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MACHADO, M.S. Avaliacdo da Dindmica Folicular em éguas superovuladas com
Extrato de Pituitaria Equina e FSH Equino Purificado. Botucatu, 2004. Dissertacao
(Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

RESUMO

Vérios estudos estdo sendo realizados com o objetivo de criar e aperfeicoar protocolos
para a superovulacdo equina. O extrato de pituitaria equina (EPE) é um preparado
parcial de gonadotrofina equina, sendo o Unico composto que regularmente induz
ovulagbes multiplas em éguas. Contudo, a resposta superovulatéria e a taxa de
embrides recuperados tém sido baixas, quando comparadas com outras especies.
Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram uma melhora no percentual de
ovulagbes multiplas em éguas superovuladas com a administracdo do EPE duas vezes
ao dia e em doses decrescentes, porém, com baixas taxas de recuperacédo embrionaria.
Estudos em bovinos demonstraram que altas contaminacdes de LH nos preparados
hormonais, sdo deletérias para a resposta ovariana, qualidade dos embribes e
fertilidade. A administracdo do FSH purificado duas vezes ao dia com doses
decrescentes, elevou a taxa de embrides recuperados e qualidade dos embrides em
vacas. Devido aos baixos indices obtidos até 0 momento com superovulagdo em éguas,
a proposta do nosso trabalho foi de caracterizar a dindmica de crescimento folicular,
resposta superovulatéria e producdo de embribes em éguas tratadas com dois
diferentes protocolos de EPE (doses constantes e decrescentes) e FSH equino
purificado (Bioniche-Canada). Foram utilizadas seis éguas em bom estado nutricional,
com idade entre 4 e 15 anos e massa corporea de 400 a 500 Kg, com bom histoérico
reprodutivo. Essas éguas passaram por quatro tratamentos: Gl (EPE 25mg/IM, duas
vezes ao dia), Gll (EPE em doses decrescentes- 40, 35, 30, 25, 20, 15 e 10mg duas

vezes ao dia), Glll (FSH equino purificado 12,5mg/IM, duas vezes ao dia) e GIV



(Controle). Essas éguas foram monitoradas diariamente para a deteccdo da ovulacdo e
os tratamentos foram iniciados no sétimo dia pos-ovulacdo. Nos trés grupos, o
tratamento foi interrompido quando a maioria dos foliculos atingiu diametro de 335mm,
neste momento foi administrado 3000Ul de hCG. As colheitas dos embrides foram
realizadas no oitavo dia apos a deteccdo da primeira ovulacdo. Foi observada uma
correlagdo positiva entre a populacdo de foliculos de 16-20mm de didmetro 48horas
apos o inicio do tratamento e o numero de ovulagcdes em todas 0s grupos tratados.
Além disso, no grupo Il foi observada uma correlacdo positiva entre o nidmero de
foliculos de 16 a 20mm de didmetro e o numero de embrides recuperados. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos tratados com EPE em doses constantes,
decrescentes e 0 FSH equino purificado quanto ao nimero de foliculos de diferentes
tamanhos nos demais dias de tratamento e taxa de crescimento do(s) foliculo(s)
dominante(s) (P>0,05). O numero de ovulacbes por égua foi similar entre os
tratamentos superovulatorios (GI=3,3%1,6; GlI=5,0+2,1; Glli=4,8+1,3) e
significativamente maior ao GIV. O numero de embribes recuperados apresentou
tendéncia a ser superior (P=0,067) para as éguas tratadas com FSH equino purificado
(GlI). Uma média de 1,2+1,3; 1,8+1,3; 2,6+0,5 e 0,5£0,5 embrides por lavado foram
recuperados nas éguas dos grupos |, I, lll e IV, respectivamente. O FSH equino
purificado foi capaz de elevar o numero embrides recuperados por lavado comparado
ao grupo controle. Baseados nos resultados do presente estudo, concluimos que houve
diferencas na dindmica de crescimento folicular entre os tratamentos superovulatérios,
a resposta superovulatéria pode ser estimada pela avaliagcdo da populagdo folicular
durante o tratamento e que o FSH equino purificado mostrou uma tendéncia a ser

superior na habilidade de elevar a producao de embrides em éguas superovuladas.

Palavras chave: Dinamica Folicular, Egua, Extrato de Pituitaria Eqilina, FSH Eqiiino

Purificado, Superovulacéo.



MACHADO, M.S. Evaluation of Follicular Dynamic in mares treated with Equine Pituitary
Extract and Purified Equine FSH. Botucatu, 2004. Dissertation (Mastership) — Animal

Reproduction — College of Veterinary and Zootecnia - University of Sdo Paulo State
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Several methods have been studied aiming to superovulated mares. Equine pituitary
extract (EPE) has been the compound most used to induce multiple ovulation in mares,
however in despite the consistent superovulation response the embryo recovery rate is
lower than expected. In our laboratory, we observed that twice-daily administration of
EPE increases superovulatory response, with a still low embryo recovery rate. Studies in
cows have shown that LH high contamination in the FSH base prepared, affects
adversely ovarian response, embryo quality and fertility rate. Administration of purified
FSH twice daily in decreasing doses increased the quality of the embryos and also the
embryo recovery rates in cows. This experiment was conducted to study the follicular
dynamics superstimulatory (SO) response and embryo production in mares treated with
two different EPE protocols (constant and decreasing doses) and purify equine FSH
(Bioniche, Canada). Six crossbreed mares were utilized, the same animals were used in
all experimental groups to avoid individual variability, as follows Group | (EPE 25mg/IM,
twice daily), Group Il (EPE in decreasing doses (40, 35, 30, 25, 20, 15, 10) twice dalily,
Group Il (equine FSH 12mg/IM, twice daily) and Group 4 (control). Follicular growth and
ovulation were monitored daily by trans-rectal palpation and ultrasonography.
Treatments were discontinued when the majority of follicles reached 35 mm of diameter
and 3000Ul of hCG was administered. Results were analyzed by Pearson Correlation
Coefficients and Analysis of Variance. In group 2, it was observed a positive correlation

between the number of initial follicles with 16-20mm and embryo production. However,



48 hours after the star of the treatment it was observed a positive correlation (P<0,05)
between populations of follicles with 16-20mm of diameter and number of ovulations in
all treated groups. Follicular growth rate per day was similar between treated and non
treated mares. After one day of treatment was observed on Gl and GII a higher number
(P<0,05) on the population follicles between 16-20 mm. In other treated days no
differences were observed on follicle population among groups. N° ovulation/mare was
similar (p>0.05) between the SO treatments (GI=3.3+1.6; GlI=5.0+2.1; GllI= 4.8+1.3)
and significantly higher (p<0.05) than the control group (1,0+0). The number of embryos
recovered per mare tended to be statistically higher (P=0.067) on FSH treated mares. A
total of 1.2+1.3; 1.8+1.3; 2.6+0.5; 0.5+0.5 embryos per flush were recovered of mares
on G, Gll, Glll and GIV, respectively. Equine FSH allowed a five-fold improvement on
embryo production when compared with no treated mares. Based on the results of the
present study we can concluded that there are differences on follicular dynamic between
SO treatments, the SO answer can be predicted by evaluation of follicle population
during treatment and that equine FSH showed a tendency to be superior than EPE in
the ability to improved embryo production in SO mares.

Key words: Follicular Dynamics, Mare, Equine Pituitary Extract, Purified Equine FSH,

Superovulation.
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1- INTRODUCAO

No mercado do cavalo, se faz necessario um maior aproveitamento e
intensificacdo do ritmo do melhoramento genético e eficiéncia reprodutiva dos animais.
Para isso, se faz necessério a utilizacdo de determinadas biotecnologias reprodutivas
para se alcancar estes objetivos e, ao mesmo tempo, diminuir os custos envolvidos em
Programas de Transferéncia de Embrides. Com este propdsito, varios estudos estdo
sendo realizados com o objetivo de criar e aperfeigoar protocolos para a superovulacéo
equina, técnica que visa aumentar o numero de embribes coletados, através da
elevacédo da taxa de ovulacao por ciclo. Tal biotecnologia tem como objetivo suprir a
demanda existente em relacdo a produtos geneticamente superiores em sistemas de

producgédo equina.

Estudos tém demonstrado que a espécie equina é refrataria a drogas
superovulatérias comumente utilizadas com sucesso em outras espeécies, tais como o
FSH suino e PMSG. O dnico composto que, regularmente, induz uma resposta
superovulatoria em éguas € o Extrato de Pituitaria Equina (EPE), porém a resposta
superovulatoria é baixa quando comparada a outras espécies domésticas. No entanto,
um estudo recente realizado em nosso laboratério demonstrou que o EPE aplicado em
maior freqiéncia e em doses constantes permitiu a obtencéo de indices satisfatorios de
multiplas ovula¢cdes em éguas (7.0 ovulacdes/égua), porém os indices de recuperacao

embrionéria apresentaram-se aquém do esperado.

Monniaux et al. (1983) obtiveram uma melhor estimulagdo ovariana em
bovinos quando a gonadotrofina foi administrada duas vezes ao invés de 1 vez ao dia e
também utilizando doses decrescentes. Com este tratamento obtiveram melhores taxas
de ovulacéo e recuperacdo de embrides. Sendo este o protocolo padrao utilizado em

programas de Transferéncia de Embrides em Bovinos.



Trabalhos com bovinos demonstraram 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 necessaria a dminuicdo gradativa do FSH e LH
aplicados.

Para o aprimoramento da técnica de superovulacdo em equinos, fazse
necessario o entendimento dos fatores relacionados a baixa resposta superovulatoria e
baixas taxas de recuperacdo embrionéaria, sendo para isto necessario o conhecimento e
caracterizacdo da dindmica de crescimento folicular e dos eventos enddcrinos que

ocorrem em éguas submetidas a tratamentos superovulatérios.

O presente trabalho objetivou estudar diferencas na dindmica ovariana entre
éguas tratadas com Extrato de pituitaria equina (EPE) (doses constantes e
decrescentes) e FSH equino purificado, associando também achados da dinAmica com
resposta superovulatoria e produgcdo de embrides. Também foi comparada a eficiéncia
do FSH equino purificado contra o EPE no que diz respeito a inducao da superovulagéo

e producéo de embrides.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo Estral Egiino

7

A classica definicdo de ciclo estral € o intervalo entre duas owlacdes
(MCKINNON & VOSS, 1993). Este periodo compreende eventos estruturais e
hormonais de duas fases distintas; estro ou fase folicular e diestro ou fase luteal
(ANDRADE, 1986).

A duracdo média do ciclo estral varia de 19 a 22 dias, sendo que a fase luteal
e fase folicular apresentam 14 a 15 dias e 5 a 7 dias, respectivamente. A duracdo do
estro equino tem sido considerada muito variavel entre varios autores, podendo variar
de 2 a 12 dias. Estas variacdes podem ser de origem racial, individual, estacdo do ano
e de diferentes métodos de avaliacdo do estro, além da dificuldade de predizer as fases
exatas do estro e do diestro (GINTHER, 1992a; MCKINNON & VOSS, 1993).

A fase de estro ou fase folicular em éguas é caracterizada pela presenca de
um foliculo dominante de 30 mm de didametro no ovario, onde sao produzidos elevados
niveis de estrogeno pelas células da granulosa (GINTHER, 1992a). Em éguas Poneis,
Ginther et al. (2002) relataram uma dominancia teviation” folicular quando o foliculo

alcanca um tamanho de 22,5 mm.

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos ovarianos
induzem ao comportamento de estro e a elevacédo dos niveis de LH, pela ativacdo dos
seus receptores na célula da granulosa, consequentemente, induzem a ovulacéo e a
formacéo do corpo luteo (GINTHER, 1992a).

A elevacdo dos niveis de estrogeno durante a fase estral, também &
responsavel pela instalagdo do edema uterino, o qual tende a diminuir dois dias antes
da ovulacdo (BURATINI, 1997).

Ja a fase de diestro ou luteal é caracterizada pelo término das manifestacfes
dos sinais de cio, que ocorrem entre as 24 e 48 horas apés a ovulagdo, resultando na
formacdo do corpo Iluteo (NEELY et al., 1989). Sirois et al. (1989), consideram a

ovulagdo como o inicio da fase luteal. Na fase luteal, o corpo luteo produz progesterona



em quantidades crescentes do segundo ao décimo dia do ciclo estral. Esta secre¢éo se
mantém estavel até o décimo segundo dia, quando ocorre uma queda acentuada nas
concentracdes plasmaticas de progesterona, ocasionando a lutedlise entre o décimo
quarto e o décimo sexto dia do ciclo estral, a qual apresenta niveis plasméaticos de
progesterona inferiores a 1 ng/ml (GINTHER, 1992a).

As fémeas equinas sado classificadas como monovulatérias poliéstricas
estacionais, por apresentarem atividade sexual durante a época de maior luminosidade.
Elas atingem a maturidade sexual ao alcancar a puberdade, o que ocorre por volta dos
dois anos de idade; podendo ser alterada pela influéncia das condi¢cbes corporais, peso,
niveis de energia, ferorménio e a estagdo do ano (MCKINNON & VOSS, 1993).

Com o advento da ultra-sonografia, na década de 80, obteve-se uma maior
precisdo da atividade ovariana, no que diz respeito ao recrutamento, crescimento,
divergéncia e atresia folicular (PALMER & DRIANCOURT, 1980), tendo sido
relacionada a dinamica folicular aos mecanismos reguladores hormonais MAPLETOFT
etal., 1992; FORTUNE,1994).

s

A ultra-sonografia € um método diagndstico extremamente pratico, o qual
fornece informacgOes bastante precisas sobre o estado reprodutivo, principalmente
sobre a ginecologia equina, através da reflexdo de ondas sonoras de alta freqiiéncia
sobre a vibracdo de tecidos em diferentes densidades PALMER & DRIANCOURT,
1980).

2.2 Dinamica Folicular em éguas

O desenvolvimento folicular € um processo que envolve uma complexa série
de eventos que tém o papel de induzir o crescimento e regressao de foliculos no ovario
da fémea. Com a utilizacdo da ultra-sonografia, foi possivel a visualizagdo da dindmica
da populacéo folicular, processo da ovulacdo, desenvolvimento, mantenca e regressao

do corpo luteo.

A dindmica folicular estd baseada nos principios da o0ogénese e

foliculogénese. Ambos 0s processos iniciam-se no estagio fetal e atuam juntamente



com outros fatores, para assegurar o desenvolvimento dos gametas femininos e da

fungéo ovariana.

2.2.1 Oogénese

No inicio do desenvolvimento fetal, as células primordiais, originarias do saco
vitelinico, migram para a crista genital e colonizam a génada ainda indiferenciada, onde
recebem a denominacdo de oogdnias e comecam a multiplicar-se através de divisbes
mitoticas VAN DEN HURK et al., 1997). Em equinos, as células primordiais sofrerdo
mitoses, recebendo a denominacdo de oogbnias ao redor dos 50 dias de gestacao
(DEANSLY, 1978).

Apés a proliferagcdo mitdtica, as oogodnias iniciam um processo de divisdo
meiodtica, aproximadamente 75 a 160 dias de gestacdo, transformando-se em odcitos
primarios, os quais permanecem no dipléteno da profase |, conhecido como estagio de
dictiteno ou de vesicula germinativa da primeira profase meidtica até a puberdade,
qguando os foliculos selecionados estardo aptos a continuarem 0 seu crescimento e
ovularem (PICTON, 2001). Os odcitos primarios apresentam-se rodeados por uma
estreita camada de células da granulosa, formando assim, os foliculos primordiais (VAN
DEN HURK et al.,, 1997).

Os o0d0citos permanecem em repouso meiético até o inicio da puberdade, apés
este periodo, passam a forma secundaria e odcito terciario. O odcito secundario é
formado apdés a realizagdo da primeira divisdo meidtica e caracterizado pelo
aparecimento do primeiro corpusculo polar. O od0cito terciario ou zigoto somente se
forma no momento em que ocorre a fertilizagdo, eles s&o identificados pelo
aparecimento do segundo corpo polar e formacao do pré-nicleo masculino e feminino.
Estudos tém demonstrado que a realizacdo da meiose secundaria ocorre por meio do
fator de ativacdo de maturacdo (MFP) e proteina Kinase ativador de mitose (MAPK)
(GOUDET etal., 1998).

2.2.2 Foliculogénese



Quando as oogobnias iniciam seu desenvolvimento, tornam-se circundadas
por células precursoras da granulosa, conhecidas como células foliculares, significando
o inicio da foliculogénese. Foliculogénese € um processo pelo qual os foliculos
crescem, amadurecem e eventualmente sdo eleitos para a ovulacdo. O numero de
foliculos que geralmente chega ao estagio ovulatério € muito baixo e estima-se que
aproximadamente 99% dos foliculos ovarianos sofrem atresia. Baseado no
entendimento de espécies monovulatorias, o desenvolvimento folicular € divido em trés
estagios subsequentes: 1) inicio do crescimento do foliculo primordial; 2) recrutamento
e crescimento de outros foliculos; 3) selecdo do foliculo dominante e atresia dos
foliculos subordinados (WEBB et al., 1999).

Foliculos primordiais s&o os menos desenvolvidos e se apresentam em maior
quantidade no ovario. A quantidade inicial e final de foliculos € espécie-especifico.
Exames histologicos de ovarios, obtidos de éguas em atividade ciclica, revelaram a
presenca de aproximadamente 36.000 foliculos primordiais e 100 foliculos em

desenvolvimento (DRIANCOUT & PALMER, 1984).

Os foliculos primordiais sdo caracterizados pela presenca do odcito primario
envolto por uma Unica camada de células folicuares (BRAW-TAL & YOSSEF| 1997).
Os sinais responsaveis pela ativacdo dos foliculos primordiais e 0s mecanismos
reguladores deste desenvolvimento ainda ndo foram completamente esclarecidos.
Contudo, acumulam-se evidéncias de que o inicio e crescimento do foliculo primordial
requerem a expressao de varios fatores e receptores: receptores de gonadotrofinas,
fator de crescimento b (TGF-b) e fator fibroblastico de crescimento 2 (McNATTY et al.,
1999).

Em particular, membros do TGF-b tém se mostrado potentes reguladores da
proliferacédo e diferenciacdo em diferentes espécies. Trés membros da familia TGF-b,
fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF-9), “bone morphogenetic protein” 15 (BMP -
15) e (BMP-6), sdo expressos pelo odécito e acredita-se serem mediadores do

crescimento do foliculo pré-antral (ELVIN et al., 2000).

s

O desenvolvimento folicular € melhor caracterizado por diferenciacdo e

proliferacdo das células da granulosa. Acompanhando este processo estd a formacao



da membrana translicida ao redor do oocito, conhecida como zona pellucida. A
formacdo de multiplas camadas ao redor do odcito indica a transformacdo do odécito
primario em secundario (foliculo primario a secundario). Foliculos primérios e
secundarios séo identificados como foliculos pré-antrais (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Em éguas, os foliculos ovarianos desenvolvem um antro quando atingem
aproximadamente 300nm de diametro, o qual € preenchido por um fluido viscoso
denominado de liquido folicular que apresenta em sua composicdo 0s hormdnios
esteréides, principalmente o estradiol, a progesterona, o fator inibidor da maturacao do
oocito (O.M.I) e a inibina. O volume e composicdo deste liquido modificam-se com o
desenvolvimento folicular (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

De acordo com Kenney et al.,, 1979, junto a esse processo, uma bainha de
células, conhecidas como células da teca, formam-se ao redor das células da
granulosa. As células da teca formam duas sub-camadas: a teca externa, a qual esta
constituida, quase que totalmente, por tecido conjuntivo e a teca interna aqual € a
camada vascular interna. Enquanto ocorre nova proliferacdo de células da granulosa,
estas células se organizam em mdultiplas camadas ao redor do odcito, formando o
“cummulus odphorus”. Os principais produtos secretados pelas células da teca sdo os
andrégenos esterdides, enquanto isso, as células da granulosa produzem estrégeno e
inibina. Todos estes eventos indicam a transicdo de foliculo secundario a terciario, o

qual inicia novo desenvolvimento, até ser eleito a ovulacao.

2.2.3 Ondas Foliculares

Com a formacdo do antro folicular, os foliculos tornam-se dependentes de
gonadotrofinas para novo desenvolvimento, o qual € evidente pela expressdao de
receptores de FSH pelas células da granulosa e receptores de LH pelas células da teca
(WEBB et al., 1999). Varios destes foliculos crescem em sincronia, estabelecendo uma
onda de crescimento folicular. As espécies monovulatérias, como bovinos e equinos,
geralmente apresentam uma ou duas ondas foliculares durante os 19-22 dias do ciclo
estral (GINTHER, 1992).



De acordo com Driancourt et al, (1982) as ondas foliculares sé&o
caracterizadas pela emergéncia de pequenos foliculos antrais, de aproximadamente 0,2

a 0,4 mm de diametro.

Segundo Ginther (1992) a definicdo de onda folicular maior se aplica a um

conjunto de foliculos que inicialmente exibe crescimento sincronizado, sucedido pelo

crescimento preferencial de apenas um, ou ocasionalmente dois foliculos.

As éguas podem apresentar uma ou duas ondas foliculares SIROIS et al.,
1989; GINTHER, 1989), havendo uma maior predisposicdo a uma Unica onda. Existem
trabalhos que indicam uma tendéncia a duas ondas foliculares na primeira metade da
estacdo reprodutiva (PIERSON & GINTHER, 1987; GINTHER & PIERSON, 1989;
GINTHER, 1989) e uma maior tendéncia a uma onda folicular na segunda metade da
estacao reprodutiva (GINTHER, 1989; BURATINI, 1997).

Em equinos, a onda folicular maior divide-se em onda primaria e onda
secundéria. A onda folicular primaria inicia-se na a metade do diestro e da origem ao
foliculo ovulatério (>35mm). A onda secundaria emerge no inicio do estro e usualmente
resulta na formacédo de grandes foliculos anovulatorios (>20 mm) ou, mais raramente,
em ovulacdo durante o diestro. E, finalmente, ondas que nado apresentam foliculos

dominantes sao classificadas como ondas menores.

A primeira elevagdo de FSH esta geralmente associada com a onda maior
primaria e, assim, envolvida na estimulacao de foliculos até tornarem-se aptos a ovular
(BERFELT & GINTHER, 1993).

Conforme Ginther (1992), nas espécies monovulatorias, um unico foliculo,
usualmente, emergird da onda maior e chegara a foliculo dominante. Durante a onda
maior, varios foliculos emergem e comeg¢am a crescer a uma taxa similar (fase

paralela).

O pico da concentracdo de FSH ocorre quando o foliculo maior atinge,
aproximadamente, 4mm de didmetro em vacas e 13mm de didmetro em éguas e, entdo
comeca a declinar. A fase paralela do crescimento folicular finaliza quando o maior

foliculo alcanca um didmetro de 8mm em vacas (BODENSTEINER et. al., 1996) e



22mm em é&uas, e comecam a ocorrer diferencas nas taxas de crescimento entre o
maior foliculo e os demais (GASTAL et al., 1997).

O estudo comparativo da dinamica 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, quando comparadas com a raga Arabe e Poneis
(GINTHER, 1992; DIMMICK et al., 1993) na primeira metade da estacao reprodutiva.

De acordo com 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, em éguas Mangalarga.

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 estimulacéo
ovariana através de preparados hormonais, o crescimento folicular diario pode alcancar
3,0 mm ou mais (MOURA & MERKT, 1996).

Conforme Palmer et al. (1993) foi observada uma taxa de crescimento

folicular de 2,1 mm ao dia em éguas podneis superovuladas com o EPE.

2.2.4 Divergéncia e Selecao do Foliculo Dominante

Sele¢do € um termo geralmente utilizado em espécies monovulatorias para
indicar que, usualmente, somente um foliculo da onda folicular chega ao estagio de

dominancia e adquire a capacidade de ovular (GINTHER et al., 1993).

Squires et al. (1986) identificaram que a sele¢do ocorre ou se inicia antes da
deteccéo ultra-sonogréfica da emergéncia dos foliculos. Por esta razdo, outros fatores
podem determinar qual o momento em que os foliculos tornam-se sensiveis aos niveis
de FSH.

Os mesmos autores salientaram que o foliculo “ndo dominante” conserva sua
capacidade para iniciar dominancia até apés a divergéncia. Portanto, o segundo maior

foliculo inicia sua dominancia quando se realiza a ablagédo do foliculo dominante; neste



momento, ocorre 0 suposto inicio da divergéncia. Além disso, o tratamento com FSH,
iniciado precocemente, resulta no desenvolvimento da dominancia de vérios foliculos,

demonstrando a capacidade de pré-divergéncia dos foliculos.

O declinio nas concentragcdes de FSH tem demonstrado ser temporariamente
associado com a divergéncia folicular em éguas (GASTAL et al., 1997) e em novilhas
(GINTHER et. al.,, 1999). Além disso, mudangcas na estrutura da parede do maior
foliculo também sdo observadas no dia anterior a divergéncia (GASTAL et al., 2000),
indicando que mudancas estruturais podem ser responsaveis pelo mecanismo de

divergéncia.

Os controles dos mecanismos envolvidos na divergéncia foliculares séo
tdpicos de intensos estudos e discussdes em muitas espécies DRIANCOURT, 1991;
FORTUNE, 1994), incluindo equinos (GINTHER, 2000a).

O estimulo necessério para o0 recrutamento folicular, ou seja, para a
continuidade do crescimento folicular depende de uma elevacdo das concentracoes

plasmaticas de FSH.

Conforme GINTHER (2000a) o maior foliculo emerge, em média, um dia
antes do segundo maior foliculo. As concentracbes de FSH que estimulam a
emergéncia da onda folicular iniciam seu declinio quando os foliculos atingem um
didmetro de aproximadamente de 13mm em éguas e 85 mm em vacas. Neste
momento, os dois maiores foliculos crescem paralelamente (fase paralela). Ambos os
foliculos secretam inibina causando o continuo declinio das concentracbes de FSH, as
quais sao requeridas por eles para o seu crescimento. Quando o maior foliculo atinge
22,5mm de didmetro em éguas e 8,5mm de didmetro em vacas, a fase de crescimento
paralelo finaliza-se e inicia-se a fase de divergéncia folicular. A divergéncia €
caracterizada pela continua taxa de crescimento do maior foliculo (ou foliculo
dominante) e diminuicdo da taxa de crescimento do menor foliculo (ou foliculo

subordinado).

Possivelmente, durante este recrutamento, o futuro foliculo dominante, ou
seja, aquele cujo estagio de desenvolvimento esta melhor sincronizado com o estimulo

gonadotrofico, diferencia-se dos demais foliculos e adquire a capacidade de



refratariedade aos niveis decrescentes de FSH, desencadeados por ele préprio e por
supressores do desenvolvimento dos foliculos subordinados (FORTUNE, 1994). Este
decréscimo das concentragbes de FSH, usualmente, ocorre quando o maior foliculo
atinge um decisivo diametro (aproximadamente 22mm) (GASTAL et al., 1997). O futuro
foliculo dominante é apto a utilizar baixas concentragcbes de FSH para o seu
crescimento e desenvolvimento, devido a um aumento da expressao dos receptores de
FSH (WEBB et al., 1999).

Embora alguns mecanismos de divergéncia sejam desconhecidos, acredita-
se que através da secrecdo de estradiol e inibina, o foliculo dominante cause uma
reducdo nos niveis circulantes de FSH, que se tornam insuficientes para a manutencéo
do crescimento dos foliculos subordinados (BERGFELT & GINTHER, 1986).

De acordo com Monniaux et al. (1997), existe a participacdo decisiva de
fatores de crescimento no processo de selecdo e diferenciacdo do foliculo dominante.
Os fatores de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento epidermal (EGF),
fator de crescimento semelhante a insulina (IGFs) e suas proteinas ligantes (IGFBPs)
sdo considerados os fatores locais mais importantes desta fase. Foi demonstrado que a
biodisponibilizacdo dos IGFs aumenta no fluido folicular dos foliculos dominantes na

fase terminal do seu desenvolvimento (FORTUNE, 2003).

Provavelmente, no momento da reducdo das concentracbes de FSH, essa
maior bio-disponibilidade de IGFs no fluido folicular do foliculo dominante cause uma
elevacao da sensibilidade das células da granulosa e uma potencializacdo das acdes
do FSH (FORTUNE et. al., 2001).

Bodensteiner et al. (1996) descreveram que outro fator fundamental da
selecao folicular é a alteracdo da dependéncia gonadotréfica do foliculo dominante. A
observacédo de receptores para o LH nas células da granulosa de foliculos dominantes
antes da divergéncia folicular sugere uma participagdo do LH no mecanismo de

selecao.

Reforcando esta afirmativa, Gastal et al., (1997) demonstraram que o nivel
circulatério de LH tem se mostrado aumentado durante o momento de divergéncia

folicular. Em um estudo subseqiiente, demonstraram um aumento transitorio na



concentragdo de LH durante a emergéncia da onda folicular e um constante aumento
na proporcéo de LH: FSH (GASTAL et al., 2000).

2.2.5 Atresia e Ovulacéo

De acordo com WEBB et al. (1999), ap6s ocorrer a divergéncia e selecdo do
foliculo dominante, os foliculos restantes ou subordinados sofrem atresia.
Aproximadamente 99% de todos os foliculos, em espécies monovulatérias, sofrem
atresia, consequentemente, somente alguns foliculos derivados de uma enorme
populagcdo de ceélulas primordiais, chegam a ovulacdo. A atresia é geralmente

considerada um processo irreversivel, que ocorre por morte celular ou apoptose.

Conforme Pierson & Ginther (1987) os foliculos subordinados iniciam seu
declinio e o foliculo dominante inicia seu crescimento apidamente. Em éguas, a taxa
de crescimento médio do foliculo dominante €, aproximadamente, 3 a 5 milimetros por
dia.

O mecanismo de atresia pode ser observado em varias espécies, incluindo
equinos e bovinos (KENNEY et al., 1979).

Driancourt & Palmer (1984) estudando ovarios retirados cirurgicamente de
éguas indicaram que os foliculos pequenos e nao o foliculo dominante, sdo capazes de
exercer feedback negativo na secrecdo de FSH. Portanto, acumulam-se evidéncias de
que os futuros foliculos subordinados sao responséaveis pelo declinio de seu proprio

crescimento e sua subsequente atresia.

Conforme Pierson & Ginther (1987), quando os foliculos subordinados iniciam

o seu declinio, o foliculo dominante comeca a crescer rapidamente. Em éguas, a taxa

média de crescimento do foliculo dominante é aproximadamente de 3 a 5 mm por dia.

Imagens ultra-sonograficas do  foliculo dominante pré ovulatério
demonstraram um aumento no volume do antro e um espessamento da parede folicular
(TOWNSON E GINTHER, 1989). Em equinos o grande foliculo ovulatério, usualmente,

alcanca um didmetro de aproximadamente 40mm e a parede pode apresentar 6mm.



Mudancas também ocorrem no interior do foliculo, evidenciadas por um aumento nas
concentracdes de estrogenos, andrégenos e inibina dentro do fluido folicular (PIERSON
E GINTHER, 1987). No aspecto molecular, ocorre um aumento expressivo de
receptores de LH pelas células da teca, deste modo tornando o foliculo responsivo ao
LH pituitario (WEBB et al., 1999).

Em muitas espécies, a ovulacao ocorre bre o pico de LH. Em éguas, a
ovulagdo ocorre ap0s uma constante e lenta elevacdo na concentragdo circulatoria de
LH (GINTHER, 1987). Sob um certo limiar no estimulo de LH, o foliculo rompe-se e o
odcito é expelido. Adotando um caminho para a fossa de ovulacao, o odécito é recolhido
pela fimbria e liberado no infundibulo do oviduto até ocorrer a fertilizacdo. Ocorre,
inicialmente, uma hemorragia apos a ruptura do foliculo, para a formagdo do corpo
hemorragico. As células da granulosa e da teca, sofrem luteinizacdo para formar o

corpo luteo. A partir deste momento, inicia-se a fase luteal (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

2.3 Endocrinologiado ciclo estral

Em éguas que ciclam normalmente, duas ondas de FSH ocorrem
aproximadamente 20 e 11 dias antes da ovulacdo. O ovario da égua € menos sensivel
ao FSH do que o da vaca, ovelha e cabra (GINTHER, 1992).

A elevacdo do FSH ocorre aproximadamente a cada 10 dias de intervalo, no
meio do cio e apds a ovulacdo. Existem periodos em que as concentracdes de FSH e
LH apresentam-se diferenciadas como no inicio do cio em que o nivel de FSH esta
baixo enquanto o de LH aumenta. E também, no diestro quando as concentracdes de
FSH aumentam e o LH permanece baixo (ALEXANDER et al., 1996).

Varios estudos documentaram que mudancas nas concentracdes sistémicas
de FSH e LH estao relacionadas com o desenvolvimento folicular durante

o ciclo estral em éguas (GINTHER, 1992; GINTHER & BERGFELT, 1992).

Irvine et al. (1998) descreveram que as curvas das concentracdes

circulatorias de FSH e LH s&o mais sincronizadas durante a fase luteal do que durante



a fase folicular em éguas, mesmo quando as amostras foram colhidas entre minutos

(pulsos) ou entre horas de intervalo (curvas).

O desenvolvimento continuo do foliculo dominante na fase de diminuicdo da
concentracdo de FSH é provido pela inducdo do aumento do nimero de receptores de
FSH nas células da granulosa, pelo estradiol. Acredita-se que através da secrecdo de
estradiol e inibina, o foliculo dominante cause uma reducdo nos niveis de FSH
circulantes, 0 que se tornam insuficientes para a manutencdo do crescimento dos
outros foliculos subordinados (BERGFELT & GINTHER, 1985).

Estudos posteriores demonstraram que em éguas, a concentracao circulatéria
de inibina imunoreativa é alta durante a fase folicular e baixa durante a fase luteal,
como ocorre na maioria das fémeas mamiferas. E que ocorre um aumento nas
concentragfes circulatérias de inibina durante a ovulagdo, o qual pode ser um evento

anico das éguas (NAGAMINE et al. 1998).

Conforme Ginther et. al. 000b) existe a hipétese de que a magnitude do
declinio de FSH é proporcional ao niumero de foliculos maiores a 13mm de didametro do
inicio do declinio do FSH até o final da fase paralela. Este efeito seria atribuido a
secrecao de inibina de acordo com a relagdo entre o aumento das concentragbes de

inibina e a diminuicéo das concentracdes de FSH.

Apos o desenvolvimento folicular, ocorre um aumento nos pulsos de LH
juntamente com um aumento do numero de receptores nas células da granulosa,
levando o foliculo dominante ao estagio pré-ovulatério, para isso é necessaria a acao
prévia da prostaglandina F a, responsavel pela lutedlise com conseqiente queda nos

niveis circulantes de progesterona (SAVIO et al., 1993).

A liberacdo de LH é prolongada na égua, 0s niveis aumentam no inicio do
estro, atingindo o pico um a dois dias apos a ovulacdo. Este aumento das
concentracdes de LH pode estimular a maturacéo do foliculo durante o cio. O padrao de
LH plasmético na égua difere de outras espécies e, é possivel que a persisténcia das
altas concentracbes de LH resulte de uma meia vida longa do LH enddgeno
(GESCHWIND et al., 1975).



No entanto, durante a fase luteal os niveis de progesterona impedem o
aumento da frequéncia dos pulsos de LH, necessarios a maturacdo final do foliculo
dominante. Conseqlientemente, o foliculo dominante regride e passa a secretar
quantidades decrescentes de estradiol e inibina, permitindo um aumento dos niveis de

FSH e a emergéncia de uma nova onda folicular (MONNIAUX et al., 1997).

A maturacao final do foliculo dominante e ovulacdo é estimulada pelo
hormdnio luteinizante (LH), o qual aumenta gradativamente durante o estro e atinge o

pico proximo ao periodo da ovulacdo (MONNIAUX et al., 1997).

7

O desenvolvimento folicular é, portanto, um processo de dinamica de
crescimento e regressao. A ovulacdo ocorrerd apenas na presenca da progressao da
estimulacao gonadal (PIERSON et. al., 1990).

2.4 Superovulacdo em éguas

A superovulagdo tem como objetivo aumentar a eficiéncia reprodutiva e
econdmica dos programas de transferéncia de embrides (ANDRADE, 1986), através do
recrutando um elevado nimero de foliculos dentro de uma onda, estimulando-os a
continuar seu desenvolvimento até a ovulacéo (PIERSON & GINTHER, 1990).

O numero de ovulagdes por ciclo estral &€ espécie-especifico e corresponde a
quantidade de foliculos dominantes que sédo selecionados dentre o0s recrutados.
Normalmente, nas espécies bovina e eqlina apenas um foliculo é selecionado e ao
longo da onda folicular passa a exercer dominancia sobre os demais, e chegar a
ovulacdo (BERGFELT & GINTHER 1985).

Apesar da espécie equina ser classificada como monovulatéria, relatos de
ovulagbes multiplas espontédneas, em determinadas racas, foram relatados. Ginther
(1986,1992) observou uma incidéncia de 15 a 25% para a raca Puro Sangue Inglés, 13
a 15% para animais de trote, 24% para as racas de tracdo, 8 a 10% para éguas Quarto-
de-Milha e 8% para Appaloosa. Losinno et al. (2000) relataram a ocorréncia de 38% de

ovulagBes mdltiplas em éguas da raca Pdélo Argentino. E, Carmo et al. (2002) apés o



acompanhamento de 829 ciclos de éguas da raca Brasileiro de Hipismo, relataram que

em 53% dos ciclos ocorreram duplas ou triplas ovulagoes.

As técnicas para induzir multiplas ovula¢des utilizadas para todas as espécies
sdo similares, visando o desenvolvimento folicular iniciado por alguma forma de
gonadotrofina, como o HMG (Gonadotrofina da mulher na menopausa), PMSG
(Gonadotrofina sérica da égua prenhe) e mais usualmente o FSH (Hormdnio foliculo
estimulante) (SHARP et al., 1991).

Vérios estudos tém demonstrado que a égua é refrataria a todas as drogas
rotineiramente utilizadas para outras espécies, como o FSH de origem suina e o eCG
na inducdo de respostas superovulatorias, o Unico composto que atualmente induz a

superovulacdo em éguas é o extrato de pituitaria equina (EPE) (McCUE, 1996).

2.4.1 Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG)

O primeiro estudo com manipulacdo experimental, de ondas foliculares, em
equinos foi relatado por Day (1940) no qual observou o efeito do eCG no estro e na
ovulacdo, porém o tratamento ndo apresentou efeito benéfico nos aspectos avaliados,
nas éguas submetidas ao tratamento.

A partir dai, outros estudos foram realizados para testar a capacidade do
eCG na resposta superovulatéria em éguas, no entanto os resultados ndo foram
animadores (ALLEN, 1982; GINTHER, 1992).

2.4.2 Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH)

A administragdo de GnRH também foi utilizada na tentativa de induzir a
estimulacdo ovariana em éguas ciclando, mas ndo apresentou resultados satisfatérios
(JOHNSON, 1986).



Johnson & Becker (1988) utilizando éguas em anestro sazonal, observaram
taxas de ovulacdes de 1,3, 2,9 e 3,5 para a administracao de 2, 20 e 100ng de GnRH
por hora, respectivamente. O GnRH foi administrado através de uma bomba de

liberacdo por um periodo médio de 11,4 dias.

Acredita-se que a eficacia do tratamento com GnRH durante a estacdo
ovulatoria é reduzida, devido ao “feedback” negativo de hormdnios ovarianos (inibina)
sobre a liberagdo de FSH, sendo seu uso mais efetivo durante o anestro (McCUE,
1996).

Os protocolos descritos na literatura envolvem a utilizacdo de doses elevadas
de GnRH em numerosas aplicagBes ou sistemas de liberacdo continua por meio de

bombas, sendo assim, restrito o seu uso na pratica (JOHNSON, 1986).

2.4.3 Imunizacédo contra a Inibina

A Inibina € um hormdnio glicoproteico secretada pelas células da granulosa,
que tem um efeito especifico sobre a secre¢cdo de FSH e pouca ou nenhuma acao,
sobre a secrecdo de LH (GINTHER, 1992). A principal fonte de inibina € o foliculo
dominante, que através da inibicdo da secrecdo de FSH, promove a supressao dos
foliculos menores (IRVINE, 1981).

Baseados nestas informacdes foi suposto que a neutralizacdo da inibina
permitiria que as concentracdes de FSH se mantivessem elevadas durante as fases de
crescimento e selecdo folicular, prevenindo a regressdo de alguns foliculos e

aumentando o numero foliculos que chegariam a ovulagdo (McCUE, 1996).

Os primeiros estudos de imunizacdo contra a inibina foram realizados por
McKinnon et al. (1992) que imunizaram cinco éguas com uma subunidade alfa
recombinante de inibina bovina, realizando duas aplicagbes com 35 dias de intervalo e
obtiveram uma média de 2,3 ovulacbes/égua apd6s a segunda imunizacdo, que foi

superior (P<0,02) ao grupo controle (1,2 ovula¢des/égua).

Em um outro estudo, seis éguas foram imunizadas cinco vezes em intervalos

de trés semanas com um fragmento sintético da subunidade alfa de inibina suina e



obtiveram taxa de ovulagdo média superior quando comparadas as ndo tratadas (2,8 vs
1,1), um aumento na taxa de embrides recuperados por égua (1,6 vs 0,7), e a
porcentagem de recuperacdo embrionaria por ovulacado foi similar para ambos os
grupos, 58% e 57%, respectivamente (McCUE et al., 1992).

O inconveniente da utilizacdo desta técnica esta relacionado com os efeitos
colaterais relatados por diversos autores, estes efeitos podem variar de um edema a um
abscesso no local da aplicacdo (McCUE et al., 1992; SQUIRES & SEIDEL, 1995).

2.4. 4 Extrato de Pituitaria Equina (EPE)

O extrato de pituitaria equina tem sido o preparado mais utilizado em estudos
sobre inducdo de multiplas ovulacdes em éguas (SQUIRES & SEIDEL, 1995).
Atualmente, o extrato utilizado pela grande maioria dos pesquisadores € obtido através
da homogeneizacdo de pituitarias eqlinas e extracdo das gonadotrofinas em uma
solucdo com 40% de etanol e 6% de acetato de amodnia. As gonadotrofinas séo
precipitadas a -20°C elevando-se a concentracdo de etanol para 80%, sendo entdo
dissolvidas em tampdo fosfato, dializadas e liofiizadas (GUILLOU &
COMBARNOUS,1983).

O primeiro relato onde se obteve sucesso na tentativa de superovulagdo em
éguas foi descrito por Douglas et al. (1974), onde trataram éguas em anestro sazonal
com EPE e uma porcdo parcialmente purificada de EPE e relataram que todas as
éguas tratadas demonstraram estro e ovulacdo no periodo maximo de 12 dias apos o
inicio do tratamento. Porém, a resposta superovulatéria foi superior nas eguas tratadas
com EPE do que nas tratadas com uma fragcdo purificada de EPE (2,3 vs 1,5

ovulacbes/égua).

Em 1977, estudos também foram realizados na tentativa de obterem
respostas superovulatérias em éguas poneis em anestro sazonal e demonstraram que
houve uma inducdo da atividade ovariana e ovulagcdo com a administracdo de GnRH
com intervalo de 8h por 14 dias, mantidas em um manejo de 16h luz e 8h de escuriddo
(BAILEY & DOUGLAS, 1977). E, também, quando o EPE foi administrado uma vez ao
dia por um periodo de 14 dias (LAPIN & GINTHER, 1977).



O primeiro relato de mdltiplas ovulagbes em éguas ciclicas foi demonstrado
por Lapin & Ginther (1977), utilizaram 21 éguas pbneis que receberam o EPE por via
subcutanea, uma vez ao dia, durante o diestro (10° dia pés-ovulagdo) ou durante o estro
(1° ao 6° do estro). Neste experimento as taxas de ovulacdes foram semelhantes para
ambos os grupos tratados (1,7 vs 1,7 ovulacBes/égua), no entanto, superiores ao grupo
controle (1,0 ovulacdo/égua). Uma maior proporcao de éguas expressaram multiplas
ovulacdes quando o EPE foi administrado no 10°dia pos-ovulagédo (4/7) ou durante o

estro (3/7) do que o grupo controle.

Outros estudos foram realizados com o0 objetivo de aumentar a resposta
ovariana em éguas ciclicas com tratamentos superovulatérios. Woods & Ginther (1983)
relataram um aumento na taxa de ovulacdo (4,0 ovulacBes/égua) quando o EPE foi

iniciado no 10° dia pés-ovulacao.

Os mesmos autores demonstraram a necessidade da administracdo da

PGF,u se o tratamento superovulatério for iniciado no diestro, com a finalidade de

sincronizar o estro e as ovulagfes (WOODS & GINTHER, 1983).

Baseados nestes estudos, Dippert et al. (1992) ao aplicar 25mg/dia de EPE a
partir do dia 5 do ciclo estral (dia 0 = ovulacao) até o momento da ovulacdo do primeiro
foliculo, observaram melhores resultados, comparado ao mesmo tratamento iniciado no

dia 12 do ciclo estral (2,9 vs 1,1 ovulagcbes/égua).

De acordo com McCue, (1996) a resposta superovulatoria ao tratamento com
0 EPE parece estar relacionada com o tamanho do foliculo no inicio do tratamento, ele
observou melhor resultado quando as éguas em anestro transicional apresentavam um
foliculo de 30 mm de diametro. Por outro lado, em éguas ciclicas, a melhor resposta foi
quando a populacdo dos foliculos foi uniforme e o maior foliculo apresentava no
méaximo 25 mm de diametro, concordando com Pierson & Ginther (1990), que
descreveram que quanto maiores as diferencas entre o didametro dos dois maiores
foliculos no inicio do tratamento superovulatério com EPE, menor sera a resposta

superovulatéria obtida.

Woods & Ginther (1982) observaram que as éguas, em anestro, com foliculos

menores que 25 mm no inicio do tratamento, tiveram uma resposta menos efetiva na



inducdo da ovulagéo. Posteriormente, os mesmos autores (1983), trabalhando também
com éguas em anestro sazonal, verificaram uma maior efetividade do E.P.E. em induzir
a ovulacdo quando um foliculo maior (30-35 mm) estava presente no inicio do
tratamento.

Pierson & Ginther (1990) iniciaram o tratamento com E.P.E. em quatro
momentos diferentes, quando o maior foliculo apresentou um tamanho de 15, 20, 25 ou
30 mm. Eles determinaram que a selecdo ocorreu quando o didmetro do maior foliculo
alcancou de 25 a 30 mm, pois a administracdo do E.P.E. quando o maior foliculo tinha
15, 20 ou 25 mm no inicio do tratamento, resultou em uma resposta superestimulatoria,
0 que ndo ocorreu quando o foliculo ja havia atingido 30 mm, provavelmente porque,
neste momento, o estabelecimento da dominéncia por parte do maior foliculo e

repressao dos demais ja havia ocorrido.

Alvarenga et al. (1999) utilizaram o EPE em aplicagbes uma ou duas vezes
ao dia, e relataram que 25mg de EPE aplicado duas vezes ao dia, com o tratamento
iniciado logo apdés a aplicacdo de PGF; 5 entre os dias 6 e 8 do diestro, induziu a uma
resposta ovariana significantemente maior do que a aplicagdo do produto em 1 vez ao

dia (6,1 vs 2,0 foliculos/cio).

Em um experimento subsequente, Alvarenga et al. (2001) utilizando o mesmo
protocolo, observaram uma melhor resposta superovulatéria e um maior nimero de
embrides coletados quando o EPE foi administrado na mesma dosagem e
administracdo (2 vezes ao dia), desde que nenhum foliculo maior ou igual a 20mm de
didmetro tivesse sido detectado no momento do inicio do tratamento. Quando a metade
destes foliculos alcancou 35mm de diametro, uma dose de 2500 Ul de HCG foi
administrada para promover a ovulacdo. Com este protocolo, relataram que o numero
de ovulacdes foi de 1,2 para o ciclo anterior ao tratamento, 2,3 e 7,1 ovulacdes para 0s
tratamentos uma e duas vezes ao dia, respectivamente. E 0 ndimero de embrides
recuperados por egua foi de 1,6 e 3,5 para os grupos tratados uma e duas vezes ao dia
respectivamente.

Scoggin et al. (2002) relataram que o tratamento com EPE em éguas, duas

vezes ao dia e em doses decrescentes, promoveu uma resposta ovariana (3,3 vs 1,2



ovulacdes/égua) e numero de embrides coletados mais satisfatorios (2,3 vs 0,6

embribes/égua) quando comparados com o grupo controle.

No entanto, Carmo (2003) utilizando doses constantes e decrescentes de
EPE duas vezes ao dia, ndo encontrou diferenca significativa nas taxas de ovulagéo
(3,5 vs 5,0) e de recuperacdo embrionaria (1,2 vs 1,8) entre os tratamentos, porém,

numericamente o valor do grupo em doses decrescentes foram superiores.

2.4.5 Hormonio Foliculo-estimulante (FSH)

Os primeiros relatos da utilizacdo de horménio foliculo-estimulante (FSH)
para inducdo de multiplas ovulagbes em éguas se referem ao uso de FSH de origem

suina (pFSH), devido & sua ampla disponibilidade.

Alguns trabalhos foram realizados na tentativa de inducdo de resposta
ovariana utilizando-se pFSH, porém os resultados obtidos ndo foram satisfatérios. A
taxa de ovulacdo obtida por Irvine (1981) foi de 1,7 ovulagdes por égua, quando
utilizado o pFSH em quatro animais. Além disso, o EPE foi mais eficiente do que o FSH
suino (pFSH) em realizar multiplas ovulagdes, obtendo-se resposta superovulatoria em
75% das éguas (em média 2 a 3 ovulagdes por égua) e nenhuma resposta nos animais
tratados com pFSH (SQUIRES et al., 1987).

Entretanto, outros autores utilizando um protocolo de superovulagdo com
EPE, associado ou ndo a somatotrofina suina, concluiram que a adicdo desta nao
altera a taxa de ovulacdes (HOFFERER et al., 1991).

O uso de pFSH para promover uma estimulagcdo ovariana em éguas foi
também utilizado por Fortune et al. (1993) em trés diferentes dosagens e, observaram
taxas de ovulagbes de 1,8, 1,5 e 1,5 para éguas tratadas com 8,0, 16,0 e 32,0 mg de

pFSH, respectivamente, e 1,2 ovulagfes para o grupo controle.

Em estudos subseqlentes, avaliou-se a eficacia de preparados contendo
fracdes enriquecidas de FSH de origem equina (eFSH) na superovulacao de éguas. Em
1998, Rosas et. al. compararam a eficiéncia do EPE com uma fracdo enriquecida de

FSH equino na inducéo de resposta superovulatéria e na taxa de embrides recuperados



em 10 eéguas durante a estagdo ovulatoria. A dose diaria administrada para ambos os
grupos foi de 25mg. Neste trabalho, o numero de embribes recuperados por éguas

superovuladas foi similar entre os grupos eFSH e EPE (2,0 vs 2,0).

Outro trabalho realizado recentemente, testou a eficacia de eFSH (12,5mg)
em éguas em fase transicional com o objetivo de antecipar a fase ovulatéria e
obtiveram desenvolvimento folicular em 80% das éguas (8/10), com em média 5,2 dias
de tratamento (NISWENDER et. al., 2004), neste estudo n&o realizaram a colheita dos
embrides. Por outro lado, Peres (2004), avaliou o niumero de embrides recuperados em
éguas tratadas com eFSH em fase transicional e observou uma taxa de ovulacdo
superior (5.57 vs 1.0) e um aumento no nimero de embrides recuperados (2.0 vs 0.69)
por égua, quando comparados ao grupo controle.

2.5 Alteragc6es em fémeas superovuladas

Para a inducdo de superovulacdo se faz necesséaria suplementacdo com
gonadotrofinas com o intuito de aumentar o nimero de foliculos aptos a ovular, através
do recrutamento de foliculos menores, evitando a atresia destes (RIESENBERG et al.,
2001).

Em decorréncia das variacbes dos resultados obtidos, estudos tém
demonstrado que os preparados gonadotroficos estdo diretamente relacionados com as
variagbes observadas nos tratamentos superovulatérios, visto que a alta concentracéao
de LH causa efeitos deletérios na resposta superovulatéria (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 maturacéo
prematura do odécito (CALLESEN et al., 1986).

Com o objetivo de minimizar o efeito deletério do LH exdgeno, Monniaux et
al., (1983) compararam a administracdo de um composto superovulatorio (FSH/LH) com
altas concentracdes de LH em doses decrescentes e doses continuas. Neste estudo,
com fémeas bovinas, os autores administraram uma dose total de 50 mg de FSH/LH
duas vezes ao dia por um periodo de quatro dias, obtendo uma média de ovulacbes,

embrides recuperados e de embrides transferiveis de 15,9 e 9,3; 12,2 e 5,8; 5,3 e 2,4



respectivamente aos protocolos superovulatérios em doses decrescentes e em doses

continuas.

Em estudos posteriores, 0s mesmos autores demonstraram que a inducao da
superovulacdo e a taxa de recuperacdo de embrides, além de serem superiores com a
administracdo de FSH duas vezes ao dia, foi também superior quando a administracao
foi conduzida em doses decrescentes. Os autores realizaram um experimento com 26
vacas e obtiveram uma média de 15,9 ovulacdes e 12,2 embrides recuperados com a
administracdo de doses decrescentes, e uma média de 9,3 ovulacbes e 5,8 embrides
recuperados utilizando doses constantes (MONNIAUX et al. 1993). Entretanto, vacas
com altas respostas de estimulacédo folicular com FSH (20 ou 30 ovulagdes), obtiveram

taxas relativamente baixas de recuperacdo embrionaria (ELSDEN & SEIDEL, 1995).

A baixa resposta superovulatéria e a baixa recuperacdo de embrides viaveis
por colheita ainda podem estar relacionadas a fatores individuais como raga, causas
genéticas ou fisiologicas, estado nutricional, estacdo do ano e repeticdes sucessivas de
tratamento superovulatorio. Além disso, esses fatores podem estar relacionados com o
tratamento superovulatorio; momento de se iniciar o tratamento com relagdo ao ciclo
estral, tipo de gonadotrofina utilizada, relacdo FSH e LH nos preparados, duracado do
tratamento, dose de gonadotrofina e a via de administragdo (ADANS et al., 1992,
GINTHER & PIERSON, 1989).

Porém, Dippert et al. (1994), coletando ovarios e ovidutos de éguas
superovuladas e ndo superovuladas dois dias apds a Ultima ovulacdo determinaram
gue mais de 90% dos corpos luteos formados sdo provenientes de ovulacdes e ndo de
luteinizacdes. Apds lavagem dos ovidutos, eles recuperaram uma média de 1,0 e 1,6
odcitos por oviduto nas éguas tratadas e nao tratadas, respectivamente.
Posteriormente, Bézard et al. (1995) verificaram que embora o ambiente folicular seja
diferente em éguas superovuladas, em comparacdo as ndo superovuladas, a

maturagao ovocitaria é alcangada em ambos 0s grupos de animais.

Mesmo apds a realizacdo de varios estudos com o objetivo de ajustar
protocolos de superovulagcdo para a espécie eqlina, os resultados ndo sao satisfatérios

guando comparados com o0s obtidos em outras espécies. Hipotetiza-se que a baixa



recuperacdo embriondria deve-se a varios aspectos, tais como: altos niveis de
progesterona que podem alterar o transporte do espermatozoéide e/ou ovacito; foliculos
gue nado ovularam, mas tornaram-se luteinizados, consequentemente, causardo
influéncia no baixo niumero de embrides recuperados, e/ou maturacdo inadequada do
ovocito de foliculos de éguas submetidas a tratamentos superovulatérios (ALVARENGA
et al. 2001).

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

Para o melhor entendimento das variacbes endocrinas na resposta
superovulatéria, bem como nos baixos indices de recuperacdo embrionaria, se faz
necessario o conhecimento detalhado dos mecanismos de dinamica folicular e dos
perfis hormonais que estdo envolvidos neste processo, onde a ultra-sonografia tem
contribuido para uma melhor caracterizagdo das ondas foliculares em éguas
(GINTHER, 1992).

Um grande numero de pesquisadores tem procurado um melhor
entendimento da dinamica folicular com o propoésito de compreender alguns dos
eventos que ocorrem durante a superovulacdo (SAVIO et al., 1988; GINTHER E
PIERSON, 1989).
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3.1 Experimento 1: Avaliacdo da dinadmica folicular em éguas tratadas
com extrato de pituitaria eqiiina (EPE) em doses constantes e decrescentes e FSH

eqilino purificado.

Os experimentos foram conduzidos no Posto de Monta do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, localizado na Fazenda Lageado — UNESP
— no municipio de Botucatu (LAT. 22° S e LONG. 48° W), estado de Sdo Paulo, onde as

éguas foram mantidas em piguete com livre acesso a bebedouro coletivo.

3.1.1 Animais

Seis éguas em bom estado sanitario e corporal, com idade entre quatro a 15
anos, massa corpérea entre 400 a 500 Kg e com bom histérico reprodutivo, foram
utilizadas durante duas estacdes reprodutivas: a primeira compreendida entre 01 de
novembro de 2001 e 05 de marco de 2002 e a segunda no periodo entre 15 de
Dezembro de 2002 e 30 de Janeiro de 2003.

Estes animais foram acompanhados durante 06 (seis) ciclos consecutivos, na

primeira estacao, conforme descrito a seguir:
1° ciclo: Acompanhamento para a detec¢éo da ovulacdo (DO).
2° ciclo: Tratamento superovulatorio (Constante ou decrescente).
3° e 4° ciclos: Observacéo do intervalo interovulatorio.
5° ciclo: Tratamento superovulatorio (Constante ou Decrescente).
6° ciclo: Observacao do intervalo interovulatorio.

Na segunda estacdo reprodutiva as mesmas éguas foram acompanhadas
durante 03 (trés) ciclos consecutivos; sendo o primeiro para a detec¢do da ovulacao
(D0), o segundo utilizado para o grupo controle e o terceiro ciclo para o tratamento

superovulatério com FSH equino purificado. Escolheu-se outra estacdo para a



realizacdo do grupo controle para se eliminar algum possivel efeito causado pelas
sequentes inducdes de superovulacdes e também para utilizar os mesmos meses do

ano dos grupos anteriores.

Foi utilizado sémen de um Unico Garanh&o da raca Arabe, com bom histérico
de fertilidade, para as inseminacdes das éguas de todos os experimentos. Utilizou-se

1x10° de espermatozoides viaveis por inseminacao.

O sémen foi colhido através de uma vagina artificial, modelo Botucatu, sendo
entdo analisado o ejaculado em microscépio com contraste de fase e posteriormente
diluido em meio Kenney (KENNEY, 1975) na proporcdo de 1:1. As inseminagfes foram

realizadas utilizando-se 1x10° de espermatozoides viaveis.

3.1.2 Preparacdao do Extrato de Pituitaria Equina (EPE)

As pituitarias foram adquiridas no matadouro da cidade de Araguari-MG e
preparadas no laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu, conforme metodologia proposta por
Guillou & Combarnous (1983). Resumidamente, o EPE foi extraido com 40% de etanol,
6% de acetato de amonia e a fracdo ativa foi precipitada para aumentar a concentracdo

de etanol em 80%, apds ter sido dializado e liofilizado.

Imediatamente antes de ser utilizado, o EPE liofilizado foi diluido em solucéo
fisiolégica na proporcdo de 10 mg/ml, sendo conservado em refrigerador a 5° C por um

periodo maximo de sete dias.

Os niveis de FSH e LH presentes no EPE foram avaliados na Universidade

da Califérnia — Davis — EUA, através da técnica de radioimunoensaio (R.I.LA.)) — LH

493ny / FSH 331ng - (60% e 40% respectivamente).
3.1.3 FSH Equino Purificado

O FSH equino purificado utilizado para o tratamento superovulatério foi

adquirido no Laboratério Bioniche (Bioniche Animal Health Inc., Canada).

3.1.4 Tratamentos



Grupo | (Gl): Doses Constantes

As éguas foram submetidas a tratamento superovulatério com doses
constantes de EPE, conforme o seguinte protocolo:

1° dia: (7° dia pos-ovulagcdo) 18:00 horas, aplicacdo de 25mg/IM de EPE,
sendo aplicado, concomitantemente, 5mg/IM de Prostaglandina F,alfa “PGF,a”

(Dinoprost, Lutalise®, Rhodia-Mérieux, Paulinia-SP).

2° dia: 7:00 horas, aplicacdo do EPE e, novamente, 5mg/IM de PGF,a para

garantir a lutedlise, na mesma dosagem do primeiro dia. E as 18:00 horas aplicacdo de
25mg/IM de EPE.

3° ao 6° dia: Foi aplicado 25mg/IM de EPE pela manha (7:00 horas) e a tarde
(18:00 horas). O tratamento foi interrompido quando pelo menos a metade dos foliculos
em desenvolvimento atingiram 35mm de diametro. Neste momento, foi aplicado 3000UlI
de Gonadotrofina Coridnica Humana “hCG” (VetecorO - Laboratorio Calier, Sdo Paulo-
SP) por via endovenosa (EV) e realizada a 12 inseminacao, repetindo-a diariamente até

a ultima ovulagéo.

Os animais foram tratados com EPE por um periodo maximo de 8 dias
(Figura 1).

Grupo Il (Gll): Doses Decrescentes

As éguas foram tratadas com fracbes decrescentes de EPE. As doses de
EPE foram administradas duas vezes ao dia (7:00 e 18:00), em fracdes decrescentes;
40mg, 35mg, 30mg, 25mg, 20mg, 15mg e 10mg/IM para 1°, 2°, 3°, 4° 5°, 6°, 7° dias,
respectivamente, quando necessario, segui-se com a dose de 10mg, a cada 12horas,

de acordo com o seguinte protocolo:

1° dia: (7° dia pos-ovulagdo) 18:00 horas, aplicacdo de 40mg/IM de EPE,

sendo aplicado concomitantemente 5mg/IM de PGF»a.



2° dia: 7:00 horas aplicacdo de 35mg de EPE e, novamente, PGF,a para

garantir a lutedlise, na mesma dosagem do primeiro dia. E as 18:00 horas aplicacdo de
35mg/IM de EPE, novamente.

3° ao 6° dia: Aplicacdo de doses decrescentes de EPE, pela manha (7:00
horas) e a tarde (18:00 horas). O tratamento foi interrompido quando pelo menos a
metade dos foliculos em desenvolvimento (aproximadamente 30mm) atingiram 35mm
de diametro. Neste momento, foram aplicados 3000 Ul de hCG (EV) e realizada a 12
inseminacdo, repetindo-a diariamente até a Ultima ovulacdo. Quando necesséario o

prolongamento do tratamento, foi mantida a dose de 10mg de EPE.

Os animais foram tratados com EPE por um periodo maximo de 8 dias
(Figura 2).

Grupo Il (Gll): FSH Equino Purificado

Neste grupo os animais receberam aplicagdes duas vezes ao dia de FSH
equino purificado (12,5mg IM), nos mesmos horarios do Gl e GIl. O tratamento com
eFSH purificado foi interrompido quando a maioria dos foliculos em desenvolvimento
atingiu diametro médio de 35mm e realizada a aplicacdo de 3000Ul de hCG. As
inseminagdes foram realizadas a partir da aplicacdo do hCG, seguindo diariamente, até

a ultima ovulagéo (Figura 3).

Grupo IV (GIV): Ciclo Controle

As éguas ndo foram submetidas ao tratamento superovulatorio. Foi aplicado
5mg “PGF,alfa” (Lutaliseo, Rhodia-Mérieux, Paulinia-SP) no 7° dia pds-ovulacédo, e
acompanhado o desenvolvimento folicular, através de ultra-sonografia. A ovulacdo foi
induzida com 3000UlI de Gonadotrofina Coribnica Humana “hCG” (Vetecor® -

Laboratorio Calier, Sdo Paulo-SP) EV, quando um foliculo de 35mm de diametro foi
observado, e realizado a primeira inseminacéo artificial.



3.1.5 Avaliacédo Ultra-sonogréfica

As éguas foram submetidas, previamente, a exames ultra-sonogréficos para a
deteccdo de qualquer alteracdo uterina e ovariana que pudesse influenciar nos
resultados do estudo. Além disso, foi realizada citologia uterina em todas as éguas
utilizadas. Para os exames ultra-sonogréficos foi utilizado um aparelho modelo Scanner
240 Vet (Pie-Medical, Holanda) com transdutor linear de 5,0 MHz.

Quando em estro, as éguas bram submetidas a exames ultra-sonograficos
para a deteccdo da ovulagéo (D0). Apos sete dias da ovulacdo (D7) um outro exame de
ultra-som foi realizado para verificar a presenca de edema uterino e foliculo com
didmetro médio superior a 25mm, com a presenca destes, ndo se iniciaria 0 protocolo

superovulatorio.

Através do exame ultra-sonografico realizou-se uma exploracdo detalhada
dos ovarios verificando-se a presenca de corpo luteo e foliculos, sendo estipulado para
o inicio do tratamento superovulatorio apresenca de um corpo liteo bem evidente e a
presenca de foliculos com diametro menor ou igual 25 mm. Apés a realizacdo deste
exame, as eguas receberam uma injecao intramuscular de PGF,a e entdo, iniciava-se o
tratamento superovulatério e a avaliacdo do crescimento folicular das éguas dos grupos
I, Il e lll e apenas a avaliacdo do crescimento folicular do grupo IV (controle).

Os mesmos animais foram utilizados em todos os tratamentos, com o intuito

de evitar variagdes individuais.

O acompanhamento ultra-sonografico foi realizado a cada 24 horas, desde o
inicio do tratamento (D7) até a ultima ovulacdo. Todos os foliculos com diametro maior
ou igual a 10 mm, presentes no inicio do tratamento, foram mensurados apés a imagem
ultra-sonografica ser congelada, utilizando-se a funcdo de medig&o eletrénica disponivel
no aparelho e obtendo-se o didmetro meédio, esse acompanhamento foi efetuado até a

ultima ovulacao dos foliculos dominantes.

A localizacdo dos foliculos foi registrada através de mapeamento ovariano,
mostrando-se a posicdo de um dado foliculo em relagdo aos outros e as demais

referéncias ovarianas, conforme ilustrado na figura 4.



Para a avaliacdo da dinamica folicular foram utlizados 2 métodos: 1°)
método de identidade, o qual identifica individualmente os foliculos, diariamente, e
representado por linhas individuais, conforme o descrito por Ginther (1990). O outro
método (2°) utilizado para a avaliagdo da dinamica folicular foi o método de grupo, o
qual os foliculos sdo apresentados graficamente em grupos de acordo com o0 seu

diametro, diariamente. Este método foi descrito por Pierson & Ginther (1987).

3.1.6 Analise estatistica

Os dados da dinamica folicular ovariana e comparacao entre os grupos |, Il e
lll, quanto ao numero de ovulagcbes obtidos atraves de ultra-sonografia, foram
calculados por analise de variancia (ANOVA), utilizando-se modelos lineares de acordo

com os procedimentos do SAS (1989).

A proporcdo de éguas com diferentes niumeros de ovulacdes entre 0s grupos
foram comparados utilizando o Chi-quadrado e Goodman. As diferencas estatisticas

foram consideradas significativas quando P<0,05.
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Figura 1- Representacdo esquematica do protocolo utilizado no grupo | (EPE

Constante). A dose de 25mg de EPE foi aplicada, diariamente, duas vezes ao dia.
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Decrescente). As doses decrescentes de EPE utilizadas foram em mg e aplicadas duas

vezes ao dia, com intervalos de 12 horas.
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DATA: XX/XX/XX
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3-10x11=105mm

Figura 4: Ficha de acompanhamento diario, individual, utilizada para

0 mapeamento folicular.




3.2 Experimento 2: Comparacgédo entre achados de dinamica folicular,

resposta superovulatoria e recuperacdo de embrides.

3.2.1 Animais

Foram utilizados os mesmos animais do experimento 1.

O experimento foi conduzido simultaneamente ao experimento 1, portanto,

utilizou-se dos tratamentos que foram descritos anteriormente.

3.2.2 Colheitados embrides

A colheita dos embrides foi realizada no oitavo dia ap6s a primeira ovulagéo
detectada, no intuito de recuperar embrides em estagio de moérula a blastocisto
expandido (D6, D7 e D8).

Antes da colheita dos embribes, a égua foi previamente avaliada com o
auxilio do ultra-som via trans-retal, para verificar as condi¢cdes uterina (tonicidade,
presenca ou nao de contetdo), o numero de estruturas liteas e o diametro destas. O
perineo foi higienizado com agua e sabao neutro e a cauda enfaixada com uma

atadura.

Para o procedimento da técnica de colheita dos embribes, foi utilizada 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 introducéo via cervical para o corpo
do Gtero, o balonete de “cuff” localizado no apice da sonda foi inflado com 45 ml de

ar, bloqueando a abertura cervical e impedindo desta forma o retorno do liquido
infundido no Gtero.

Foram realizados trés lavados uterinos de um litro por lavado, onde cada litro
infundido para o interior do utero, teve seu refluxo para dentro de um filtro coletor de

0,75 nt. Apés os trés lavados, o filtro foi levado ao laboratério e acrescido de 10 ml do



meio Ham-F 10 + BSA (Nutricell Nutrientes Celulares Ltda, Campinas, S.P.) com o

intuito de nutrir o meio onde se encontravam os embribes.

O conteudo do filtro foi entdo despejado em uma placa de Petri de 45x25 com
o fundo quadriculado, lavou-se 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 remoc¢do de todo o
conteudo 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 embrides, estes foram banhados em
guinze gotas do meio Ham-F 10 + BSA presentes em uma placa de petri 45 x 25, com a
finalidade de remover restos de descamacdes uterinas que pudessem estar aderidos ao
embrido.

Sete dias ap6s a colheita de embribes, realizou-se um exame ultra-
sonogréafico minucioso, para diagnosticar-se uma possivel gestacdo de embrido que por
ventura ndo fora recuperado nos lavados uterinos. Portanto, ndo foi administrada a

PGF,a logo ap6s a colheita dos embrides.

3.2.3 Ensaios Hormonais

Diariamente, apés o acompanhamento ultra-sonografico (descrito no
experimento 1), foram coletadas amostras de sangue (em duplicata) obtidas por puncéo
da veia jugular, com auxilio de um tubo “vacutainer” heparinizado, das éguas tratadas
nos diferentes tratamentos. As amostras foram coletadas, no mesmo horério, iniciando-
se as coletas 02 dias antes do tratamento até 02 dias apds a ultima ovulagéo
(progesterona) e, novamente no 8° dia apds ovulacdo para dosagem de progesterona,
com intuito de observar estes niveis, no caso de algum animal apresentar distlrbios na

ovulagéo.).

Apés a colheita das amostras, as mesmas foram centrifugadas por 5 (cinco)
minutos a 3000 rpm., o plasma foi retirado com auxilio de uma pipeta estéril, e este
armazenado em temperatura de —20°C. As concentracbes de progesterona foram



determinadas por radioimunoensaio através do Kit de Progesterona Coat-A-Count (CAC

— Diagnostic Products CO Los Angeles, CA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

As amostras foram avaliadas na Universidade da Califérnia — Davis, EUA, no
Laboratério de Endocrinologia sob responsabilidade da Doutora Jannet Roser,

pesquisadora da Universidade da California.

3.2.4 Andlise estatistica

Os intervalos entre o hicio do tratamento/controle e o foliculo pré-ovulatorio,
inicio do tratamento/controle e primeira ovulacdo, e entre a administracdo de PGF,, e a
segunda ovulacdo, foram analisados pelo teste T de Student. Para o estudo das
correlagbes entre o numero de foliculos no inicio do tratamento e o numero de
ovulagbes, e entre o numero de ovulacdes e as concentracbes plasmaticas de

progesterona, foi utilizado o coeficiente de correlagédo de Pearson.

~

Os niveis plasméaticos de progesterona foram submetidos a andlise de
regressao linear e multipla em funcdo do tempo. A diferenca estatistica foi considerada

significativa quando P<0,05.
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4. RESULTADOS

Experimento 1: Avaliacdo da Dinamica Folicular em éguas tratadas com Extrato

de Pituitaria Equina em doses constantes e decrescentes e FSH equino

purificado.

No inicio do acompanhamento ultra-sonografico dos animais foi observada a

populacao inicial de foliculos nos ovarios e constatada a presenca de varios foliculos de

diferentes tamanhos, em todos 0s grupos, 0os quais estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Média e desvio padrao do numero de foliculos e seus didmetros, no inicio do

tratamento (D0), conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gll Glll GIV
N° de foliculos totais 7,3+2,0° 75+1,8° 74+23° 12,343 42
Fol de 10 a 15mm 3,5+2,5P 45+1,6° 56+3,2° 11,3+3,22
Fol de 16 a 20mm 3,0+2,62 2,3+1,62 1,6%¥1,1% 0,840,42
Foliculos > 20 mm 0,8+1,62 0,7+0,82 0,2+0,4% 0,240,42

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05). Gl (EPE

Constante); Gll (EPE Decrescente); Gl (FSH); GIV (Controle).



A partir do inicio dos tratamentos foi observado o crescimento de varios
foliculos de didmetros iniciais de aproximadamente 10mm, em todos os animais. Os
animais dos grupos Gl (EPE Constante), GIl (EPE Decrescente) e Gl (FSH)
apresentaram o0 crescimento de varios foliculos, simultaneamente, que alcancaram
didmetros médios iguais ou maiores a 30mm. A populacdo média dos foliculos, de
diferentes tamanhos (10 a 15mm; 16 a 20mm; 21 a 30mm e >30mm), durante 0s
primeiros quatro dias do tratamento dos Grupos I, Il, Ill e IV estdo representados nas
Tabelas 2, 3,4 e 5.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo do numero de foliculos e seus didmetros, no primeiro

dia apés o inicio do tratamento (D1), conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gli Glll GIvV
N° de foliculos totais 8,8+1,3 8,0+2,7 11,546,1  9,5+2,7
Fol de 10 a 15mm 4,5+2,0 58+1,5 5533 7,319
Fol de 16 a 20mm 3,3+1,2%® 2,0+1,3° 55+33% 1,7+#15"
Fol. de 21 a 30mm 1,0+£1,0 0,210,4 0,5+0,5 1,7¢1,5
Fol. >30mm 0,0 0,0 0,0 0,2

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05). Gl (EPE
Constante); Gll (EPE Decrescente); Gl (FSH); GIV (Controle).



Tabela 3 — Média e desvio padrdo do numero de foliculos e seus diametros, no

segundo dia apds o inicio do tratamento (D2), conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gli Glll GIvV
N° de foliculos totais 7,5,0+4,0 9,0+2,0 9,021 10,337
Fol de 10 a 15mm 4,8+2,7 4,014 4,330 7,2£2,6
Fol de 16 a 20mm 3,4+1,3 4,0+0,6 3,6+2,0 2,8+3,5
Fol. de 21 a 30mm 1,5+0,7 1,5+0,6 1,609 1,3+0,6
Fol. >30mm 0,2 0,0 0,0 0,2

Valor de P>0,05. GI (EPE
(Controle).

Constante); Gll (EPE Decrescente); Gl (FSH); GIV



Tabela 4 - Média e desvio padrdo do numero de foliculos e seus diametros, no terceiro

dia apés inicio do tratamento (D3), conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gli Glll GIvV
N° de foliculos totais 8,515 8,0+3,0 85+2,1 6,3+4,8
Fol de 10 a 15mm 3,0£1,8 3,5+2,0 3024 3,312,2
Fol de 16 a 20mm 3,8£2,0 3,024 3014 1,8+2,1
Fol. de 21 a 30mm 1,3+1,4 2,0£1,4 25+19 1,0+1,3
Fol. >30mm 0,3 0,0 0,0 0,2

Valor de P>0,05. Gl (EPE Constante); GIl (EPE Decrescente); Glll (FSH);, GIV
(Controle).



Tabela 5 - Média e desvio padrdo do niumero de foliculos e seus diametros, no quarto

dia apos o inicio do tratamento (D4), conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gli Glll GIvV
N° de foliculos totais 9,0+1,3 9,8+2,6 8,8+19 5,3+5,0
Fol de 10 a 15mm 3,0£2,3 1,8+0,8 2,312,3 2,241,7
Fol de 16 a 20mm 3,542,2 45422 2,515 1,8+2,6
Fol. de 21 a 30mm 1,7+1,6 32124 3,2+1,6 1,2+1,5
Fol. >30mm 0,8+1,3 0,3+0,8 0,8+1,0 0,2+0,4

Valor de P>0,05. Gl (EPE Constante); Gll (EPE Decrescente); Gl (FSH); GIV

(Controle).

Quando avaliados os Grupos em conjunto foi possivel tracar um paralelo
entre a populacao de foliculos de diferentes diametros (10 a 15mm; 16 a 20mm; 21 a
30mm e >30mm), durante os quatro dias de tratamento, conforme ilustrados nas

Figuras 5 e 6.
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Nas éguas dos grupos |, Il e lll ocorreu na maior parte dos ciclos a
divergéncia de mais de um foliculo dominante, os quais, a maioria chegou a ovulacao.
Nao houve diferenca estatistica entre o nimero médio de foliculos que alcangaram
didmetros iguais ou maiores a 30mm entre 0os grupos, porém os grupos | (EPE
Constante), GlI (EPE Decrescente) e Glll (FSH) foram numericamente superiores ao

grupo controle, no D4.

Por outro lado, conforme o esperado, as éguas do Grupo IV (Controle)

apresentaram o crescimento de um unico foliculo dominante, culminando em ovulagéo.

Os perfis médios da dindmica de crescimento do(s) foliculo(s) dominante(s),
ao longo dos ciclos estrais, a partir da aplicacdo da Prostaglandina Fa, dos Grupos |
(EPE Constante), Il (EPE Decrescente) Il (FSH) e IV (Controle) estdo apresentados na
Figura 7.

O diametro médio do foliculo(s) dominante(s) foi superior no grupo IV
(Controle) em relacdo aos grupos | e Il e similar ao grupo lll. A taxa de crescimento
do(s) foliculo(s) dominante(s) durante o intervalo entre o inicio do tratamento a Ultima
ovulacdo ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos. Estes dados estdo

representados na Tabela 6.



Tabela 6 - Média e Desvio Padréo da Taxa de Crescimento e Didmetro do Foliculo pré

ovulatério, conforme grupos.

Variaveis Grupos

Gl Gll Gilil GIV

N de foliculos que alcancaram ~ 3,5+#1,2%°  42+16° 5,0+1,5° 1+1,02

30mm
Diametro médio do Fol. 35,4+4,4° 351+42° 38,4+1,3%" 41,8+1,72
Pré-ovulatério (mm)
Taxa de crescimento 2,24#0,5% 2,2+0,8% 2,6%0,4* 2,5+0,22

do(s) Fol.(s) Dominante(s)

(mm/dia)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05). Gl (EPE
Constante); Gll (EPE Decrescente); Gl (FSH); GIV (Controle).
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(Controle) durante os dias de tratamento.



Experimento 2: Comparacdo entre achados de dinamica folicular, resposta

superovulatéria e recuperacao de embrides.

Nos grupos submetidos a tratamentos superovulatorios foram observadas,

em média, multiplas ovulacdes e um nimero superior a um embrido por égua.

Quando avaliamos o numero de ovulacdes foi observado, em meédia, mais de
duas ovulacbes nos grupos submetidos a tratamentos superovulatérios, as
porcentagens de animais que apresentaram de 0 a 2, 3 a 5 e mais de 5 ovulacgdes nos
grupos estéo descritas na tabela 7. De acordo com o numero de ovulagdes observados
nos grupos, o GIV (Controle) apresentou diferencas estatisticas (P<0,05) quando
comparado ao Gll (EPE Decrescente) e Glll (eFSH), no entanto, o Gl (EPE Constante)
obteve um valor intermediario, sendo semelhante estatisticamente (P>0,05) aos trés
grupos (GlI, Glil e GIV).

Os dados referentes as ovulacdes observados nos grupos estao
apresentados na tabelas 8 e 9.

O numero de dias em que os animais foram tratados ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos |, Il e lll, conforme demonstrado na tabela 8. O
intervalo entre o dia da aplicacdo da PGF,a e/ou inicio do tratamento superovulatério e
a primeira ovulacdo foi semelhante estatisticamente entre os grupos (P<0,05). O
intervalo entre a primeira e a Ultima ovulacéo, foi numericamente inferior para o grupo lll
(eFSH) em relacdo aos demais grupos, porém, ndo apresentou diferenca estatistica

(P>0,05), conforme demonstrado na tabela 8.

O numero médio de embribes recuperados por grupos apresentou diferenca
estatistica entre o Glll e GIV (P<0,05), no entanto, os grupos | e Il obtiveram resultados
intermediarios. Os resultados do nimero de foliculos que alcangcaram 30mm, nimero de

ovulacdes e numero de embrides recuperados estédo descritos na Tabela 9.



Tabela 7 - Percentual de éguas que apresentaram de 0 a 2, 3 a 5 e mais de 5
ovulagbes, conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gll Glll GIvV
0 a 2 ovulacdes 33% 2 0 0 100%"
3 a5 ovulagbes 67%?2 67%2 60%? 0
> 5 ovulacdes 0 33%*2 40%?2 0

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).
Gl (EPE Constante); Gll (EPE Decrescente); Glll (FSH); GIV (Controle)



Tabela 8 - Média e desvio padrdo dos dias de tratamento, intervalos entre a aplicacdo

de PGF.a e ovulacéo e entre ovula¢des, conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gl Glll GV
Dias de tratamento 8,0£2,3* 7,241,552 7,8+1,5% -
A 1° ovulacgio 98292 98+15% 98+1,3?% 10,0+1,62

Intervalo do inicio do trat. a 10,3+1,9% 9,8+25% 10,2+1,9% 10,0+1,6%
ultima ovulacgéo (dias)

Intervalo da 1° a dltima 1,5+1,32 12+12%2 06+10°2 -

ovulacéo (dias)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).
Gl (EPE Constante); Gll (EPE Decrescente); Glil (FSH); GIV (Controle).



Tabela 9 Média e desvio padrdao do niumero de ovulagBes e numero de embrides
recuperados, conforme grupos.

Variaveis Grupos
Gl Gll Gl GIV
N° de ovulactes 33+162 50+2,1* 48+1,3% 10+0°
Ovulacao de foliculos <30mm  0,3+0,92 1,0+1,3% 0 0
NUmero de Embrides 1,2+¢1,3%  1,8+41,3%® 2640,52 0,5:0,5°

Embriées por ovulacéo 0,36+1,2° 0,36+1,8° 0,54+1,32 0,5+1,02

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).
Gl (EPE Constante); Gll (EPE Decrescente); GlIl (FSH); GIV (Controle).



O numero médio de embrides recuperados foi similar entre os grupos tratados
(P>0,05), porém os grupos | e Il foram também semelhantes estatisticamente ao grupo
controle, conforme verificado na tabela 9. Por outro lado, o grupo Il foi diferente
estatisticamente (P<0,05) do grupo controle e semelhante aos demais grupos tratados.
Porém, o Grupo Il apresentou uma tendéncia estatisticamente superior aos demais

grupos tratados (P=0,067).

Foram recuperadas duas estruturas ndo fertilizadas (ovocitos) na colheita
realizada em uma égua do grupo Il (égua 3). Este animal apresentou 5 (cinco)
ovulacgdes, tendo 3 (trés) embrides recuperados e 2 (dois) ovécitos. Nos demais grupos,

nenhum ovacito foi identificado.

A taxa de recuperacdo embrionaria, ou seja, 0 numero médio de embribes
recuperados por ovulacdo observada no grupo Il foi superior estatisticamente (P<0,05)
aos demais grupos tratados e semelhante estatisticamente ao grupo controle, conforme

figura 8.

A duracao do primeiro ciclo que sucedeu os tratamentos superovulatérios foi
acompanhada em todos os grupos. Foram observadas duracbes de 23,9, 22,8, 22,6
dias para os grupos I, Il e lll respectivamente, ndo apresentando diferencas estatisticas

(P>0,05) entre eles e quando comparado ao grupo controle (21,4 dias).

Quando se avaliou a correlacdo entre o numero de foliculos de diferentes
tamanhos no inicio do tratamento, nimero de ovulacdes e embrides recuperados dos
grupos isoladamente, foi possivel detectar no Gl (EPE Constante) uma correlacdo
negativa entre o numero de foliculos de 10 a 15mm de didmetro e o numero de
ovulacgbes, isto €, quanto maior o numero de foliculos de 10 a 15mm de diametro
observados no inicio do tratamento, menor foi o nimero de ovulacdes. Além disso,
observou-se também uma correlagdo positiva entre 0 numero de foliculos de diametro
de 16 a 20mm no segundo dia apds o inicio do tratamento e 0 nimero de ovulacdes
(r=0,85; P=0,09).

No GIlI (EPE Decrescente) uma correlacdo significante foi observada entre o
nimero de foliculos de 16 a 20mm de didmetro no segundo dia apdés o inicio do

tratamento e o numero de ovulag¢des (r= 0,77; P=0,06).



Ja no GllI (FSH) houve uma correlagédo positiva entre 0 nimero de foliculos
iniciais e o numero de foliculos de 10 a 15mm de didmetro no inicio do tratamento
(r=0,98; P=0,0001). E também, uma correlacdo positiva entre o nimero de foliculos de
16 a 20mm de didmetro no segundo dia apds o inicio do tratamento e o numero de
ovulacdes (r=0,74; P=0,07).

Nos grupos Il e Ill (EPE Decrescente e FSH) foi observada uma correlagéo
positiva entre 0 nimero de ovulacdes e o numero de embrides recuperados, portanto,
quanto maior o numero de ovulagcdes, maior o numero de embrides recuperados
(r=0,71; P=0,07 e r=0,78; P=0,06, para os grupo Gll e GllI, respectivamente).

Nos grupos GI, Gl e GIIl, os quais receberam tratamentos superovulatorios
houve o crescimento, na maioria dos casos, de mais de um foliculo que chegou a
ovulagdo durante o periodo observado. Ocorreram intervalos inter-ovulatérios,
superiores a 24 toras, em 50%, 67% e 17% das éguas para os grupos |, Il, e I,
respectivamente. Os perfis médios do crescimento folicular das éguas, individualmente,
por grupo estdo demonstrados nas figuras de 9 a 14, e as imagens ultra-sonogréficas
de uma égua, aleatoriamente por grupo estdo demonstradas nas figuras de 17 a 19.

Foi observado em um ciclo do Glll (FSH) o crescimento de seis foliculos que
atingiram diametro médio de 43,5mm no dia em que se aplicou hCG (dia 11), conforme
o protocolo utilizado, e estes foliculos permaneceram sem grandes alteracbes de
didametro médio durante, aproximadamente, 15 dias apds a aplicacdo, passado este
periodo ocorreu a regressao destas estruturas, e o animal voltou a ciclar normalmente
apos 18 dias da regresséao total dos foliculos, este animal foi retirado da analise total
dos dados. A dindmica folicular desse animal (égua 6) durante o inicio do tratamento
com FSH equino purificado até cinco dias apos a aplicacdo de hCG esta demonstrada

na figura 13.

Apenas em um ciclo de uma égua (égua 1), ndo houve resposta ao
tratamento superovulatério no Gl (EPE Constante), ocorrendo a divergéncia de apenas
um foliculo pré—ovulatério acarretando em ovulacdo, neste mesmo animal foi observado
a ovulacdo de um foliculo de didmetro médio de 25,2mm, no segundo dia de

tratamento. Em outro animal no Gl (EPE Decrescente) foi observado também um



foliculo de didametro meédio de 25,5mm no 5° dia de tratamento, que chegou a ovulagdo
antes da aplicacdo do hCG (égua 4). Nestas éguas que apresentaram ovulacdo de
diestro foi realizada a dosagem de progesterona ao longo dos dias de tratamento, com
0 objetivo de verificar se ocorreu a formagdo de um corpo liteo funcional durante o

diestro.

O perfil médio do crescimento folicular e as concentragcées de Progesterona,
ao longo dos dias de tratamento, dos animais que apresentaram ovulacdes de diestro,

estdo demonstradas nas figuras 15 e16.

BN

A maioria dos foliculos pré-ovulatérios chegou a ovulagédo, no entanto, em
apenas uma égua do GI, onde foi observada a presenca de sete foliculos prée-
ovulatorios, ocorreu a ovulacdo de somente cinco destes foliculos (dimetro médio de
35,1mm). Trés dias apds a ovulacao dos cinco foliculos, os dois foliculos restantes

luteinizaram, apresentando um diametro médio de 38,2 mm.
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Gl Gll Gl GIV

Grupos
Figura 8 — Numero médio de ovulacdes e embrides recuperados, segundo grupos. Gl

(EPE Constante); Gll (EPE Decrescente); Glll (FSH); GIV (Controle).
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Figura 9 — Dinamica folicular, durante os dias de tratamento, observada no grupo Gl
(EPE Constante), individualmente. ( ® foliculos que ovularam; foliculos
subordinados).
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Figura 10 — Dinamica folicular, durante os dias de tratamento, observada no grupo GlI
(EPE Decrescente), individualmente.( —fgliculos que ovularam; ___ foliculos

subordinados).
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Figura 11 — Dinamica folicular, durante os dias de tratamento, observada no grupo lli
(FSH equino purificado) individualmente. (—® foliculos que ovulararm:- foliculos

subordinados).
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Figura 12 — Dinamica Folicular observada ao longo dos dias de tratamento da égua 2,

Grupo lll. ( —foliculos que ovularam; foliculos subordinados).
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Figura 13 — Dinamica Folicular observada ao longo dos dias de tratamento da égua 6,
Grupo I, a qual ndo ovulou durante o periodo observado.
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Figura 14 — Perfil médio de crescimento folicular ao longo dos dias de tratamento

observados no grupo GIV (Controle).
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Figura 15— Perfil de crescimento folicular ao longo dos dias do tratamento e
concentracdes plasméaticas de Progesterona observadas na égua 1 do grupo 1 (EPE
Constante) que apresentou ovulacdo de um foliculo de 25mm de didmetro no segundo

dia de tratamento.
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Figura 16- Perfil de crescimento folicular ao longo dos dias do tratamento e
concentracdes plasméaticas de Progesterona observadas na égua 4 do grupo 2 (EPE

Decrescente que ovulou um foliculo de 25,2mm de diametro no quinto dia de

tratamento).



Figura 17 — Imagens ultra-sonograficas observadas no segundo (A) e quarto dia (B) do
tratamento superovulatorio com EPE Decrescente (Grupo 1), na égua 5. A distancia

entre 2 pontos equivale a 10mm.



Figura 18 — Imagens ultra-sonograficas observadas no terceiro dia (A) e sétimo dia (B)
do tratamento superovulatorio com FSH equino (Grupo Ill), na égua 2. A distancia entre

2 pontos equivale a 10mm.



Figura 19 — Imagem ultra-sonografica observada no terceiro dia do tratamento

superovulatorio com EPE Constante (Grupo I), na égua 4.



Figura 20 — Embribes recuperados de égua submetida a tratamento superovulatério

com eFSH (égua 4).

Figura 21 — Embribes e ovdcito recuperados de égua submetida a tratamento
superovulatorio com eFSH (égua 2).
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5. DISCUSSAO

Segundo Woods e Ginther (1985) o numero de foliculos existentes no dia do
inicio do tratamento esta diretamente relacionado com o numero de ovulacdes dos
grupos submetidos a tratamentos superovulatorios. Contudo, neste experimento o
tratamento superovulatério iniciou-se apos o dia 10 do diestro, e neste momento ja deve
ter ocorrido o recrutamento de uma onda folicular.

Em nosso estudo, inicialmente, analisamos as modificagdes que ocorreram
na populacdo de foliculos durante os primeiros quatro dias de tratamento. Por ter
havido uma grande variacdo em relacdo ao momento da primeira ovulacdo entre as
éguas apos o inicio do tratamento, padronizamos os dados num periodo de tempo em
gque nenhuma ovulagcdo tivesse ocorrido. Para isso, utilizamos as seguintes
denominagdes: DO para o dia em que se iniciou o tratamento, D1 para o primeiro dia do

inicio do tratamento, D2 para o segundo e assim sucessivamente até o D4.

No primeiro dia apds o inicio do tratamento foi possivel observar diferenca
significativa (P<0,05) entre o numero de foliculos de 16 a20 mm de didmetro entre os
grupos. O grupo IlI (FSH equino) foi semelhante ao Gl (EPE Constante), porém
apresentou uma tendéncia a ser superior (P=0,06) a todos os outros. Observamos que
no grupo Il houve um aumento do nimero total de foliculos ja no primeiro dia depois de
iniciado do tratamento. Observamos, também, um aumento do numero de foliculos de
16 a 20mm e a permanéncia do numero de foliculos de 10 a 15mm, indicando uma
superioridade em relacdo ao estimulo mais precoce do crescimento de novos foliculos

no grupo lll, guando comparado com os demais grupos.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticas (P>0,05) no
segundo dia apos o inicio do tratamento (D2) nas diferentes categorias de foliculos
entre os grupos. Entretanto, quando comparado ao primeiro dia de tratamento foi
possivel observar no grupo Il (eFSH) um aumento significativo (P<0,05) no nimero de
foliculos de 21 a 30mm e uma reducdo do numero de foliculos de 16 a 20mm,

indicando um crescimento dos foliculos de 16 a 20mm do dia anterior. Este achado foi



menos evidente nos outros grupos tratados (I e Il) e concordando com os achados de
Woods e Ginther (1985), os quais descreveram un aumento no nuamero de foliculos

>20mm de didmetro apoés o inicio do tratamento superovulatério com EPE.

No entanto, no D2, foi observada correlacdo positiva entre o numero de
foliculos de 16 a 20mm de didmetro e o nimero de ovulacgdes, em todos 0s grupos
tratados. Dados especificos para ser discutidos, sobre estes achados, ndo foram
encontrados na literatura. Outros estudos se referem ao dia do inicio do tratamento
(Woods & Ginther,1984; Carmo,2003).

No quarto dia apds inicio de tratamento (D4) foi observada uma tendéncia
(P=0,064) ao aparecimento mais precoce de foliculos de >30mm de didmetro nos grupo
| (EPE Constante) e Ill (eFSH) em relacdo aos grupos Il (EPE Decrescente) e IV

(Controle).

Quando os dados da populagédo de foliculos foram analisados em conjunto
durante os dias, foi observada uma curva decrescente no nimero de foliculos de 10
al5mm em todos os grupos. J4 o numero de foliculos de 16 a 20mm apresentou uma
curva crescente até o D2 nos grupos |, Ill e IV e a partir dai houve um leve decréscimo.
Contudo, no grupo Il (EPE Decrescente) a curva do nimero de foliculos de 16 a 20mm
foi crescente durante os dias avaliados, até D4. Este fato nos leva a supor que doses
decrescentes de EPE estimulam, com maior eficiéncia, o crescimento de foliculos

pequenos.

A partir do D2 também foi observada uma curva crescente do numero de
foliculos de 21 a 30mm em todos os grupos, porém os grupos Il e lll apresentaram um
crescimento mais acentuado. A curva do numero de foliculos de diametro >30mm
comecou a ser crescente a partir do D1 no grupo | (EPE Constante) e a partir do D2 nos
grupos Il (EPE Decrescente) e Il (FSH). O surgimento do foliculo >30mm no Grupo IV

(controle) ocorreu no D1 em uma Unica égua.

E possivel afirmar, baseado nos resultados apresentados, que em éguas
submetidas aos tratamentos superovulatorios propostos, as diferencas na dindmica de

crescimento folicular comecam a surgir no 3° ou 4° dia apds o inicio do tratamento.



Essas diferencas sdo mais evidentes nos grupos tratados com EPE em doses

decrescentes (Gll) e com FSH equino purificado (GlII).

Portanto, o EPE em doses constantes e decrescentes e o eFSH purificado
foram capazes de induzir vérios foliculos subordinados a prosseguir o seu crescimento
e culminar com ovulacdo. Isso foi claramente demonstrado pela diminuicdo da
populacao de foliculos de 10 a 15mm de didmetro e aumento do niumero de foliculos de

didametros de 16- 20 e 21-30mm, durante os primeiros quatro dias de tratamento.

Os foliculos que chegaram a ovulacdo em todas as éguas dos grupos
tratados ja eram evidenciaveis através do exame ultra-sonografico no inicio do
tratamento, portanto, estes mesmos foliculos foram potencializados a ovular e néo
foliculos de uma nova onda folicular. Talvez o recrutamento destes foliculos tenha
ocorrido antes do D7 pds-ovulacdo, momento este em que se aplicou o luteolitico e
iniciou-se o tratamento superovulatorio. Isto também foi observado no grupo controle
(ndo tratado) onde um foliculo j& existente no dia 7 poés-ovulacdo seguiu seu
crescimento chegando a ovulagdo. Estes achados entram em conflito com os resultados
de Woods & Ginther (1985) que observaram que os foliculos de didmetros superiores a
10mm palpados no dia 15 do diestro teriam sido recrutados na metade do diestro. No
entanto, concordando com o relatado por Buratini (1997) que em éguas com uma onda
folicular a emergéncia folicular ocorre, em meédia, no dia 6 do diestro, o que pode

justificar a presenca destes foliculos no dia 7.

O fato do namero de foliculos de 16 a 20mm e 21 a 30mm de diametro ter
aumentado significantemente durante os primeiros cinco dias de tratamento nos grupos
tratados (GlI, Gll e Glll) indica que o momento do inicio do tratamento superovulatorio
foi anterior a atresia dos foliculos subordinados. Vérios dos foliculos “subordinados”
continuaram seu crescimento, o que nao foi observado, como esperado, no grupo
controle (GIV) onde foi observado o crescimento de um unico foliculo que chegou a

ovulagéo.

A taxa de crescimento meédio diario do(s) foliculo(s) dominante(s) observada
nos grupos tratados Gl (2,2mm), Gll (2,2mm) foram numericamente semelhantes a taxa

relatada por Palmer et al. (1993) os quais observaram um crescimento de 2,1 mm ao



dia em éguas pobneis superovuladas com o EPE, e 2,0mm/dia para Pierson & Ginther

(1990) em éguas superestimuladas com EPE.

O crescimento diario dos foliculos observados no grupo Il (eFSH; 2,6mm) e
grupo IV (Controle; 2,5mm) foram semelhantes ao relatado por Ginther, (1986) (2,5 a
3,0 mm) para éguas nao superovuladas. Demonstrando com estes achados que o
estimulo provocado pelo FSH equino purificado foi similar ao que ocorre

fisiologicamente.

O diametro médio do(s) foliculo(s) pré-ovulatério(s) dos grupos |, Il 1l e IV
(35,4+4,4; 35,1+4,2; 38,4+1,3 e 41,8+1,7mm, respectivamente) demonstrou haver
diferenca estatistica entre o grupo IV (controle) e os grupos | e Il, sendo que o grupo il
(eFSH) apresentou valor intermediario, portanto foi semelhante estatisticamente aos
demais. Essas observagfes entram em conflito com o descrito por Ginther (1992) que
relata que éguas com duplas ou mais ovulagbes possuem foliculos pré ovulatérios
menores devido a compressao destes foliculos no ovario. Por outro lado, o fato do
Grupo 1l apresentar valores semelhantes ao grupo controle tem relagdo com o tamanho
homogéneo dos foliculos pré-ovulatérios melhor observado neste grupo (lll) do que nos

demais grupos tratados.

A média e o desvio padrdo entre os dias de tratamento com o EPE
Constante, Decrescente e o FSH equino (8,0£2,3; 7,2+15 e 7,8+1,5 dias,
respectivamente) e o intervalo entre o inicio do tratamento e a primeira ovulagdo
(9,8£2,9; 9,8+15 e 9,8+1,3 dias respectivamente) ndo apresentaram diferencas

estatisticas.

Quando realizamos a avaliacdo em conjunto da resposta superovulatoria dos
grupos tratados foi observado que 94% das éguas responderam ao tratamento, ou seja,

responderam com mais de uma ovulacao.

Nossos achados foram superiores a varios dados descritos na literatura em
relacdo a porcentagem de resposta superovulatoria de éguas tratadas com EPE, tais
como os relatados por Lapin & Ginther (1977) que 57% das éguas que foram
superovuladas no periodo do diestro e 43% das éguas superovuladas no periodo do

estro, responderam ao tratamento; e também Douglas (1974) que observou resposta



superovulatéria em 75% das éguas tratadas. Por outro lado foram similares aos
achados de Woods & Ginther (1983), Squires et al. (1987), Dippert et al. (1994),

Alvarenga et al. (2001), Scoggin et al. (2002) que obtiveram resposta superovulatoria
em 85,7%, 92%, 92,9%, 100% e 90% das éguas, respectivamente.

Como visto anteriormente, ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto ao
percentual de éguas que responderam aos tratamentos, onde a grande maioria dos
animais (94%) apresentou mais de uma ovulacdo. A observacdo de uma égua no grupo
Il (eFSH purificado) ndo haver ovulado a despeito de apresentarem 6 foliculos pré-
ovulatorios merece ser mais bem estudado, ja que ndo foram encontrados na literatura

relatos por outros autores.

As éguas que apresentaram ovulacdes durante o periodo de tratamento, com
foliculos de tamanhos menores aos foliculos pré-ovulatérios foram avaliadas
isoladamente. A égua 1 do grupo 1(EPE Constante) foi observada a ovulagcdo de um
foliculo de didametro médio de 25,2mm, no segundo dia de tratamento, esta égua nao
apresentou resposta ao tratamento superovulatério, ocorrendo a divergéncia de apenas
um foliculo pré-ovulatorio que culminou em ovulacdo. Neste caso foi realizada a
dosagem de progesterona ao longo dos dias de tratamento para observar se houve
formacéo um corpo lateo funcional. Apés a ovulagdo observada, foi observado que as
concentracdes de progesterona ndo ultrapassaram 1lng/ml apés a ovulagdo do foliculo

de 25,2mm, somente elevou apds a ovulacao no 10° dia de tratamento.

Em outro animal no Gll (EPE Decrescente) foi observado também um foliculo
de didmetro médio de 25,5mm no 4° dia apos o inicio do tratamento, que chegou a
ovulagdo antes da aplicacdo do hCG (égua 4). Nesta égua, também foi realizada a
dosagem de progesterona ao longo dos dias de tratamento e observado um aumento
nas concentragcdes plasmaticas deste horménio a partir do dia 2 (D2) e estando acima
de 1ng/ml no dia da ovulagé&o de diestro (D4).

Neste animal, aparentemente, houve formag¢do de um corpo luteo funcional,
isto é, este corpo luteo contribuiu para 0 aumento das concentracdes de progesterona,
j& que os niveis plasmaticos deste horménio ficaram acima de 1ng/ml apds a ovulacéo.

Esta égua apresentou mais 4 ovulagdes e 2 embrides recuperados, tendo uma resposta



superovulatoria e numero de embrides recuperados similar aos outros animais do
grupo. Demonstrando que mesmo a progesterona tendo permanecido elevada, nédo
houve interferéncia na resposta superovulatoria. Interessante foi o fato deste animal ter

ciclado normalmente sem a aplicacdo de PGF,a para lisar o corpo luteo que se formou.

Similarmente a este fato observado em nosso trabalho, Riesenberg et al.
(2001) relataram que as concentracbes plasmaticas de progesterona estiveram
aumentadas durante o pré-estro e pos-estro em ovelhas superovuladas com FSH suino,

nao afetando a resposta superovulatéria.

No que diz respeito a ovulagbes de diestro, Ginther (1992) relatou que
ovulacdes de diestro ocorrem em 3 a 4% dos ciclos, entre os dias 2 e 15 do ciclo estral,
ndo sao acompanhadas de estro e ocorrem mesmo com concentracdes de
progesterona altas. Corpos luteos oriundos de ovulagdes de diestro contribuem para o
aumento da fase luteal por dois motivos; primeiro por ser imaturo € ndo responsivo no

momento da liberacdo da PGF,a pelo endométrio e provavelmente por contribuir com a

manutencao de altos niveis de Progesterona.

O numero médio de ovulacBes por égua observado nos grupos |, II, 1l e IV
(3,3£1,6; 5,0+2,1; 4,841,3; 1,010 ovulagdes, respectivamente) demonstrou uma
diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle, o que j& era esperado.
Com isso podemos afirmar que os protocolos utilizados sdo capazes de super
estimular, com eficiéncia, a atividade ovariana em éguas ciclicas.

O numero médio de ovulagdes por égua, observados no grupo submetido a
tratamento superovulatério com EPE em doses constantes (3,3 ovulacbes/égua), foi
inferior aos descritos por Alvarenga et al. (2001) e Scoggin et al. (2002) que obtiveram
7,1 e 4,7 ovulacdes por égua, respectivamente utilizando 25mg de EPE duas vezes ao
dia. Por outro lado, o nimero de ovulacdes obtido neste grupo foi superior aos nimeros
médios de ovulacdes observados por Douglas (1974), Hofferer et al. (1991) e Dippert et
al. (1992) quando administraram EPE 1 vez ao dia (2,3, 2,2 e 2,9 ovulacdes/égua,

respectivamente).

A resposta superovulatoria do Grupo |l (EPE Decrescente - 5,0

ovulagcbes/égua) observada em nosso trabalho foi superior a relatada por com Scoggin



et al. (2002) quando também utilizaram doses decrescentes de EPE duas vezes ao dia

(3,3 ovulagdes/égua).

Quando avaliamos o numero de ovulagdes por égua (4,8 ovulacdes/égua)
obtido com o tratamento com FSH equino purificado (Grupo Ill) este foi superior ao
descrito por Rosas et al. (1998) e Alvarenga et al. (2003) que utilizaram o eFSH em
éguas ciclantes, e alcancaram taxas iguais a 4,6, e 4,0, respectivamente; e também
superior ao relatado por Niswender et al. (2004), que obtiveram 2,5 ovula¢bes por égua,

utilizando protocolo para éguas em fase transicional com eFSH.

No entanto, o niumero médio de ovulacées com eFSH purificado observado
em nosso trabalho foi inferior ao relatado por Peres et al. (2004) quando tratou éguas
em fase transicional (5,57 ovulacdes/égua).

Em relacdo a recuperacdo embrionaria, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos submetidos a tratamentos superovulatérios (1,2, 1,8 e 2,6
embrides/égua para os grupos I, Il e lll, respectivamente). No entanto, o nimero de
embrides recuperados no grupo Il (eFSH) foi numericamente superior aos grupos | e i
(EPE constante e decrescente), além disso, apresentou uma tendéncia a ser superior
aos demais grupos tratados (P=0,067). O reduzido niumero de animais utilizados nos
grupos experimentais pode ter interferido na analise estatistica dos dados. Os indices
de recuperacdo embrionaria observados nos grupos Il e Il foram estatisticamente

superiores (P<0,05) do que o grupo IV (controle).

Foi observada uma grande variagdo no tamanho dos embrides, mesmo tendo
ocorrido as ovulacbes de forma sincronizada. Esta observacdo indica que,
provavelmente, alguns ovocitos podem ter completado seu processo de maturacdo no
oviduto, fato este que pode ocorrer segundo Armstrong (1993) e Scott et al., (2001).

Porém, todos os embrides recuperados nos grupos foram classificados como
embrides morfologicamente normais, concordando com Squires et al. (1987) que
observaram que a viabilidade dos embribes oriundos de éguas com ovulagao simples,
ovulagbes multiplas espontaneas e ovulacdes multiplas induzidas, € a mesma. Da

mesma forma, Alvarenga et al. (2001) observaram variacdes no desenvolvimento



embrionario de éguas superovuladas, demonstrando também serem morfologicamente

normais os embrides recuperados.

As taxas de recuperacdo embrionarias observadas nos grupos tratados com
EPE em doses constantes e decrescentes foram similares entre si e inferiores ao grupo
controle (36%, 36% e 50% para os grupo |, Il e 1V, respectivamente) estando de acordo
com o reportado por varios autores (DOUGLAS et al., 1974; WOODS & GINTHER,
1982; PALMER et al., 1993) que decreveram que a taxa de recuperacdo embrionaria
por ovulacdo € similar ou até inferior a taxa observada em éguas que ndo foram

submetidas a um tratamento superovulatério.

No entanto, a taxa de recuperacdo embrionéaria observada no eFSH foi similar
ao controle (54% vs. 50%). Essa informac¢ao nos permite concluir que o tratamento com

FSH equino purificado foi o0 que mais se aproximou das condi¢des fisioldgicas.

Poucos estudos foram realizados com o eFSH em éguas. Rosas et. al. (1998)
utilizaram uma fragéo enriquecida de FSH equino comparado ao EPE, e descreveram
gue o numero de ovulagdes foi superior para o grupo FSH (4,6 vs. 3,6/égua), porém o
namero de embrides recuperados em éguas superovuladas foi similar entre os grupos
eFSH e EPE em doses crescentes (2,0 e 2,0), sendo estes resultados inferiores aos

observados no presente trabalho.

O numero de embribes recuperados no Grupo Ill (eFSH; 2,6) foi superior ao
reportados por varios autores que utilizaram diferentes doses e frequéncias de
administracdo de EPE: Woods et al. (1984), Squires et al. (1987), Dippert et al. (1994) e
Soggin et al. (2002) porém inferior ao relatado por Alvarenga et al. (2001) que
obtiveram o melhor resultado superovulatério demonstrado até hoje, utilizando o EPE
em éguas, com a proposta em fazer as administracdes duas vezes ao dia, obtendo

neste experimento 7,1 ovulagdes e 3,5 embrides recuperados por égua.

Além disso, ocorreu a recuperacdo de dois ovécitos em uma égua do grupo
(eFSH) apesar de ser reconhecido o evento de retencdo de estruturas nao fertilizadas
no oviduto das éguas (McKinnon & Voss, 1993). Este achado também foi relatado por
Peres (2004) que recuperou seis estruturas nao fertilizadas (ovocitos) em éguas

tratadas com eFSH na fase de transicdo. De acordo com Vanderwall et al. (1993),



possivelmente, estes ovoécitos foram carreados para o utero em virtude da PGE,

produzida pelos outro(s) embrido(6es) presentes.

Portanto, quando comparado o FSH equino com o EPE em doses constantes
e decrescentes foi possivel observar uma maior eficiéncia do FSH perante os demais
em relacdo ao niumero de embrides recuperados. A baixa recuperacdo embrionaria nos
tratamentos superovulatérios em éguas utilizando EPE é motivo de varios estudos,
alguns fatores sdo citados como possiveis responsaveis por este baixo indice. Entre
eles: baixa taxa de fertilizacdo (Armstrong, 1993), anormalidades na maturacdo
ovocitaria (Moor et al., 1985), assincronia entre os eventos de maturacdo do ovdcito e
do foliculo (Loos et al., 1991); ocorréncia de luteinizacdo ao invés de ovulacdo; ou ainda
falha dos ovadcitos para entrarem no oviduto (Dippert et al., 1994).

A hipotese da falha na captagédo do ovécito pelo oviduto foi também descrita
por Lapin & Ginther (1977) que observaram que apenas 14 dos 24 corpos luteos
observados, mostraram tracos na fossa da ovulacdo, ou seja, hem todos os foliculos
pré-ovulatérios alcancaram a fossa da ovulagcdo. A incapacidade de alguns foliculos
pré-ovulatérios alcancarem a fossa da ovulacdo e o disturbio da maturacdo dos
ovOcitos pode ser devido as grandes quantidades de LH contidas nas altas doses de
EPE administradas durante a fase de crescimento folicular. O que vem de encontro com
nossos achados onde a taxa de recuperacdo embrionéria foi semelhante ao grupo

controle quando do uso do FSH equino purificado.

Seguindo a mesma linha de raciocinio, Liu et al. (1991) descreveram que a
falha na captacdo dos ovocitos pela fimbria do infundibulo pode ser em decorréncia do
liquido folicular apresentar uma consisténcia gelatinosa, o que pode reter o ovdcito,
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. Este relato foi
semelhante ao descrito por Palmer et al. (1993) que acreditam que a baixa taxa na
recuperacado embrionaria € conseqiéncia da nao fertilizagdo do ovdcito, em funcado da

falha do foliculo em libera-lo e também a producédo do mesmo de baixa qualidade.

Outras hipdteses sobre as baixas taxas de recuperacdo de embrides

merecem destaque, Alvarenga et al. (2001) descreveram que alguns dos foliculos



podem ter luteinizado e ndo ovulado, afetando assim a taxa de recuperacdo de
embrides. Por outro lado, Dippert et al. (1994), descreveram que 92,7% dos corpos
liteos formados, apdés um tratamento superovulatério, foram provenientes de ovulacéo
e ndo de luteinizacédo dos foliculos.

Além disso, Alvarenga et al. (2001) relataram que um grande numero de
ovulacbes resultou em corpos luteos funcionais, devido ao aumento nas concentracées
de progesterona. E que o baixo indice de recuperagdo embrionaria pode estar
relacionado ao aumento das concentracbes de Progesterona no momento
periovulatério nos animais superovulados que pode interferir no transporte do

espermatozoide e/ou ovacito.

VariagGes individuais na resposta superovulatoria tém sido descritas na
espécie bovina ARMSTRONG, 1993), sendo que, 43% das vacas que respondem ao
tratamento superovulatorio, apresentam uma baixa taxa de embrides recuperados

transferiveis ou nenhum embrido trarsferivel (NOGUEIRA, 2001).

Observando a duragdo do primeiro ciclo estral que sucedeu o tratamento
superovulatorio, devemos destacar que a mesma foi semelhante ao grupo controle
(23,9, 22,8, 226 e 21,4 dias para os grupos I, Il, lll e IV, respectivamente)
demonstrando que a duracao do ciclo estral pés-tratamento ndo sofreu interferéncia do
tratamento superovulatorio. Este fato foi também descrito por Carmo (2003) que
identificou uma durag¢do semelhante entre os dois ciclos com tratamento superovulatorio
e o ciclo que sucedeu o segundo tratamento (23,7, 21,5 e 24,1 dias, respectivamente).

Mais estudos sdo necesséarios para o aprimoramento da técnica e estudos
com o uso de eFSH, o qual é um produto que se mostrou eficiente tanto em animais
ciclando quanto em transicdo como descrito por Peres (2004). O eFSH pode ser um
marco na superovulacdo, contribuindo para o avanco da técnica e otimizacdo de
Programas de Transferéncia de Embrides em equinos.



Conclusoes



6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho, nas condicbes em que foi realizado,

permite-nos concluir que:

1)

As diferencas na dinamica folicular entre animais superovulados e néo
superovulados se evidenciam a partir do 4° dia de tratamento, quando ocorre
um aumento no numero de foliculos de 21-30mm e maiores de 30mm de

diametro;

2) A taxa de crescimento folicular observada nos animais tratados com FSH

3)

4)

5)

6)

equino purificado foi similar a dos animais nao tratados, sendo assim, o que

mais se aproximou das condic¢@es fisiologicas;

O mapeamento ovariano no segundo dia apos o inicio do tratamento pode ser
utilizado como rotina para estimar resposta superovulatéria, pois foi
observada correlacédo positiva entre o numero de foliculos de 16-20mm e o

namero de ovulacdes;

O FSH equino purificado apresentou tendéncia em ser superior aos demais

grupos, quanto ao numero de embrides recuperados por lavado;

O FSH equino purificado parece induzir uma melhor maturacao folicular pois
0s animais tratados com eFSH apresentaram uma maior taxa de recuperacao

embrionaria por ovulacdo, semelhante ao grupo controle;

Os embribes provenientes de éguas submetidas aos tratamentos

superovulatorios mostraram-se visualmente normais;



7) A maioria das éguas manteve a atividade ciclica ovariana ap0s a suspensao
dos tratamentos superovulatérios com EPE em doses constantes,
decrescentes e eFSH, indicando que os tratamentos superovulatérios néo

interferem nos ciclos subseqtentes.
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