimo e oitavo dia do ciclo estral, via

intramuscular.
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3.5.1.1. Dose Constante (fig.2)

Primeiro dia do tratamento (7° dia pés - ovulacao):
iniciou-se no periodo da manhad (7:00 h) administrando-se

25mg/IM do EPE e apés uma hora e meia a PGF2a 250ng/IM.
No periodo da tarde (18:00 h), aplicou - se 25mg/IM do EPE.

Segundo dia do tratamento: pela manha (7:00 h),
administrou-se 25 mg/IM do EPE e uma hora e meia mais tarde
a PGF2a (250ng). No periodo da tarde (18:00 h) aplicou-se
25mg/IM do EPE.

Do terceiro dia a no maximo dez dias de
tratamento: aplicou-se o EPE pela manha (7:00 h) e a tarde
(18:00 h) sempre utilizando 25mg/IM.

3.5.1.2. Dose Decrescente (fig. 3)

Primeiro dia do tratamento: iniciou-se o tratamento
no periodo da manha (7:00 h) do sétimo dia pds-ovulacéo
administrando-se 40mg/IM de EPE. Uma hora e meia mais
tarde, foi feita uma aplicacdo de 250mg/IM de PGF2a, e no
periodo da tarde (18:00 h) administraram-se 40mg/IM;

Segundo dia do tratamento: aplicagdo de 35mg/IM
do EPE pela manha (7:00 h) e uma hora e meia mais tarde
250mg/IM de PGF2a. A tarde (18:00 h) administrou-se somente
o EPE (35mg/IM);
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Terceiro dia

30mg/IM do EPE pela
(18:00 h);

Quarto dia
25mg/IM do EPE pela
(18:00 h);

Quinto dia
20mg/IM do EPE pela
(18:00 h);

Sexto dia
15mg/IM do EPE pela
(18:00 h);

Sétimo dia
10mg/IM do EPE pela
(18:00 h).

do tratamento: administraram-se
manh& (7:00 h) e 30mg/IM a tarde

do tratamento: administraram-se

manha (7:00 h) e 25mg/IM a tarde

do tratamento: administraram-se

manha (7:00 h) e 20mg/IM & tarde

do tratamento: administraram-se

manha (7:00 h) e 15mg/IM a tarde

do tratamento: administraram-se

manha (7:00 h) e 10mg/IM a tarde

Do oitavo ao décimo dia do tratamento:

administraram-se 10mg/IM do EPE pela manhd (7:00 h) e

10mg/IM a tarde (18:00 h).
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3.6. Colheita dos embrides

A colheita dos embrides foi realizada no oitavo dia apés a primeira
ovulacdo detectada, no intuito de recuperar embrides em estagio de
morula a blastocisto expandido (D6, D7 e D8).

Antes da colheita dos embrides, a égua foi previamente avaliada
com o auxilio do ultra-som via trans-retal, para verificar as condicfes
uterina (tonicidade, presenca ou ndo de conteddo) e o numero de
estruturas lateas e o diametro destas. O perineo foi higienizado com agua
e sab&do neutro e a cauda enfaixada com uma atadura, e por ultimo
desinfetado o perineo com “Kilol” (Laboratorio Quinabra, S&o José dos
Campos-SP).

Para o procedimento da técnica da colheita dos embrides, foi
utlizada uma sonda de Foley modelo Bivona®(Bivona Medical
Technologies,. Gary, IN, EUA) acoplada a um frasco de Ringer com
Lactato de Sodio (J.P. Industria Farmacéutica-Ribeirdo Preto-SP),
(Alvarenga et al., 1993). ApGs a introducédo via cervical para o corpo do
Utero, o balonete de “cuff” localizado no apice da sonda foi inflado com45
ml de ar, blogueando a abertura cervical e impedindo desta forma o
retorno do liquido infundido no utero.

Foram realizados inicialmente trés lavados uterinos de um
litro/lavado, onde cada litro infundido para o interior do Utero, teve seu
refluxo para dentro de um filtro coletor de 0,75 nt. Apos os trés lavados, o
filtro foi levado ao laboratorio e acrescido de 10 ml do meio Ham-F 10 +
BSA, com o intuito de nutrir 0 meio onde se encontra os embrides. O
conteudo do filtro foi entdo despejado em uma placa de Petri de 45x25
com o fundo quadriculado, lavando o filtro novamente com 20 ml de Ham-
F 10 + BSA com o auxilio de uma seringa de 20 ml e uma agulha 30x0,8,
para remocao de todo o contetdo presente no filtro para dentro da placa.

A placa de Petri foi conduzida a lupa, e submetida a uma rigorosa
inspecao com o aumento de 20 x e 40x. Localizados os embriGes, estes

foram banhados em quinze gotas do meio Ham-F 10 + BSA presentes em
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uma placa de petri 40 x 25, com a finalidade de remover restos de
descamacéo uterina que possam esta aderidos ao embrido.

Dois outros lavados de um litro/lavado, foram realizados para
obtencdo de embribes que, por ventura, ndo tenham sido recuperados
nos trés primeiros lavados uterinos. Seguiu-se o0 mesmo procedimento
laboratorial descrito anteriormente.

Sete dias apoOs a colheita de embrides, realizou-se um exame
ultra-sonografico minucioso, para diagnosticar-se uma possivel gestacao
de embrido que por ventura ndo fora recuperado nos lavados uterinos.
Portanto, ndo foi administrada a prostaglandina F2a logo apés a colheita

dos embrides.

3.7. Analise estatistica

O texte “t de Student” foi utilizado com a finalidade de comparar o
tratamento em doses constantes e o tratamento em doses decrescentes
para o numero de ovulacdes por égua, embrides recuperados por égua e
embribes recuperados por ovulagbes. O teste de Chi-quadrado e o de
Goodman foram utilizados para comparar propor¢cdes de éguas com
diferentes nimeros de ovulacdes entre os tratamentos. Para estudo das
correlagbes entre o numero de foliculos e de ovulagdes, foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Pearson. A diferenca estatistica foi

considerada significativa quando p < 0,05.
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Figura 1 — Intervalos entre os tratamentos superovulatorios.

7 Dias 17 Dias 41 Dias 63 Dias 70 Dias 80 Dias

104Dias

— N— E——— —

| 17 Dias | | 23.7 Dias || 21.5 Dias || 7 Dias || 10 Dias || 24.1 Dias |

(0)Y] > Ovulacéo (Dia“0")

ovulacdes do 1° ciclo superovulado (+17 Dias)

1° ovulacao apos o 1° ciclo superovulado (41 Dias)

2° ovulacao apés o 1° ciclo superovulado (x63 Dias)

ovulacdes do 2° ciclo superovulado (+80 Dias)

1° ovulacio apés o 2° ciclo superovulado (+104 Dias)
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4. Resultados

4.1. Fase pré-experimental

Os resultados do pré-experimento com 84 hamster superovuladas

com o EPE em doses constantes, EPE em doses decrescentes e eCG,

estdo presentes na tabela 3 (trés), e em uma forma mais detalhada no

anexo “A”.

Os grupos tratados com o eCG e solucdo fisioldgica, foram

delineados para servir de referéncia aos estudos com o EPE, a despeito

gue o eCG € um hormonio de eleicdo na superovulacdo de hamster, e a

solucdo fisioldgica € uma solugéo aleatéria que nao influencia na resposta

ovariana.

Tabela 3 — Média e desvio padrao referente as variaveis: numero de

foliculos, niumero de corpos luteos, total de estrutura no

ovario, niumero de odcitos e peso do ovario, segundo

grupos.
Variaveis
Grupos N2 Foliculos N® Corpos el?rttﬂu(:zs N2 Odcitos Peso do
lGteos . ovario (9)
no ovario
EPE (Const) 743+15 1ab  497+195b  1240+112a  87+35ab 014+ 001c
EPE(Dec)  890+63a 203+97c  1183+137b 143+124a  012+00ld
eCG 300+261b  1453+748ab  1843+494a 300+262a  020+0,000 sbc
=R %’89') 0+139¢c  1053+308abc  1393+172a 187+115a 020+ 002bc
EF:Eh(ggc') 367+38b  873+162abc 1240+195ab  54,+55a  020+003hc
EGG+hCG  220+121c  1660+622a  1880+509a 567+332a  030+005a
Sol. Fisiol. 83+06¢ 240+ 40¢ 323+45b 67+06b 009+ 0,01d

* EPE — Extrato de pituitaria equina

* Const. — Congtante

* Dec. — Decrescente

* hCG — Gonadotrofina corionica humana
* Sol. Fisol. — Solucéo fisolégica

* eCG — Gonadotrofina coridnica egliina



87
Resultados

Figura 4 — Numero médio de corpos luteos (CL) e odcitos recuperados de

CL. e OOCITO

NO

hamsters superovuladas com extrato de pituitaria equia em
doses constantes (EPEc)e doses decrescentes (EPEd), e com
a gonadotropina coriénica equina (eCG).
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Figura 5 - Numero médio de corpos luteos (CL.) e odcitos recuperados de

CL. e OOCITO

NO

hamsters superovuladas com extrato de pituitaria equina em
doses constantes (EPEc) e doses decrescentes (EPEd), e com
a gonadotropina coribnica equina (eCG), induzidas as

ovulacdes com hCG.
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4.2. Fase experimental

Foram recuperados em 12 ciclos estrais de 06 (seis) éguas
superovuladas com EPE entre os dois grupos tratados (doses constantes
e doses decrescentes) 18 embrides (07 e 11 embrides respectivamente)
de 51 ovulacbes (21 e 30 ovulacbes respectivamente), perfazendo um
indice de ecuperacdo embrionaria geral de 36%. Quando comparamos
separadamente 0s grupos tratados em doses constantes e doses
decrescentes, a média de ovulacdes por égua foi de 3,5 e 5,0, e 0s
indices de recuperacdo embrionaria foram de 30% e 38%
respectivamente.

O diametro médio entre os foliculos pré-ovulatérios antes do
primeiro tratamento superovulatorio, do primeiro e segundo ciclo pos
primeiro tratamento e do primeiro ciclo pdés segundo tratamento
superovulatorio, ndo houve diferenca estatistica significativa (39,3 mm;
37,5 mm; 39,8 mm e 41,8mm respectivamente). O crescimento diario dos
foliculos  pré-ovulatorios foi semelhante entre os tratamentos
superovulatério, apresentando uma dinamica de crescimento médio de
2,6 mm por dia.

A duracdo do primeiro e segundo ciclo estral apdés o primeiro
tratamento superovulatério e do ciclo estral que sucedeu o segundo
tratamento superovulatério foi de 23,7; 21,5 e 24,1 dias respectivamente
(p>0,05). O intervalo em dias do inicio do tratamento superovulatério com
o EPE a administracdo do hCG, e o tempo de acdo do hCG em horas, foi
de 8,0 dias e 40h respectivamente para o grupo tratado em doses
constantes e 7,7 dias e 41,5h respectivamente para o grupo tratado em
doses decrescentes (p>0,05).

Foi observado um baixo nimero de ciclos que apresentaram
ovulagbes em intervalo de tempo menor que 24h apds a administracao do
hCG entre os grupos 01 e 02, tendo sido observado no grupo em dose
constante em duas éguas; na primeira égua (égua 3) foi observado em 1

(um) de 4 (quatro) ovulacdes, e na segunda égua (égua 5) em 2 (duas) de
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3 (trés) ovulacdes. No grupo em dose decrescente em duas éguas; na
primeira égua (égua 1) foi observado em 1 (uma) de 4 (quatro) ovulacoes,
e na segunda égua (égua 6) em 2 (duas) de 6 (seis) ovulagdes.

O mesmo foi observado apo6s as 48h da administracdo do hCG,
onde uma égua (égua 4) no grupo em dose constante apresentando 3
(trés) de 6 (seis) ovulacdes, ja no grupo em dose decrescente, duas
éguas ovularam apoés as 48h; para a primeira égua (égua 2) foi observado
em 1 (uma) de 4 (quatro) ovulacles, e para a segunda égua (égua 5) em
1 (uma) de 3 (trés) ovulacdes.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) quando comparado o
percentual de éguas com 3 2 ovulacdes entre 0os grupos tratados em dose
constante (83% 5/6 éguas) e dose decrescente (100% 6/6 éguas), e entre
os periodos do primeiro tratamento (100% 6/6 éguas) e do segundo
tratamento (83% 5/6 éguas). Também ndo houve diferenca (p>0,05)
guando comparado o percentual de éguas com um ou mais embrides
recuperados entre os grupos superovulados com dose constante (50% 3/6
éguas) e com dose decrescente (83% 5/6 éguas), e entre os periodos do
primeiro (83% 5/6 éguas) e do segundo tratamento superovulatorio (50%
3/6 éguas).

Apenas em um ciclo de uma égua (égua 1), ndo houve resposta
ao tratamento superovulatério no grupo em dose constante, ocorrendo a
emergéncia de apenas um foliculo pré—ovulatério acarretando em
ovulacdo, entretanto ndo resultando na recuperacdo do embrido. Em
outras duas éguas que responderam ao tratamento superovulatorio
também ndo houve recuperacao dos embrides. Na primeira égua (égua 4)
gue respondeu ao tratamento superovulatério (em dose constante) foram
observadas 06 (seis) ovulacbes, entretanto nenhum embrido foi
recuperado; na segunda égua (égua 6) também ndo houve a recuperacao
de embrides.

Para esta segunda égua (égua 6), a ndo recuperacao dos
embrides foi observada em ambos os tratamentos superovulatérios (dose

constante e dose decrescente) de 02 (duas) e 06 (seis) ovulacdes
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respectivamente, porém, un outro ciclo que sucedeu o Ultimo tratamento
superovulatorio foi monitorado e realizada a inseminacao artificial
conforme executado nos protocolos superovulatérios, com 1x10° de
espermatozoides viaveis e do mesmo garanhao, realizando a colheita do
embrido também no & dia pds-ovulacdo, o que resultou na recuperacéo
de um embrido, o que vem nos confirmar a fertilidade da égua.

Em duas éguas (uma em dose constante “égua 1” e outra em
dose decrescente “égua 4") foram observadas no segundo dia do inicio do
tratamento com o EPE a ovulagcdo de um foliculo em cada égua, com um
diametro de 25,2 mm e 25,5 mm respectivamente. A maioria dos foliculos
pré-ovulatorios chegou a ovulacdo, entretanto, em apenas uma égua
(égua 2) onde foi observado a presenca de sete foliculos pré-ovulatérios,
ocorreu a ovulacdo de somente cinco destes (diametro médio de
35,1mm). Trés dias apos a ovulagédo dos cinco foliculos, os dois foliculos
restantes luteinizaram (diametro médio de 39,7mm).

N&o houve diferenca (p > 0,05) no numero de inseminacdes
artificiais por égua entre os grupos superovulados em doses constantes e
doses decrescentes.

Foram realizados no processo da colheita dos embrides,
inicialmente trés lavados uterinos e ap6s a avaliacdo destes, foram
realizados mais dois lavados procedendo a mesma técnica dos anteriores.
Nestes dois ultimos lavados uterinos houve apenas a recuperacdo de 1
(um) dos 3 (trés) embrides da “égua 3", que foi tratada em doses
constantes.

Sete dias apos a colheita dos embrides, foi realizada em todas as
éguas uma avaliacdo uterina com o auxilio do ultra-som com o proposito
de verificar uma possivel gestacdo referente a ndo recuperacdo do
embrido dos lavados uterinos, entretanto nenhuma prenhez foi
diagnosticada.

Os resultados que comparam o0s tipos de tratamentos
superovulatérios com o EPE em doses constantes e doses decrescentes,

estdo sumariados nas tabelas 4 a 15, e as diferengas entre o primeiro e
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segundo periodo de tratamento nas tabelas 14 e 15. As tabelas 16 e 17
demonstram os resultados obtidos entre o primeiro e segundo periodo de
tratamento, independente do tipo do tratamento (dose constante ou
decrescente). Ja nas tabelas 18 e 19, estéo caligrafadas as classificacfes
morfologicas e o grau de integridade celular dos embrides recuperados

entre os dois tipos de tratamento.

Tabela 4 - Média e desvio - padrédo das variaveis segundo doses

constantes e decrescentes

Variavel Constante Decrescente  Valorde p

Dias de tratamento 80+23 77+14 078
Intervalo do inicio trat. &

1° ovulacéo (dias) 9,8+£29 9,8+15 1,00
Intervalo da 1° a dltima

ovulagéo (dias) 15+19 12+£17 0,75
Diametro médio do

foliculo pré-ov.(mm) 349 +4,6 33,4+£4,0 0,68
N° ovulacdes pos-1.A. 3519 50422 0.26
N* embriGes 12+13 18+1,3 0,24
Percentual de 302+349  37,8+197 0.63

recuperacao embrionaria
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Figura 6 — Namero médio de ovulacbes (OV) e de embribes recuperados
(EMB), segundo os tratamentos superovulatorios com extrato
de pituitaria equina em doses constantes (EPEc) e doses
decrescentes (EPEd).

EOV.
m EMB.

N° OV. e EMB.

EPEc EPEd
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Tabela 5 — Resposta superovulatéria em éguas tratadas com o extrato de

pituitaria eqliina em doses constantes e doses decrescentes
segundo numero de ovulagcdes pos-inseminacao artificial,

namero de embribes e percentual de recuperagédo

embrionaria.
) Nurpero ] NGmero PercentuaNI
Eguas Grupos Ovulagdes ap6s Embrides Recuperagéo
LA, Embrionaria
1 CONST 1,0 0,0 0%
DEC. 4,0 2,0 50%
5 CONST 5,0 2,0 40%
DEC. 4,0 2,0 50%
3 CONST 4,0 3,0 75%
DEC. 9,0 4,0 44%
4 CONST 6,0 0,0 0%
DEC. 4,0 2,0 50%
5 CONST 3,0 2,0 66%
DEC. 3,0 1,0 33%
6 CONST 2,0 0,0 0%

DEC. 6,0 0,0 0%
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Tabela 6 - Numero e percentual de éguas com ovulagdes multiplas e

embrides recuperados, segundo grupos.

Grupos
Ovulagbes Constante : Decrescente valor de p.
< 2 Ovulacdes 1 (16,7) - (0,0)
3 2 Ovulacdes 5 (83,3) 6 (100,0) 1,00
3 1 Embrido recuperado 3 (50,0) 5 (83,3)
3 2 Embrido recuperado 3 (50,0) 4 (66,6) 1,00
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Tabela 7 — Correlagéo linear entre o numero de foliculos (10 =15 mm e 16

— 20 mm) e o numero total de ovulacbes segundo grupo em

doses constantes

Egua  N2%fol. 10-15mm N2%fol. 16 — 20 mm Total N® Ovulagdes

1 2 5 7 1*
2 2 3 5 S5**
3 4 3 7
4 3 7 10
5 6 3
6 7 0

Total 24 21 25 21

* Uma ovulagdo no segundo dia do tratamento superovulatério (foliculo com
diametro de 25,2 mm no inicio do tratamento), ndo sendo computado no ndimero
total de ovulacgdes.

** Entre as 5 (cinco) ovulagfes, uma foi de um foliculo mensurando 25 mm no
inicio do tratamento superovulatério.

N2 Foliculos Correlacéao (r) Valor de p
10— 15mm -0,30 0,56
16 —20 mm 0,43 0,39

# Nao houve correlacao linear entre o nimero de foliculos e o nimero de ovula¢des
total
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Tabela 8 — Correlagéo linear entre o numero de foliculos (10 — 15 mm e

16 — 20 mm) e o numero total de ovulagbes segundo grupos

em doses decrescentes

Egua  N2fol. 10— 15mm N=fol. 16 — 20mm Total N®Ovulagdes

1 8 4 12 4
2 2 5 7 4
3 4 5 9 o*
4 4 3 7 G
5 5 2 7 3
6 7 0 7 6

Total 30 19 49 30

* Dentre as 9 (nhove) ovulagfes, uma foi de um foliculo com didmetro médio de 15 mm,
gue emergiu no quarto dia do tratamento superovulatério.

** Uma ovulacdo no segundo dia do tratamento superovulatério (foliculo com diametro de
25,5 mm no inicio do tratamento), ndo sendo computado no nimero total de ovulacdes.

N2 Foliculos Correlacao (r) Valor de p
10— 15mm -0,04 0,94
16 —20 mm 0,19 0,72

# Nao houve correlacao linear entre o numero de foliculos e o nimero de ovulagdes
total
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Tabela 9 — Correlacéo linear entre o nimero de foliculos (10 — 15 mm e
16 — 20 mm) e o numero total de ovulacdes segundo os dois

grupo estudados

Egua N fol. 10 — 15 mm N%fol. 16 —20 mm Total N% Ovulacdes
1 10 9 19 5*
2 8 12 g**
3 8 16 13***
4 10 17 10%***
5 11 5 16 6
6 14 0 14 8

Total 54 40 94 51

* Uma ovulacdo no segundo dia do tratamento superovulatério (foliculo com
didmetro de 25 mm no inicio do tratamento), ndo sendo computado no nimero
total de ovulacdes.

** Dentre as nove ovulag®es, uma foi de um foliculo mensurando 25 mm no inicio
do tratamento superovulatério

*** Uma ovulacédo de um foliculo que emergiu no quarto dia do tratamento
superovulatoério.

****% Uma ovulagdo no segundo dia do tratamento superovulatério (foliculo
diametro de 25,5 mm no inicio do tratamento), ndo sendo computado no niimero
total de ovulagdes.

N2 Foliculos Correlacgéo (r) Valor de p
10-15mm -0,42 0,40
16 —-20 mm 0,20 0,69

# Nao houve correlacao linear entre o numero de foliculos e o nimero de ovula¢des
total
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Tabela 10 — Correlagéo linear do numero de foliculos entre 10 — 15 mm e
16 — 20 mm que culminaram com ovulagdées segundo grupo

em doses constantes.

Egua N%fol. 10—-15mm N%Ovulacées N%fol.16-20mm N%Ovulacdes

1 2 1 5 0
2 2 1 3 3
3 4 2 3 2
4 3 3 7 3
5 6 1 3 2
6 7 2 0 0
Total 24 10 21 10
N2 Foliculos Correlacéao (r) Valor dep
10-15mm 0,11 0,82
16— 20 mm 0,44 0,39

# Nao houve correlagéo linear entre o nimero de foliculos e o0 nUmero de ovulagdes
total
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Tabela. 11 — Correlacéo linear do nimero de foliculos entre 10—15 mm e

16 — 20 mm que Culminaram com ovula¢fes segundo grupo

em doses decrescentes

Egua N®fol. 10—-15mm N®Ovulacdes N*fol. 16 —20mm N2Ovulacées

1 8 2 4 2

2 2 0 5 4

3 4 4 5 5

4 4 3 3 1

5 5 2 2 1

6 7 6 0 0

Total 30 17 19 13
N2 Foliculos Correlacao (r) Valor de p

10-15mm 0,56 0,25

16 —20 mm 0,89 0,02

# Nao houve correlacao linear entre o numero de foliculos (10 — 15mm) e o
namero de ovulagdes, havendo uma correlacédo positiva e significativa para
0 numero de foliculos de 16 — 20mm em relacdo ao numero de ovulacdes
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Tabela. 12 — Correlagéo linear do numero de foliculos 10 — 15 mm e

16 — 20 mm que culminaram com ovula¢cdes segundo o0s

dois grupos estudados

Egua N&fol.10-15mm N%Ovulagdes N* fol. 16 —20mm N*Ovulacdes

1 10 3 9 2

2 1 8 7

3 8 6 8 7

4 6 10 4

5 11 3 3

6 14 8 0

Total 54 27 40 23

N2 Foliculos Correlacao (r) Valor de p.
10-15mm 0,62 0,19
16— 20 mm 0,62 0,19

# N&o houve correlacgéo linear entre o nimero de foliculos e 0 niUmero de ovulagdes
total
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Tabela. 13 - Numero total de foliculos, ovulacdes e o percentual de

ovulagdes segundo diametro folicular em diferentes grupos.

N= folicul 0 ¢
10(:Lg:u o° % de ov N" foliculos o4 e gy, N®total % total
Grupos ~>mm (10-15 mm) 16=20MM 1550 mm) de ov de ov
(ov) (ov)
Constante 24 (10) 42% 21 (10) 48% 21* 47%
Decrescente 30 (17) 53% 19 (13) 68% 30 61%
Total 54 (27) 48% 40 (23) 58% 51 54%

* Uma ovulag&o de um foliculo mensurando 25 mm no inicio do tratamento
superovulatorio.
# ov—p ovulacoes



102
Resultados

Tabela. 14 - Numero e percentual do total de ovulacdes segundo os

grupos no 1° e 2° periodo de tratamento

Grupos 1° Tratamento 2° Tratamento
CONSTANTE 12 (46,2% )? 9 (36,0% )?
(EPECc) A A
DECRESCENTE 14 (53,8%)% 16 (64,0% )?
(EPEd) A A
Total 26 (100,0) 25 (100,0)
P =0,57

( 1) Percentuais seguidos de diferentes letras mindsculas na comparacéo dos
tratamentos dentro de cada dose, diferem estatisticamente.

(2) Percentuais seguidos de diferentes letras mailsculas na comparacéo das
doses dentro de cada tratamento, diferem estatisticamente

Figura. 7 — Numero de ovulacbes segundo os grupos no 1° e no 2°

periodo de tratamento.

16-
14-
12-

E Primeiro trat.
Segundo trat.

N° Ovulacdes

EPEc EPEd
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Tabela. 15 - Numero e percentual total de embrides recuperados segundo

os grupos no 1° e 2° periodo de tratamento

Grupos 1° Tratamento 2° Tratamento
CONSTANTE 7 (63,6%)% 0 (0,0%)°
(EPEC) A B
DECRESCENTE 4 (36,4%)" 7 (100,0%)?
(EPEd) B A
Total 11 (100,0) 7 (100,0)
P=0,013

(1) Percentuais seguidos de diferentes letras mindsculas na comparacao dos
tratamentos dentro de cada dose, diferem estatisticamente.
(2) Percentuais seguidos de diferentes letras mailsculas na comparacao das
doses dentro de cada tratamento, diferem estatisticamente.

Figura. 8 — Numero de embries recuperados segundo os grupos no 1° e

2° periodo de tratamento.

E Primeiro trat.
B Segundo trat.

N° Embrides

EPEc EPEd
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Tabela. 16 - Média e desvio padrdo das variaveis segundo 1° e 2° periodo

de tratamento

Tratamento

Variavel Valor de
arlave 1° Periodo 2° Periodo P

Dias de tratamento 72+15 84+21 0.31
Intervalo do inicio trat. a 1°
ovulacao (dias) 90+18 10,7+ 2,3 0,18
Intervalo da 1° a ultima
ovulacgéo (dias) 1,0+0,6 1,7£21 0,52
Diametro médio do foliculo
pré_ov_(mm) 309+25 37,2+28 0,02*
N° ovulagbes apos - I.A. 43+10 42429 0,90
N® embries 18+09 12+16 0.24

Percentual de recuperacao 52 7+ 282 212+ 238 0.0009*
embrionéria - M ’

Trat. — Tratamento
QV. - Ovulatério
lLA. — Inseminacéo Artificial



105
Resultados

Tabela. 17 — Resposta superovulatoria em éguas tratadas com o extrato
de pituitaria equina segundo o periodo de tratamento

) NUumero NGmero Percentual
Eguas Tratamentos Ovulagdes T Recuperacéo
A Embrides SRR
poés LA. Embrionaria
1 1° Trat. 4,0 2,0 50%
2° Trat. 1,0 0,0 0%
2 1° Trat. 5,0 2.0 45%
20 Trat. 4,0 2,0 50%
3 1° Trat. 4,0 3,0 75%
20 Trat. 9,0 4,0 44%
4 1° Trat. 4,0 2,0 50%
20 Trat. 6,0 0,0 0%
5 1° Trat. 3,0 2.0 66%
2° Trat. 3,0 1,0 33%
1° Trat. 6,0 0,0 0%

20 Trat. 2,0 0,0 0%
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Tabela. 18 - Classificacdo morfolégica dos embrides entre os grupos

tratados em doses constantes e doses decrescentes

Bi Bx 0
Mo : BI . N* Total
Grupos (Moérula) (Blastocisto (Blastocisto) (Blastocisto gy ieg
inicial) expandido)
CONSTANTE 0 0 2 5 7
DECRESCENTE 0 0 1 10 11

P=0,53

Tabela. 19 - Grau de classificacdo embrionaria entre os grupos tratados

em doses constantes e doses decrescentes

Grupos G. G.lI N° Total
P ( Excelente) (Bom) Embrides
CONSTANTE 7 0 7
DECRESCENTE 9 2 11
P=0,50

(1) N&o houve embribes com grau de classificacéo G.lII (Regular); G.IV (Ruim);
G.V (Degenerado)
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Figura. 9 — Resposta ovariana de égua tratada com extrato de pituitaria
equina ao terceiro dia com foliculo de diametro médio de 25
mm (A), quinto dia com foliculo de didametro médio de 30 mm
(B) e ao oitavo dia com foliculo de diametro de 35 mm (C)

apos o inicio do tratamento superovulatorio.

IR DECRESCENTE

. FHYE-Unesp-Btu.
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Figura. 10 — Embrides recuperados de égua uma égua superovulada com

extrato de pituitaria equina
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5. Discussao

5.1. Fase pré-exprimental

As tentativas de superovulacdo em hamster realizadas,
resultaram em uma satisfatoria resposta superovulatéria. O grupo tratado
com o eCG obteve uma maior resposta superovulatoria, apesar de nao ter
apresentado uma diferenca estatistica significativa entre as variaveis,
confirmando a eficacia deste horménio na superestimulacédo ovariana em
hamster, assim como relatado por Schellander et al. (1989) e Truelson et
al. (1996).

Quando foi comparada a administracdo do EPE entre os grupos
em doses constantes e doses decrescentes, observamos que as hamster
que receberam o EPE em doses constantes apresentaram um numero de
corpos luteos e peso ovariano significativamente superior ao das que
receberam o0 EPE em doses decrescentes, sugerindo ser em
consequéncia da constancia da manutencdo dos altos niveis de LH
administrados, induzindo desta forma a ovulagdo precoce e/ou
luteinizacdo dos foliculos. Fevold (1939) relatou que quanto maior o
namero de estruturas Idteas presentes no ovario, maior foi o peso
ovariano.

A despeito da diferenca no numero de foliculos ndo ter sido
significativa entre os grupos tratados com o EPE, n6s observamos que a
adminsitracdo em doses decrescentes teve um efeito menos deletério ao
desenvolvimento folicular, sendo o mesmo observado por Carmo et al.
(2001) em estudo com 61 hamster e por Monniaux et al., (1993) em
vacas.

Assim como observado por Truelson et al., (1996), o hCG foi
eficiente em induzir a ovulacdo em hamster. Foram observadas
diferencas estatisticas apenas quando comparados o numero de foliculos
com o grupo EPE (Dec.) + hCG, e 0 peso ovariano com 0S grupos
tratados com o EPE (Const./Dec.) + hCG.
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Apesar de nao ter sido demosntradas estatisticamente diferengas
significativa quanto ao niamero de o00citos recuperados entre 0S grupos
tratados com o EPE (Const.), EPE (Dec.), EPE (Const.) + hCG e EPE
(Dec.) + hCG, observamos um aumento no nimero meédio de odcitos
recuperados quando a administracdo do EPE procedeu-se em ambos 0s
grupos tratados em doses decrescentes. Para 0s grupos tratados com
EPE sem a administracio do hCG, o numero médio de odcitos
recuperados foi de aproximadamente o dobro para o tratamento em doses
decrescentes (14,3 odcitos) quando comparado com o0 tratamento em
doses constantes (8,7 odcitos) (p>0,05); por outro lado, foi observado um
maior numero de corpos luteos para o tratamento em doses constantes
(49,7) do que em doses decrescentes (29,3) (p<0,05). Estas observacdes
nos levam a sugerir que o tratamento em doses constantes acarretou em
uma luteinizac@o precoce dos foliculos, impedindo a liberagdo do odcito
(ovulagéao).

Ja nos grupos tratados com o EPE + hCG, o numero médio de
oocitos recuperados também foi maior no tratamento em doses
decrescentes do que no tratamento em doses constantes, chegando
guase ao triplo de odcitos recuperados (54,0 e 18,7 respectivamente),
apresentando inversamente a estes valores nos respectivos tratamentos,
0 numero médio de estruturas lUteas presentes nos ovarios (87,3 e 105,3)
(p>0,05).

Podemos correlacionar esta melhor resposta do numero de
odOcitos recuperados quando o EPE foi administrado em doses
decrescentes, com os achados de Monniaux et al., (1983) em vacas, onde
0S autores observaram que um composto superovulatério com altas
concentragbes de LH, resultou em um maior nimero de embribes
recuperados e viaveis, quando a administracdo foi realizada em doses
decrescentes ao invés da administracdo em doses constantes (12,2 e 3,8;
53 e 2,4 embrides respectivamente), em consequéncia a uma melhor

maturacao folicular e oocitéria.
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Em todos os grupos das hamster superovuladas, houve um ou
outro animal que ndo respondeu ao tratamento; acreditamos que a nao
totalidade de resposta positiva, deve-se ao ndao acompanhamento das
fases do ciclo estral, conforme preconizado por Bousquet & Brackett
(1982) e Bavister (1989) onde as fémeas deveriam estar em fase de

metaestro.

5.2. Fase experimental

Os valores médios, 4,25 ovulagbes e 1,5 embribes por égua obtida
nos tratamentos superovulatorios dos dois protocolos estudados (dose
constante e dose decrescente), onde 84% das éguas apresentaram
multiplas ovulagdes, nos permitem concluir que o EPE superestimulou
com eficiéncia a atividade ovariana em éguas ciclicas, apresentando
entretanto, baixas taxas de recuperacédo embrionaria.

Dentre as informacdes disponiveis, alguns achados merecem
destaque, Lapin & Ginther (1977) relataram que 57% das éguas
superovuladas no periodo do diestro e 43% das éguas superovuladas no
periodo do estro, respondem ao tratamento, obtendo uma média de 2,8 e
1,7 foliculos pré — ovulatorio por égua nos respectivos momentos;
Douglas, (1979) observou que 75% das éguas superovuladas,
responderam a estimulacdo ovariana, apresentando uma média de 2,3
ovulacdes; Squires et al. (1987a) relataram uma média de 3,8
ovulacbes/égua e 2,0 embrides recuperados em 92% das éguas
superovuladas. J& Alvarenga et al. (2001) obtiveram o melhor resultado
superovulatério até os nossos dias, utilizando o EPE em éguas, com uma
nova proposta em fazer as administracdes duas vezes ao dia, obtendo
neste experimento 7,1 ovulacdes e 3,5 embrides recuperados por égua.

A baixa taxa na recuperacdo embrionaria tem sido uma grande
incognita no processo da superovulacdo na espécie equina, levando-nos
a suspeitar de uma influéncia na maturacdo oocitaria dos foliculos

recrutados da onda folicular oriunda da superestimulagéo ovariana com a
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utilizacdo de uma droga que apresenta altos niveis de LH. O efeito
deletérico dos altos niveis de LH foi observado por Donaldson et al.
(1986) em vacas superovuladas utilizando farmacos com altas
concentracdes de LH. Desta forma o alto nivel de LH é preocupante e
mais agravante na espécie equina, pois, para esta, a maturacdo oocitaria
€ precedida pelo aumento dos niveis de LH na fase estral, 0 que é uma
fase longa (7 dias) quando comparado com 0s ruminantes.

Hyttel et al. (1989 e 1991) acreditam haver uma assincronia dos
niveis circulantes de FSH e LH entre os foliculos superestimulados em
decorréncia do fluxo sanguineo intra-folicular ndo ser homogéneo entre
estes foliculos, o que pode acarretar em uma assincronia no
desenvolvimento e na maturacao entre 0s 00citos.

Outras sugestbes relacionadas a baixa taxa de recuperacdo de
embrides foram levantadas por Onuma & Ohnami (1975) e Liu et al.
(1991), onde foram pertinentes em propor uma falha na captacdo dos
oocitos pela fimbria do infundibulo em decorréncia do liquido folicular
apresentar uma consisténcia gelatinosa, o que pode reter o o0dcito,
impedindo-o de cair para o interior do infundibulo ou mesmo bloqueando
o limen do oviduto impedindo que o embrido migre do oviduto para o
Utero. Palmer et al. (1993) acreditam que a baixa taxa na recuperacéo de
embrides € consequéncia da nao fertilizacdo do odécito, em funcdo da
falha do foliculo em libera-lo e/ou a producdo do mesmo de baixa
gualidade.

Na tentativa de compreender melhor a baixa taxa de embribes
recuperados, procuramos minimizar o efeito deletério do LH, através da
administragdo do EPE duas vezes ao dia em doses decrescentes, tendo
como grupo controle a administracdo do mesmo em doses constantes,
assim como relatado por Alvarenga et al. (1999 e 2001). Nao observamos
diferenca estatistica em nenhuma das variaveis avaliadas quando
comparados os diferentes tipos de tratamentos.

A nossa hipotese de poder haver uma melhora significativa em

conseqiéncia da diminuicdo dos niveis circulantes de LH no processo
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final da superovulacéo, foi baseada no observado por Monniaux et al.
(1993) na espécie bovina, que constataram uma melhora significativa na
taxa de ovulacbOes e de embrides recuperados quando administraram um
produto com altos niveis de LH em doses decrescente.

Um outro trabalho seguindo a mesma linha de raciocinio foi relatado
por Alvin et al., (2000), onde observaram que o PlusetO, produto
comercial com altas concentracdes de LH, apresenta uma menor taxa de
embriBes recuperados e de embrides viaveis (15,3 e 6,8 respectivamente)
quando comparado com um outro produto comercial, FoltropinO, que
apresenta baixos niveis de LH em seu composto (16,5 e 9,7
respectivamente).

Os valores encontrados em nosso experimento quando comparados
0s grupos doses constantes e doses decrescentes, foram de 3,5 e 5,0
ovulacoes e 1,2 e 1,8 embribes recuperados, obtendo um percentual de
embrides recuperados de 30,2% e 37,8% respectivamente, ndo sendo
observadas diferencas significativas. Entretanto, mesmo nao tendo sido
observada diferenca significativa, as diferencas numéricas foram
evidentes entre 0s tratamentos superovulatérios; provavelmente o
pequeno numero de animais tenha interferido nos resultados. Nossos
resultados quanto a utilizacdo do modelo experimental hamsters,
demonstraram que doses constantes de EPE induzem a luteinizacdo dos
foliculos, inibindo a liberacdo do odcito. A despeito de termos observado
por ultra-som as ovulacdes, pode ter ocorrido um distlrbio na maturacéo
folicular e oocitaria que levou a uma baixa taxa de recuperacao
embrionaria.

Em relacdo a estes valores podemos por em discussao o caso de
uma égua (égua 6) que em ambos os tratamentos apresentou ovulagfes
mdltiplas, porém nenhum embrido foram recuperadas, sendo que, para o
tratamento em dose constante foi constatado 2 (duas) ovula¢des contra 6
(seis) ovulacbes para o tratamento em doses decrescentes. Uma outra
particularidade foi a égua “1” (um) que ndo respondeu ao segundo

tratamento superovulatério (dose constante).
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As variac¢des individuais tém sido observadas entre a espécie bovina
(Armstrong, 1993; Kohram et al., 1995), sendo que, 43% das vacas que
respondem ao tratamento superovulatério, apresentam uma baixa taxa de
embrides recuperados transferiveis ou nenhum embrido transferivel
(Nogueira, 2001). Adans et al. (1993) observaram que 24% das colheitas
de embrides nao resultaram em embrides, 64% produzem menos
embrides transferiveis que a média (4 a 6 embrides/vaca) e que 30% das
colheitas resultam em 70% dos embrifes transferiveis.

A despeito de, na espécie bovina, serem eventualmente encontradas
estruturas nao fertilizadas e degeneradas no lavado uterino, nos equinos
isso ndo é comum, todos os embrides degenerados e nédo fertilizados
permaneceram retidos no oviduto. Isto foi identificado por Dippert et al.
(1994) nos ovidutos de éguas superovuladas, éguas com ovulacdes
multiplas espontaneas e éguas com ovulacdes simples.

NOs observamos que os embrides recuperados apresentaram no dia
da colheita (D8) um desenvolvimento retardado, sendo o mesmo
observado por Armstrong, (1993) em embribes de vacas superovuladas.
Esta incompatibilidade do tamanho dos embries em relacdo ao dia da
colheita, pode estar relacionada ao fato de que os odcitos ndo maduros
no momento da ovulacdo, completem o seu desenvolvimento no oviduto
(Armstrong, 1993).

Entretanto, todos os embrides recuperados em ambos os tratamentos
foram classificados como embribes excelentes e bons. Squires et al.
(1987a) observaram que a viabilidade dos embrides oriundos de éguas
com ovulacdo simples, ovulacdes multiplas espontaneas e ovulacbes
multiplas induzidas, € a mesma. Segundo Alvarenga (2003) (informacéo
pessoal), a transferéncia de embrides proveniente de éguas
superovuladas com EPE administrado duas vezes ao dia, resulta em bons

indices de gestacéo.

Uma melhor resposta superovulatoria foi observada nas éguas que

apresentaram foliculos entre 10 e 20 mm no inicio do tratamento, sendo
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semelhante ao observado por Person & Ginther, (1990). Um achado
importante a ser discutido, é pelo fato do percentual de ovulacdes entre
os foliculos de 10 a 20 mm ter sido maior para o grupo tratado em dose
decrescente (61%) do que em dose constante (47%). Este achado pode
ter relacdo com o desenvolvimento e a maturacdo folicular, por haver a
necessidade de um maior nivel de FSH no inicio do tratamento
superovulatorio do que no final do mesmo, como observado por Ginther et
al. (1996) em vacas. Monniaux et al. (1983) também relataram uma
melhor resposta superovulatéria em vacas, quando foram realizadas as
administracdes em doses decrescentes de um produto com altos niveis
de LH em seu composto, atribuindo-se ao propoésito da necessidade de
um maior nivel de FSH no inicio do tratamento superovulatério de que no
final do mesmo.

A média e o desvio padrdo entre os dias de tratamento com o EPE
(8,0£2,3 e 7,7t1,4 dias), o intervalo entre o inicio do tratamento e a
primeira ovulacdo (9,8+2,9 e 9,8+1,5 dias), o intervalo interovulatério
(1,519 e 1,2+1,7 dias) e o diametro dos foliculos pré-ovulatorio
(34,9+4,6 e 33,4+4,0 mm) segundo doses constantes e decrescentes
respectivamente, ndo demonstraram haver diferenca estatistica. A taxa de
crescimento folicular ao dia (2,6 mm) foi superior ao relatado por Palmer
et al. (1993) em éguas Poéneis (2,1 mm) superovuladas com o EPE, e
inferior a descricdo de Moura & Merkt (1996) (3,0 mm). Ginther (1986)
também relatou um crescimento folicular ao dia de 3,0 mm em éguas nao
superovuladas.

Estes valores foram semelhantes aos encontrados por Dippert et al.
(1994), quando avaliaram o periodo entre o inicio do tratamento e a
primeira ovulacdo (7,0 dias), entretanto, Rosa et al. (1998) observaram
um periodo mais longo (10,2 dias) do que os nossos achados. Alvarenga
et al. (2001) relataram um periodo de 8,3 dias entre o inicio do tratamento
a primeira ovulacdo. O intervalo interovulatorio dos nossos resultados (1,5
dias constante e 1,2 dias decrescente), foram aquém dos relatados por
Woods & Ginther (1983), Squires et al. (1987a) e Dippert et al. (1994),
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onde demonstraram um sincronismo interovulatério de “0” (zero) dias,
contudo, este intervalo ndo influenciou na recuperagcéo dos embrides, pois
a colheita destes foi realizada no oitavo dia pés-ovulacéao.

Rosa et al. (1998) descrevem a presenca de foliculos pré-ovulatérios
com o diametro médio de 38,1 mm em éguas superovuladas utilizando
doses constantes, sendo semelhante aos nossos achados quando as
éguas foram tratadas em doses decrescentes (37,2 mm) porém, maiores
do que as éguas tratadas em doses constantes (30,9 mm).

Porém, observamos que o didmetro médio dos foliculos pré-
ovulatérios no primeiro periodo de tratamento, foi significativamente
menor (30,9 mm) do que no segundo tratamento (37,2), o que pode ter
sido consequéncia de uma maior ativagdo dos receptores de FSH nas
células da granulosa, com a finalidade de sintetizar a producdo da enzima
aromatase para converter os altos niveis de andrégeno produzido pelas
células da teca em estr6geno, em resposta ao acumulo de LH presente
nas células da teca do tratamento superovulatorio anterior e atual.

Na literatura existem relatos do aumento das concentracdes de
andrégenos nas células da teca e consequentemente uma elevacdo dos
niveis de estrégeno, quando vacas sdo superovuladas com um produto
com altas concentracdes de LH (Kelly et al., 1997).

Com relagéo ao percentual de embrides recuperados por ovulagoes,
0S nossos resultados ndo demonstraram diferenca significativa entre os
grupos tratados (30,2% constante e 37,8% decrescente). Scoggin et al.
(2002) relataram um percentual de embrides recuperados de 60%
utilizando doses decrescente do EPE, sendo superior aos nossos
achados. Contudo, a média entre os nossos dois tratamentos (34%) foi
compativel com os dados demonstrado por Scoggin et al. (2002) em um
outro estudo, quando administrou o EPE uma vez ao dia em doses
constantes, utilizando 25 ou 50 mg (35,3% e 36,4% respectivamente).
Estes mesmos autores observaram uma melhora no percentual de
embrides recuperados quando administrado o EPE duas vezes ao dia em

12,5 mg ou 25,0 mg (67,6% e 43,2% respectivamente). Alvarenga et al.
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(2001) observaram um percentual de 69% e 49% de embribes
recuperados por ovulacdo quando administradas 25 mg uma e duas
vezes ao dia respectivamente.

Como ja relatado anteriormente, o baixo percentual de embrides
recuperados, também pode ter sido influenciado pelo baixo nimero de
animais (6 éguas) e de ciclos tratados, sendo que Scoggin et al. (2002)
utilizaram no programa superovulatério 58 ciclos de diferentes animais.
Um outro fator importante a ser analisado, diz respeito aos trabalhos
citados na literatura superovulatéria equina, que nao tém avaliados a
influéncia da repetibilidade superovulatoria em relacdo ao percentual de
embrides recuperados como descrito em nossos estudos.

A despeito desta repetibilidade, observamos diferenca estatistica
significativa no percentual de embrides recuperados entre o0 primeiro e 0
segundo periodo de tratamento (52,7 + 282 e 212 + 23,8
respectivamente). Hofferer et al. (1991) utilizaram o EPE durante dois
ciclos sucessivos sem a interrupcdo da administragdo ou com a
interrupcdo por sete dias da mesma apos a ovulacdo, e observaram a
estimulacdo de multiplos foliculos, porém com baixa taxa na recuperacao
de embrides. Em estudos com vacas nelore na India, Chandra et al.
(2002) atribuiram a capacidade de superovular quatro ciclos consecutivos
com a utilizagdo do FSHp e do implante vaginal CIDR-B (P4) que foi
utilizado para sincronizar a onda folicular, e observaram que ndo ha
influéncia na resposta superovulatéria e nem no numero de embribes
recuperados, entretanto, a taxa de fertilizacdo dos embribes recuperados
diminuiu apds o 3° ciclo tratado.

O numero e o percentual de éguas que apresentaram ovulacbes
multiplas, ou seja, 32 ovulagbes nado foi significativo entre os grupos,
contudo, observamos que as éguas tratadas com doses decrescentes
apresentaram 100% (6 éguas) de mdltiplas ovula¢des, quanto que uma
das éguas superovuladas em doses constantes ndo responderam ao
tratamento 83,3% (5 éguas). Quanto ao numero e o percentual de égua

com 3 2 embribes, também ndo houve diferenga significativa, onde em
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66,6% (4 éguas) das éguas tratadas em doses decrescentes foram
recuperados multiplos embrides, contra 50% (3 éguas) das eéguas
tratadas em doses constantes.

Um dado significativo foi observado quando nés comparamos o
namero e o percentual de embrides recuperados segundo a
administracdo de EPE em doses constantes e doses decrescente no
primeiro e segundo periodo de tratamento. Foram recuperados das éguas
tratadas em doses constantes no primeiro periodo de tratamento 7/11
embrides, ou seja, 63,6% dos embrides recuperados no primeiro periodo
foram oriundos do tratamento em doses constantes, contra 36,4% dos
embrides recuperados em doses decrescente (4/11 embrides). Ja no
segundo periodo de tratamento 100% (7/7 embribes) dos embrides
recuperados foram originados do tratamento em doses decrescentes.

Repeticdes sucessivas do tratamento superovulatério tendem a
diminuir a resposta superovulatoria, tal qual a qualidade e a quantidade
de embrides em vacas (Donaldson et al., 1986; Gonzalez et al., 1990). O
grupo tratado em doses constantes no segundo periodo de tratamento,
pode ter sofrido consequéncia dos altos niveis de LH, visto que este
aumento pode causar efeito deletério na qualidade dos embrides, devido
a uma maturacdo prematura do oocito (Murphy et al.,, 1984; Callesen et
al., 1986; Kafi et al., 1997), mesmo tendo seguido o modelo do protocolo
superovulatério em bovinos, onde se obedece um intervalado de dois
ciclos estrais entre os tratamentos superovulatérios (Pinheiro-Andrioli et
al., 1995). Para estes achados ha necessidade de um maior nimero de
estudos, a despeito do baixo numero de repeticbes em nosso
experimento (3 éguas em cada tratamento para o primeiro e segundo
periodo). Os periodos do ciclo estral correspondentes ao pdés-tratamento
superovulatorio ndo sofreram interferéncia do tratamento superovulatorio
com EPE, assim como observado por Douglas (1979) e Rosa et al.
(1998), tendo sido o intervalo interovulatorio médio de 23,7 e 21,5 dias

para o primeiro e 0 segundo ciclo respectivamente, apdés o0 primeiro
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tratamento superovulatério e 24,1 para o primeiro ciclo apds o segundo
tratamento superovulatorio.

Quando foi comparado o numero e o percentual de ovulacbes
segundo os grupos em doses constantes e doses decrescente no primeiro
e no segundo periodo de tratamento, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. Sustentando relatos literarios, como ja citado
anteriormente, que nao observaram interferéncia no percentual de
ovulacdes em vacas superovuladas, quando se intervalou dois ciclos

entre uma e outra superovulacao (Pinheiro-Andrioli et al.,1995).
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6.

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos no presente experimento, podemos

concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O Extrato de pituitaria equina produzido em nosso laboratério foi eficaz
em induzir ovulacbes mdultiplas em éguas, com consequente aumento

da producéo de embrides por ciclo.

Os resultados do pré-experimento com hamsters, sugerem que doses
constantes de EPE induzem a luteinizacdo de um maior numero de

foliculos, alterando o mecanismo de ovulagéo.

Ndo foi observada diferenca estatistica significativa na resposta
superovulatéria em éguas com a administracdo do extrato de pituitaria
equina entre doses constantes e doses decrescentes, entretanto, as
diferencas numéricas da média de ovulagbes e de embribes
recuperados, favoraveis ao grupo em dose decrescente, foram

evidentes.

O tratamento com doses decrescentes de EPE propiciou uma
recuperacdo media de aproximadamente 2 (dois) embrides/égua, o

que é altamente desejdvel em um programa de transferéncia de

embrides em equinos.

O numero e o percentual de embribes recuperados entre o primeiro e
o0 segundo periodo de tratamento superovulatorio foi inferior no grupo

tratado em doses constantes do extrato de pituitaria equina.

A maioria dos foliculos entre 16 e 20 mm presentes no ovario no inicio
do tratamento superovulatorio, culminou com ovulacdo. Sendo este

parametro um bom indicativo do nimero de ovulagdes.
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7

8)

Estudos futuros sdo necesséarios para se determinar as razdes do
baixo indice de recuperacdo embrionaria em éguas superovuladas
com o EPE.

Sugerimos um estudo mais aprofundado dos mecanismos que
envolvem a maturacdo oocitdria em éguas superovuladas, assim
como, dos mecanismos de ovulacdo e captacdo oocitaria para o
interior do infundibulo, bem como do transporte deste através do

oviduto e do embrido para o utero.
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ABSTRACT

Several studies have reported the is unresponsive to all the routinely used
drugs aiming the superovulation in other species, such as the FSH and the
eCG. The equine pituitary extract (EPE) is a partial equine gonadotropin
preparation, and the only compound which consintenty induces multiple
ovulation in mares; however, the superovulatory response has been low
(1-3 ovulations/mare). More recent studies demonstrate some
improvement in the percentage of multiple ovulation in superovulated
mares with the EPE administration twice a day (4-7 owvulations/mare),
nevertheless with a low rate of embryo recovery. This fact can be related
to the low quality oocyte production (abnormality in the follicular and
oocytary maturation), the follicular failure in releasing the oocyte and its
collection towards the inner part of the oviduct, as its or the embryo traffic
through the oviduct. The improvement on embryo recovery rate has been
shownin cows with the utilization of decreasing doses of FSH. The present
experiment aimmed to compare the ovulatory answer and embryo
production of mares treated twice daily with constant and decreasing
doses of EPE. Six mares in good nutrition status, with ages ranging from
four and 15 years old and weighing from 400 to 500 Kg, together with a
good reproductive history, were monitored daily through the preiods
between the months of november/2001 to march/2002. Two estrous
cytrous cycles were used from each mare and subdivided into two groups:
constant doses and decresing doses;however between the treatments na
interval of two estrous cycles was given. The experiment was carried out
in the riding station (UNESP), placed in Lageado, a farm in the city of

Botucatu — SP. For both groups, the treatment was started in the seventh



155
Abstract

post-ovuatory day, presenting a very evident corpora lutea and follicles
equal or under 25 mm of diameter in the ultra-sound evatution. In group 1
(cosntant doses) 25 mg of EPE were administered every 12 h until the
monent when most follicles reached the size of 35 mm of diameter. In
group 2 (decreasing doses) 40 mg of EPE were administered every 12 h;
35 mg every 12 h; 30 mg evere 1w2 h; 25 mg every 12 h; 15 mg every 12
h; 10 mg every 12 h; mentioning the fact that the treatment was
interrupted when most follicles reached the diameter of 35 mm. In both
groups, the hCG administered on the 3.000 Ul dosage in end of the
treatment. The embryo flushs were carried out at the eighth day after the
first detected ovulation, aiming the recovery of embryos in the
development stage from morula to expanded blastocyst. For the statistical
analysis, the t test of student was used to evaluate the number of
ovulations and recovered embryos per mare, and number of recovered
embryos per ovulations. The chi-square test and the Goodman test were
carried out in order to compare the ratio of mares with different number of
ovulation between the treatments. For the study of correlation between the
number of follicles and ovulations, the Pearson correlation coefficient was
used. The results demonstrated that there was no statistical difference
between the groups treated with constant doses and the ones treated with
decreasing doses, when compared to the interval of days in the treatment
(8,0 and 7,7 respectively), the interval in days from the beginning of the
treatment to the first ovulation (9,8 and 9,8 respectively), the interval in
days from the first to the last ovulation (34,9 and 33,4 respectively), the
number of ovulations and recovered embryos (3,5 and 1,2; 5,0 and 1,8
respectively). We concluded that the use of decreasing doses of EPE
provided a numerical improvement, though not mathematically significant
in the ovarian superstimulation and in the embryo recovery rates.
Nevertheless, it is necessary to have a higher number of studies aiming to
clarify the reasons for the low rates for embryo recovery, as the
superovulatory response rates were good and the number of recovered

embryos per ovulation were unsatisfactory, by means of a deeper studies
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of the mechanisms which involve the oocyte maturation in superovulated
mares, and also the mechanisms of ovulation and oocyte collection to the

infundibulus. Also, its transportation through the oviduct and the
transportation of the embryo to the uterus.

Keywords: Superovulation, Multiple ovulation, Equine pituitary extract,

Embryo transfer, Mares.



ANEXO. A - Resposta superovulatoria em hamster utilizando diferentes protocolos

., Solucao
Variave EPE (CONST) EPE (DEC) eCG EPEfﬁggST) EiEh(ggC) eCG+hCG Fisiolc’();gica
N’ ANIMAIS 12 12 12 12 12 12 12
0
0 <
N® FOLICULOS (3 01 mm) 223 267 117 102 110 66 25
o .
N~ CORPO LUTEO 149 83 436 316 262 498 72
0
N° ESTRUTURAS OVARIANA 37 355 553 418 372 564 97
0 s
N° 0OCITOS %6 3 0 56 163 170 20
PESO OVARIANO (g) 0424 0,387 0,619 0,535 0,469 0,753 0,278

* EPE — Extrato de pituitaria eqliina

* Const. — Congtante

* Dec. — Decrescente

* hCG — Gonadotrofina coriénica humana
* eCG — Gonadotrofina coridnica eguina



Anexo. B — Resposta superovulatéria em éguas tratadas com o Extrato de Pituitaria Equina em dose constante e dose
decrescente

DIAMETRO

INTERVALO EM INTERVALO EM . . . PERCENTUAL
EGUAS GRUPOS Dﬁ;i? E DIASDO INICIO  DIAS DA 1°0V A FO’\LAI'EEL)JILOODFC’)RE- P'\gSOIVA' EMB'SI BES RECUPERAGAO
' DO TRAT. A 1°0V. ULTIMA OV. oV, (Mm.) S EMBRIONARIA

1 CONST 12,0 14,0 apenas uma ov. 40,0 1,0 0,0 0%

1 DEC. 8,0 11,0 1,0 30,4 4,0 2,0 50%

2 CONST 5,0 6,0 2,0 33,5 5,0 2,0 40%

2 DEC. 9,5 12,0 3,0 34,5 4,0 2,0 50%

3 CONST 8,0 10,0 1,0 34,0 4,0 3,0 75%

3 DEC. 6,5 9,0 0,0 35,5 9,0 4,0 44%

4 CONST 7,0 8,0 5,0 34,75 6,0 0,0 0%

4 DEC. 6,0 8,0 0,0 30,0 4,0 2,0 50%

5 CONST 7,5 9,0 1,0 27,5 3,0 2,0 66%

5 DEC. 7,0 9,0 2,0 39,8 3,0 1,0 33%

6 CONST 8,5 12,0 0,0 39,5 2,0 0,0 0%

6 DEC. 9,0 10,0 1,0 30,0 6,0 0,0 0%
MEDIA + DP CONST 8,0 + 2,30 9,85 + 2,86 1,50 + 1,87 34,89 + 4,58 350+1,87 1,17+1,33 30,17 + 34,99
MEDIA + DP DEC. 7,67 + 1,40 9,83 + 1,47 1,17 +1,17 33,28 + 3,97 500+2,19 1,83+1,33 38,83 +19,68
MEDIA +DP CONST+DEC 7383 +1,83 9,84 +2,17 1,33 + 1,50 34,08 + 4,16 425+210 1,50+ 1,31 34,00 + 27,36

* DP. — Desvio Padréo
* CONST. — Tratamento em doses constantes
* DEC. — Tratamento em doses decrescentes
* QV. - Ovulacéo
* apenas uma ov. — A égua 1 (um) ndo respondeu ao segundo tratamento superovulatério, apresentando apenas um foliculo pré — ovulatério.



Anexo. C — Resposta superovulatdria em éguas tratadas com o extrato de pituitaria equiina segundo os periodos de

tratamento (12 e 22 periodos)

INTERVALO
) DIAS DE EM DIAS DO
EGUAS TRATAMENTO TRAT N6 b

TRAT. A 1°0V.
1 1Y Trat. 8,0 11,0
1 2° Trat. 12,0 14,0
2 1’ Trat. 5,0 6,0
2 2° Trat. 9,5 12,0
3 1’ Trat. 8,0 10,0
3 2° Trat. 6,5 9,0
4 1’ Trat. 6,0 8,0
4 2° Trat. 7,0 8,0
5 1’ Trat. 7.5 7.5
5 2° Trat. 7,0 7,0
6 1’ Trat. 9,0 10,0
6 2° Trat. 8,5 12,0

MEDIA + DP 13 Trat. 7,25 + 1,47 8,75 + 1,89

MEDIA + DP 2" Trat. 8,42 + 2,08 10,33 + 2,73

MEDIA + DP TOTAL 7,83 +1,83 9,54 + 2,39

* DP. — Desvio Padrao
* Trat. — Tratamento
* QV. - Ovulacao

INTERVALO EM

DIAS DA 1°0OV A
ULTIMA OV.

1,0
apenas uma ov.
2,0
3,0
1,0
0,0
0,0
5,0
1,0
2,0
1,0
0,0
1,00 + 0,63
1,67 + 2,07
1,33 + 1,50

DIAMETRO
MEDIO DO
FOLICULO

PRE-OV. (mm.)

30,4
40,0
33,6
34,5
34,0
35,0
30,0
34,8
27,5
39,8
30,0
39,5
30,92 +2,46
37,27 +2,75
34,09 + 4,15

N° OV. POS I.A.

4,0

1,0

50

4,0

4,0

9,0

4,0

6,0

3,0

3,0

6,0

2,0
4,33 +1,03
4,17 + 2,93
4,25 + 2,09

NO
EMBRIOES

2,0

0,0

2,0

2,0

3,0

4,0

2,0

0,0

2,0

1.0

0,0

0,0
1,83 +0,98
1,17+ 1,60
150+1,31

PERCENTUAL
RECUPERACAO
EMBRIONARIA

50%

0%

75%

50%

75%

44%

50%

0%

66%

33%

0%

0%
52,67 + 28,15
21,17 + 23,82
36,92 + 29,81

* apenas uma ov.— A égua 1 (um) ndo respondeu ao segundo tratamento superovulatorio, apresentando apenas um foliculo pré—ovulatorio.



Anexo. D — Diametro médio dos foliculos no inicio do tratamento superovulatério com o EPE em doses constantes em
relagdo ao numero de ovulacdes pos-Inseminacéao Artificial por égua

N° fol. 10-15 mm no N° fol. 21-25 mm no

inicio trat. (N° ov.) inicio trat. (N° ov.) -
2 (1) 3/0
4(2) -
10 —
6 (1) -
7(2) - L - ]

~ TOTAL | 24 (10) 4(D) 1

Anexo. E — Diametro médio dos foliculos no inicio do tratamento superovulatorio com o EPE em doses constantes em
relacdo ao numero de ovulagfes pos-Inseminacédo Artificial por égua

N° fol. 10-15 mm no
inicio trat. (N° Ov.)
8(2)

2 (0)

4(3)

4 (3)

5(2)

7(6)

30 (16)

N° fol. 21-25 mm no
inicio trat. (N° ov.)




ANEXO E: Preparacao do extrato de pituitaria equina

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Primeiro dia: Colocar as pituitdrias em uma solucdo contendo agua deionizada

e bidestilada + alcool etilico + 6% amonia. Deixar refrigerado (5°C por 24h).

Segundo dia: Centrifugar o preparado em uma centrifuga refrigerada (5°C).
Separar 0 sobrenadante do precipitado, sendo este eliminado e o

sobrenadante diluido em alcool etilico. Deixar refrigerado (5°C) por 24h.

Terceiro dia: Aspirar o sobrenadante deixando apenas 0 precipitado, que vali
ser centrifugado em uma centrifuga refrigerada (5°C). Eliminar o sobrenadante
e resuspender o precipitado em &gua bidestilada. Colocar esta solucdo em

membrana de dialize, e em seguida armazena-la em agua bidestilada.

Quarto dia: Trocar a agua bidestilada onde esta presente a membrana de
dialize.

Quinto dia: Centrifugar todo o conteldo presente na membrana de didlize em
uma centrifuga refrigerada (5°C). Separar o sobrenadante do precipitado.
Elimina-se o precipitado, ficando apenas o sobrenadante, o qual é o extrato de

pituitaria.

Sexto dia: Liofilizar o extrato.
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