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RESUMO

MIRANDA, R.S. EFEITO DA SINDROME METABOLICA EQUINA E DO
ACETATO DE DESLORELINA NA DINAMICA FOLICULAR, RECUPERAQAO
E MATURACAO OOCITARIA EM EGUAS IDOSAS. Botucatu — SP. 2026. 86p.
Defesa (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da Sindrome Metabdlica
Equina (SME) sobre a dindmica folicular, a recuperacdo de odcitos por meio da
aspiracao folicular guiada por ultrassom (OPU) e maturacéo oocitaria in vitro,
além de verificar se a estimulacdo com acetato de deslorelina poderia modular
esses parametros em éguas idosas. Foram utilizadas sete éguas com idade
média de 24,29 + 1,60 anos, classificadas como SME positivo (n=4) ou negativo
(n=3), alocadas em delineamento cross-over sequencial, recebendo ou ndo a
administracao de 125 pug de acetato de deslorelina IM a cada 12h. O tratamento
foi iniciado quando o maior foliculo atingiu entre 11 e 13 mm e mantido até 22 a
24 mm. A OPU foi realizada quando o maior foliculo atingiu entre 25 e 27 mm, e
0s o0d0citos recuperados foram maturados in vitro. Foram realizadas 63 sessoes
de OPU, sendo 37 no grupo Controle e 26 no grupo Deslorelina. A analise
estatistica mostrou que éguas com SME apresentaram tendéncia de maior
intervalo entre sessbes de OPU (11,87 vs. 9,26 dias; P=0,079), e a deslorelina
aumentou o intervalo entre sessdes de OPU (12,06 vs. 10,19 dias; P=0,027) e
apresentou tendéncia de aumento no intervalo entre o surgimento do primeiro
foliculo 210 mm e a OPU (7,74 vs. 6,55 dias; P=0,076). Os demais parametros
reprodutivos ndo atingiram significancia estatistica. Quanto a dinamica folicular,
tanto a SME (P<0,001) quanto a deslorelina (P=0,039) alteraram
significativamente a curvatura do maior foliculo. Na analise estratificada, houve
diferenca significativa no diametro do maior foliculo (P=0,004) e do terceiro maior
foliculo (P=0,027) ao final do tratamento, com o subgrupo Deslorelina SME
positivo apresentando os menores valores. Entretanto, a estimativa para o maior
foliculo apresentou variancia entre-éguas colapsada, o que fragiliza a inferéncia.
A deslorelina, como efeito principal do tratamento, reduziu o diametro do
segundo maior foliculo (18,37 vs. 21,62 mm; P=0,033) e ampliou a assimetria
entre 0 maior e o segundo maior foliculo no dia da OPU (8,63 vs. 4,64 mm;
P=0,008), sem interacdo com o status metabdlico. Os resultados indicam que a
deslorelina ndo reverteu os possiveis efeitos da SME sobre a funcao reprodutiva
e que seu impacto esteve mais associado a alteracdes especificas da dinamica
folicular do que a um comprometimento generalizado dos indices reprodutivos.

Palavras-chave: desregulacdo insulinica; ovum pick-up; reproducéo assistida
equina; competéncia oocitaria.



ABSTRACT

MIRANDA, R.S. EFFECT OF EQUINE METABOLIC SYNDROME AND
DESLORELIN ACETATE ON FOLLICULAR DYNAMICS, OOCYTE
RECOVERY AND MATURATION IN AGED MARES. Botucatu — SP. 2026. 86p.
Defesa (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The present study aimed to evaluate the effect of Equine Metabolic Syndrome
(EMS) on follicular dynamics, oocyte recovery through ultrasound-guided
follicular aspiration (ovum pick-up, OPU), and in vitro oocyte maturation, as well
as to verify whether stimulation with deslorelin acetate could modulate these
parameters in aged mares. Seven mares with a mean age of 24.29 + 1.60 years
were used, classified as EMS positive (n=4) or negative (n=3), allocated in a
sequential cross-over design, receiving or not 125 pg of deslorelin acetate IM
every 12h. Treatment was initiated when the largest follicle reached between 11
to 13 mm and maintained until 22 to 24 mm. OPU was performed when the largest
follicle reached between 25 to 27 mm, and the recovered oocytes were matured
in vitro. A total of 63 OPU sessions were performed, 37 in the Control group and
26 in the Deslorelin group. Statistical analyses showed that mares with EMS
tended to have a longer interval between OPU sessions (11.87 vs. 9.26 days;
P=0.079), and deslorelin increased the interval between OPU sessions (12.06
vs. 10.19 days; P=0.027) and showed a trend toward an increased interval
between the emergence of the first follicle 210 mm and OPU (7.74 vs. 6.55 days;
P=0.076). The other reproductive parameters did not reach statistical
significance. Regarding follicular dynamics, both EMS (P<0.001) and deslorelin
(P=0.039) significantly altered the curvature of the largest follicle. In the stratified
analysis, there was a significant difference in the diameter of the largest follicule
(P=0.004) and the third largest follicle (P=0.027) at the end of treatment, with the
EMS-positive Deslorelin subgroup presenting the lowest values. However, the
estimate for the largest follicle showed a collapsed between-mare variance,
which weakens the inference. Deslorelin, as the main treatment effect, reduced
the diameter of the second largest follicle (18.37 vs. 21.62 mm; P=0.033) and
increased the asymmetry between the largest and second largest follicles on the
day of OPU (8.63 vs. 4.64 mm; P=0.008), without interaction with metabolic
status. The results indicate that deslorelin did not reverse the possible effects of
EMS on reproductive function and that its impact was more associated with
specific alterations in follicular dynamics than with a generalized impairment of
reproductive indices

Keywords: insulin dysregulation; ovum pick-up; oocyte competence; equine
assisted reproduction.



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Dinamica de crescimento (média predita + IC 95%) dos trés maiores
foliculos nos quatro subgrupos experimentais (SME positivo/negativo X
Controle/Deslorelina). (a) maior foliculo (F1); (b) segundo maior foliculo (F2);
(c) terceiro maior fOlICUIO (F3)......uuiiiiiiiiiieee e 58



vii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Médias marginais = Erro Padrdo dos parametros foliculares e
oocitarios de éguas idosas submetidas a OPU, segregadas por tratamento
(Controle e Desloreling)..........oociiiiiie e 55

Tabela 2. Médias marginais + Erro Padréo dos parametros foliculares e
oocitarios de éguas idosas submetidas a OPU, segregadas por status
metabdlico (Negativo= sem SME; Positivo= com SME)....................eeee v 56

Tabela 3. Comparacbes das médias marginais (mm) + Erro Padrdo dos
didmetros dos foliculos F1, F2 e F3 no inicio e no fim do tratamento, entre os
SUDQIUPOS EXPEITMENTAIS. .....uveieiiiiieeeeee e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e 59

Tabela 4. Comparacbes das medias marginais (mm) + Erro Padrdo dos
diametros dos foliculos F1, F2 e F3 no dia da OPU, entre os subgrupos
EXPEITMENTAIS. ...ttt ettt e e e e e bbb e e e e e e ee e e e e eeeenaan e e e e aaanne 59

Tabela 5. Média (mm/dia) = Erro Padrédo das taxas de crescimento folicular
nos ultimos 10 dias antes da OPU por grupo experimental.................ccc.vvveeee. 59

Tabela 6. Intervalo médio (dias) + Erro Padrdo entre a emergéncia da onda
até o inicio do tratamento (Deslorelina ou NaCl 0,9%), emergéncia da onda até
término do tratamento, inicio do tratamento até a OPU e fim do tratamento até



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMH: hormonio antimulleriano

ATP: adenosina trifosfato

BMP-15: proteina morfogenética 15

DI: desregulagéo insulinica

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

ECC: escore de condicéo corporal

FSH: horménio foliculo estimulante

GDF-9: fator de diferenciacédo de crescimento 9
GMOPS: meio de cultivo tamponado com MOPS
GnRH: hormonio liberador de gonadotrofina

hCG: gonadotrofina coridénica humana

ICSI: injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide
IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina-1
IL-1B: interleucina-1 beta

IL-6: interleucina-6

IM: intramuscular

IV: intravenoso

LH: hormdnio luteinizante

MIl: metafase Il

MIV: maturacao in vitro

mtDNA: DNA mitocondrial

OPU: ovum pick up, ou aspiracéo folicular transvaginal
PBS: solucao salina tamponada com fosfato

PGEZ2: prostaglandina E2

PGF2a: prostaglandina F2 alfa

PIVE: producdao in vitro de embrides

PVP: alcool polivinilpirrolidona

RI: resisténcia a insulina

RNAmM: RNA mensageiro

viii



ROS: espécies reativas de oxigénio

SFB: soro fetal bovino

SME: sindrome metabdlica equina

SOF: fluido ovidutal sintético

TGF-[3: fator de crescimento transformador beta
TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

ZP: zona pelucida



SUMARIO

CAPITULO L et e et e e et e e ettt e e e e et e e e e eaan s 1
1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA ...ooieeeeeeeecee ettt 2
2. REVISAO DE LITERATURA .....coi ittt ettt 3
2.1. Alteragbes hormonais e na dinamica folicular ..............ccccoe 4
2.2. ALEIaGOES OOCITANAS. ..vvvveieeeiiiiiiititee e e e e e e ettt e e e e e e e s sttt e e e e e e e s e aibb e e e eeeeeeen 8
2.3. Alteragbes metabolicas — Sindrome Metabdlica Equina.............ccoccvvveeiiiinneennn 11
2.4 Uso do acetato de deslorelina na reproduGao equing...........cccceeveveereiiveeeesnnnnen. 14
2.5 Aspiracao folicular @M EQUAS...........uiiiiiiiiie et 16
2.5.1 OVUIM PICK-UP . etttttiete ettt e e e e e e e e e e e e ean s ee e e eeeaan 18

2.6 MATUTAGAOD N VIEIO.....uuiiiiiiieee ettt 21
2.7 Injecédo Intracitoplasmatica de espermatozoide............coovvveeeiiiieeeiiiiieeeeiieeeenns 22

3. CONSIDERACGOES FINAIS ...ttt ettt ete e 24
4. HIPOTESE E OBJETIVOS ..ottt ettt st 25
I o [T T0] (TS O PRPR PP 25
4.2. ODJELIVO QEIAL.....c.ceeeiiieee e 26
4.3. Objetivos SPECITICOS .. .ciiiiiiiieic e 26

5. REFERENCIAS ...ttt 26
(07N =1 i U I 1SR 45
ARTIGO CIENTIFICO ...ttt ne e 46
RESUMO ... 46
I 101 0 To 1V o3 o TSP 48
2. Material € METOTOS .....ccoiiiiiiiii e 49
2.0 ANIIMAIS ...ttt e e 49
2.2. Grupos experimentais e parametros avaliados..............ccccccoeeiiiin . 51
2.3. Coleta de od6citos e maturagao oocitaria (in VItro).........c.vveeeeeeerniiivieeeneeennnninne 52
2.5, ANAIISE ESLALISTICA ... uvvreiiieeiiiiiiit it 54

3. RESULTADOS ..ottt e e e et e e e e e e e e era s 55

3.1 Efeito do acetato de deslorelina sobre os parametros foliculares e oocitarios...55
3.2 Efeito da SME sobre os parametros foliculares e 00CItarios ............................ 56
3.3 Efeitos da SME e do acetato de deslorelina sobre a dindmica folicular ......... 57

3.4 Efeitos da SME e do acetato de deslorelina sobre os intervalos temporais da
AINAMICA FOIICUIAT ....ve e e 60

4. DISCUSSAOD ..ottt e 60
B, CONCLUSAOD ..ot ettt e e e e e e e e e rnes 68



Xi

AGRADECIMENTOS ...t e e e e e e e e e e s 68
COMPETING INTERESTS STATEMENT ...oovtiiiii e 69
CREDIT AUTHORSHIP CONTRIBUTION STETAMENT ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee, 69

REFERENCIAS ...ttt ettt ettt te et te et et nsane s 69



CAPITULO 1



O 0 N o u b~ W N

w W W W W N N N N N N NN N NN PR RE R, R, R, R, R R
A W N B O O 00O N O Ul A W N P O O 0 N O 0 B W N B O©O

1. INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

A maioria dos equinos é criada para esporte ou lazer e, dependendo de
sua utilizacdo, a reproducdo ocorrerd ap6s o animal atingir seu potencial
maximo, seja como atleta (por exemplo, em corridas, enduro, salto) ou como
cavalo de lazer (por exemplo, clubes de poneis e equitacéo, turismo equestre).
A selecdo reprodutiva nesta espécie fundamenta-se no desempenho dos
individuos. Conforme a raca, o propoésito de utilizacdo e a regido geogréfica,
pode-se empregar ou ndo indices genéticos como critérios para 0 processo
seletivo. Muitos cavalos machos séo castrados em idade precoce para fins de
manejo, de modo que apenas os animais de alto valor sejam mantidos para
reproducdo. Assim, tanto machos quanto fémeas podem ser usados para
reproducao até atingirem idade avancada. Nestes casos, quando permitido pelo
livro genealdgico da raga, as técnicas de reproducédo assistida sdo usadas para
reproduzir animais de elite inférteis por causas adquiridas e/ou de idade
avancada (Palmer, Chavatte-Palmer, 2020).

Nesse contexto, a técnica de aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia associada a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide
(OPU-ICSI) atingiu um nivel de eficiéncia na producdo de embrides, além de
proporcionar maior flexibilidade, permitindo a producéo de embrides em qualquer
época do ano e a utilizacdo de sémen com qualidade e/ou quantidade reduzidas,
além de apresentar consisténcia nas taxas de prenhez (Claes et al., 2019). Mais
do que nunca, esta tecnologia esta sendo rapidamente adotada pela industria
equina (Stout, 2019; Squires, 2019), uma vez que abre novas oportunidades
tanto para o melhoramento genético das populacdes equinas como para o
potencial comercial oferecido por um embrido congelado de qualidade, que pode
ser comercializado em todo o mundo (Lazzari et al., 2020).

Entretanto, estudos apontam que éguas idosas utlizadas como
doadoras de odcitos para ICSI apresentam taxas de prenhez reduzidas e indices
mais elevados de perda embrionéria (Frank et al., 2019). Além disso, o avanco
da idade esta associado a diminuicdo no numero de foliculos aspirados, reducéo
da quantidade de odcitos recuperados e uma tendéncia a menor producdo de
blastocisto por égua (Cuervo-Arango et al., 2019a). Paralelamente as alteracdes
resultantes do envelhecimento reprodutivo, alteracbes metabdlicas também

podem interferir no ambiente ovariano. Eguas com Sindrome Metabdlica Equina
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(SME) apresentam alteragbes no ambiente intrafolicular, como modificacbes nas
concentragbes de insulina, adiponectina, leptina e citocinas (Sessions-
Bresnahan, Carnevale, 2014). Entretanto, os efeitos da desregulacao insulinica
sobre a dindmica folicular, a maturacdo oocitaria e 0 desenvolvimento
embrionario em éguas ainda ndo estdo completamente elucidados.

Utilizar um farmaco que aumente as taxas de maturacdo in vitro de
oocitos nas éguas é de grande interesse, uma vez que pode incrementar
significativamente o nimero de embrides obtidos por ICSI, otimizando assim 0s
resultados da técnica. Diferentemente de outras espécies, a égua apresenta
resposta limitada a protocolos de superovulacdo. Assim, os farmacos sédo
utilizados com o objetivo de levar & codominancia entre os foliculos e aumentar
a frequéncia de duplas ou triplas ovulagdes (Squires, McCue, 2007). Nesse
sentido, o acetato de deslorelina € uma alternativa para estimular a secrecéo
endoégena do hormonio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante
(LH), uma vez que o FSH promove o crescimento folicular (Ginther, Bergfeldt,
1990). Contudo, ha uma lacuna na literatura sobre os efeitos de baixas doses de
deslorelina especificamente em éguas idosas doadoras de oocitos com SME.
Portanto, investigar se esse protocolo farmacoldgico pode favorecer a dinamica
folicular, a qualidade oocitaria e o perfil hormonal desses animais € importante
para aumentar as taxas de producdo de embrides através da reproducao

assistida e garantir a viabilidade comercial de doadoras em idade avancada.

2. REVISAO DE LITERATURA

O avanco da idade compromete o sucesso reprodutivo de éguas por
varios fatores, muitos deles bastante complexos, que contribuem para a
diminuicdo da fertilidade a medida que envelhecem (Scoggin, 2015). Entre os
principais fatores, destacam-se a reducao da qualidade oocitaria (Carnevale et
al.,, 1999) e a diminuicdo na populacdo de foliculos antrais e primordiais
(Carnevale, 2008; Claes et al., 2017), além de alteracdes degenerativas no Utero
e de conformacédo vulvar. Somam-se a isso falhas no desenvolvimento das
membranas fetais (Scoggin, 2015), aumento das taxas de perda embrionaria
precoce (Ball et al., 1986) e, consequentemente, menor indice de nascimento de
potros vivos (Scoggin, 2015). Contudo, éguas idosas sao frequentemente

mantidas na reproducdo por seus elevados valores genéticos e/ou de
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performance, e ndo propriamente pela sua fertilidade (Claes et al., 2017).

A égua € considerada um excelente modelo animal para estudo da
reproducao humana. O trato reprodutivo da fémea equina € facilmente acessivel
para monitoramento e manipulacbes. Além disso, as caracteristicas do
desenvolvimento folicular na égua sao semelhantes as observadas em
mulheres, culminando na ovulagcdo de um unico foliculo ap6s uma longa fase
folicular. Alteragcfes na fertilidade e na ciclicidade associadas a senescéncia na
égua sdo semelhantes as observadas em mulheres, atribuindo-se a reducéo da
atividade ovariana como a principal causa. Assim, a égua fornece um modelo
paraintegrar pesquisas sobre a maturacdo oocitéria in vivo e sobre as alteracfes
associadas a idade no ciclo, no foliculo e no odcito (Carnevale, 2008).

2.1 Alteragdes hormonais e na dinamica folicular

Em éguas e mulheres, a populacéo total de foliculos primordiais esta
presente antes do nascimento e ha um declinio progressivo conforme a fémea
envelhece devido a atresia e ovulacdo. Acredita-se que a reducdo do niumero de
foliculos em crescimento e subsequente cessacdo da atividade reprodutiva
sejam consequéncias diretas do esgotamento dessa reserva ovariana (Monget
et al., 2012; Monniaux et al., 2014). Embora o encerramento da atividade
ovariana varie entre individuos, ocorrendo geralmente apdés os 20 anos em
éguas (Carnevale et al., 1994; Wesson e Ginther, 1981; Vanderwall e Woods,
1991) e apds os 50 anos em mulheres (te Velde et al., 1998), a subfertilidade
manifesta-se antes do esgotamento total dos foliculos.

Nas fémeas equinas observa-se reducdo da fertilidade a partir dos 10
anos de idade (Scoggin, 2015), sendo esta reducdo provavelmente mais
relacionada com a queda na qualidade dos oécitos (Carnevale, Ginther, 1995).
Estudos comparativos indicam que, em ambas as espécies, 0 inicio da
subfertilidade ocorre aproximadamente uma década antes do fim da fertilidade,
tornando-se mais acentuada em mulheres a partir dos 35 anos (Healy et al.,
1994; Buratini et al., 2022).

A reserva folicular ovariana sofre um declinio quantitativo progressivo ao
longo da vida. Em mulheres, o niumero de foliculos primordiais foi estimado em
300.000 na fase pré-pubere (Baker, 1963), reduzindo-se a algumas centenas ou

milhares a medida que a menopausa se aproxima. Apds a menopausa, ocorre
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uma perda relativamente completa desses foliculos (Richardson et al., 1987). De
forma anéloga, em fémeas equinas e poneis entre 2 e 4 anos, o numero medio
de foliculos primordiais foi estimado em 35.950, com ampla variacéo individual,
de 5.600 a 75.000 (Driancourt et al., 1982), sendo observada a queda do numero
de foliculos antrais em éguas com idade média de 23 anos (Claes et al., 2017).
Hyde et al. (2022) observaram um efeito da idade na populacéo folicular pré-
antral, no qual éguas entre 4 e 9 anos apresentavam 152.664 foliculos pré-
antrais por ovario enquanto acima de 20 anos apresentavam 11.750.

O envelhecimento reprodutivo em mulheres manifesta-se inicialmente
pela reducdo do ciclo menstrual (Treloar et al., 1967; Sherman et al., 1976;
Vermeulen, 1993; Mobbs, 1998; Johannes, Crawford, 1999), alteracdo atribuida
a diminuicao da fase folicular, com fases lateas e concentragdes de progesterona
semelhantes. As concentracdes de FSH estdo aumentadas em mulheres mais
velhas durante a fase folicular inicial e diminuem a medida que as concentracdes
de estradiol aumentam, enquanto as concentracdes de LH ndo sofrem
alteracoes significativas (Sherman et al., 1976). Alteracdes no desenvolvimento
folicular em mulheres entre 40-45 anos foram atribuidas a um recrutamento e
selecdo mais precoces do foliculo dominante, estimulado pelo aumento do FSH
durante a fase lutea tardia do ciclo anterior. O diametro médio do foliculo pré-
ovulatério foi de 19,8 mm em mulheres entre 40-45 anos e de 21,9 mm em
mulheres entre 20-25 anos (Soules et al., 2000).

Em geral, a égua apresenta uma progressao da vida reprodutiva apés a
puberdade que compreende ciclos normais, encurtados, alongados,
intermitentes e, por fim, a senescéncia reprodutiva. A progressao dessas fases
e aidade de cessacao da reproducédo dependem de cada égua, com um possivel
componente genético associado (Carnevale, 2017).

Assim como em mulheres, éguas de meia-idade entre 15 e 19 anos
apresentam uma reducédo de 15% na duracédo da fase folicular e ovulam foliculos
significativamente menores, sem alteracdo na duracdo da fase lutea. Esses
efeitos no ciclo parecem decorrer de alteracfes nas concentracées de FSH, que
aumentam mais cedo na fase latea e atingem niveis mais elevados em éguas de
meia-idade. Apesar do estimulo hormonal, a taxa de crescimento folicular nessas
fémeas foi significativamente menor que a observada em éguas jovens
(Carnevale et al., 1993).
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Aumento nos niveis de FSH, sem altera¢des nas concentracdes de LH,
parece ser o sinal inicial do envelhecimento reprodutivo em ambas as espécies.
Hipotetiza-se que essas alteracdes hormonais reflitam falha nas secrecdes
ovarianas de hormdnios que modulam o FSH, como a inibina, ativina, estradiol
e folistatina (Soules et al., 2000), o que aceleraria 0 esgotamento da reserva
ovariana ao estimular maior propor¢ao de foliculos primordiais a entrar no pool
de foliculos em desenvolvimento e atresia posterior (Richardson et al., 1987).
Entretanto, Ginther et al. (2009) ndo encontraram diferengas nas concentracdes
sisttmicas de estradiol, no diametro do foliculo pré-ovulatério e no fluxo
sanguineo folicular antes da ovulagéo de éguas idosas, de meia-idade e jovens.

Com o avanco da senescéncia, a duracdo do ciclo e as concentracdes
de gonadotrofinas aumentam. Eguas com 20 anos apresentaram intervalos
interovulatorios e fases foliculares mais longos do que éguas jovens (Carnevale
et al., 1993), sendo associado a um atraso de 3 dias no surgimento do foliculo
dominante (Ginther et al., 1993) e reducédo na taxa de crescimento do foliculo
ovulatorio (Carnevale et al., 1993), podendo evoluir para inatividade ovariana em
37% das éguas acima de 24 anos (Vanderwall, Woods, 1991). Somente 50% de
eguas poneis com 20 anos apresentaram ovulacdes sequenciais, enquanto 19%
nao apresentaram desenvolvimento folicular ou ovulacdo durante 60 dias de
monitoramento (Carnevale et al., 1994).

O envelhecimento em éguas também esta associado a uma reducéo na
populacdo de foliculos antrais (Ginther et al., 2008, 2009; Claes et al., 2017),
embora exista uma variacdo ampla entre éguas de diferentes idades (Claes et
al., 2015). Além disso, o numero de foliculos primordiais, que representam a
reserva ovariana, reduz com a idade devido a atresia e ovulacdo durante cada
onda folicular. O esgotamento do “pool” de foliculos resulta em falhas ovulatérias
e cessacao dos ciclos estrais (Carnevale, 2008). Todavia, a idade em que a
senescéncia ovariana se estabelece é variavel (Vanderwall, Woods, 1991),
sugerindo que existam diferencas inerentes no niumero de foliculos primordiais
entre éguas da mesma idade (Claes et al., 2017).

Com o avanco da idade, éguas com baixa contagem de foliculos antrais
apresentaram intervalos interovulatérios e fases foliculares mais longas quando
comparado as éguas com média ou alta contagem. Isto sugere que a reserva

folicular em éguas mais velhas pode influenciar as alterac6es nos parametros de
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fase folicular e corrobora com o conceito de que a idade reprodutiva e a idade
cronoldgica séo variaveis distintas na égua (Claes et al., 2017). Tais diferencas
sdo bem descritas na espécie humana, na qual a taxa de envelhecimento
ovariano varia entre individuos, de modo que mulheres com a mesma idade
cronologica podem apresentar diferentes graus de envelhecimento reprodutivo
(Broekmans et al., 2007; Alviggi et al., 2009). Essas diferencas sdo atribuidas
tanto ao numero de foliculos primordiais presentes ao nascimento, bem como as
variacdes na taxa de deplecéo folicular ao longo da vida, processo que determina
a duracao da vida reprodutiva e 0 momento da menopausa (Thomas et al., 2001;
Broekmans et al., 2007).

A deplecao da reserva folicular parece ser um dos fatores determinantes
da senescéncia ovariana em éguas idosas. Um menor numero de foliculos
primordiais em éguas idosas indica que a reserva ovariana diminui com a idade
(Haag et al., 2013; Claes et al., 2017). Independentemente da reducédo dos
foliculos primordiais associada a idade, o numero desses foliculos varia
amplamente entre éguas da mesma faixa etéaria, sugerindo que ha diferencas
entre as éguas na populacédo de foliculos primordiais (Driancourt et al., 1982).
Embora a deplecéo total de odcitos ndo tenha sido verificada em éguas idosas
sem atividade reprodutiva, o declinio e a subsequente faléncia de foliculos
antrais foram documentados (Vanderwall, Woods, 1991; Carnevale et al., 1994),
e sugerem fortemente o esgotamento da reserva ovariana, assim como acontece
em mulheres (Monniaux et al., 2014). Apesar da vida reprodutiva da égua ser
aproximadamente metade da mulher, a espécie equina parece ter menos
foliculos pré-antrais e uma progressao de deplecdo ovariana semelhante
(Carnevale et al., 2020).

Nesse contexto, o hormbénio antimulleriano (AMH), membro da
superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) (Claes et al.,
2015; Scarlet et al., 2018), exerce papel regulador crentral na foliculogénese.
Secretado pelas células da granulosa (Visser, Themmen, 2005), o AMH atua
inibindo tanto o recrutamento de foliculos primordiais (Durlinger et al., 1999),
guanto o crescimento de foliculos responsivos ao FSH (Durlinger et al., 2001;
Pellatt et al., 2011), impedindo que muitos foliculos primordiais iniciem o
crescimento simultaneamente (Vernunft et al., 2011). Em diversas espécies,

como bovinos e camundongos, as concentragbes de AMH refletem na populagéo



O 0 N o U b~ W N R

w W W W W N N N N N N N N NN PP R R R, R, R R R
A W N P O O 0O N O U B W N P O O 0O N O UL B W N —» O

de foliculos primordiais e antrais, servindo como biomarcador da reserva folicular
(Kevenaar et al., 2006; Ireland et al., 2008). No entanto, as concentracfes de
AMH variam amplamente entre individuos de idade semelhante (Ireland et al.,
2008).

Em éguas, as concentracbes de AMH apresentam correlagdo positiva
com a populagéo de foliculos antrais (Claes et al., 2015; Scarlet et al., 2018) e
sua concentracdo nao € influenciada pela fase do ciclo ou gestacéo (Claes et al.,
2015), embora exista uma varia¢do substancial entre as éguas (Almeida et al.,
2011). Vernunft et al. (2011) demonstraram que fémeas com maior niumero de
foliculos aspiraveis apresentaram niveis significativamente maiores de AMH do
gue éguas com poucos foliculos.

Claes et al. (2015) observaram que as concentracdes plasmaticas de
AMH variam amplamente entre as éguas de grupos etarios semelhantes. Além
disso, tanto a populacdo folicular quanto as concentracdes de AMH foram
significativamente menores em éguas idosas. Os autores concluiram que a
mensuracdo desse hormdnio representa um indicador mais fidedigno da idade
reprodutiva do que a idade cronolégica da égua. Contudo, é importante destacar
gue, em mulheres, o AMH é um marcador confiavel da reserva ovariana, mas
nao deve ser utilizado como um indicador da qualidade oocitaria (Buratini et al.,
2022).

2.2 Alteracdes oocitarias

Segundo Carnevale et al. (2010), a qualidade e a competéncia oocitaria
diminuem a medida que aumenta a idade das éguas, devido a permanéncia
desses gametas na fase dipléteno da préfase | da meiose até o0 momento em
qgue forem recrutados. Este fato foi evidenciado durante a transferéncia de
oQcitos para receptoras jovens, nos quais ooécitos de éguas doadoras idosas
resultaram em menor taxa de gestacdo (31%) em compara¢do com odcitos de
éguas doadoras jovens (92%) (Carnevale, Ginther, 1995). Tais resultados
podem ser atribuidos a alterac6es morfoldgicas associadas a idade (Scoggin,
2015). Sob microscopia éptica e eletrbnica, oocitos de éguas idosas apresentam
maior vacuolizacao e alteracdes de forma (Carnevale et al., 1999). Além disso,
a aparéncia do ooplasma e a expansao das células do cumulus mostraram-se

inferiores em animais senescentes (Carnevale et al., 2005).
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Altermatt et al. (2009) avaliaram a morfologia de odcitos coletados de
foliculos em maturacdo durante o estro de éguas jovens e idosas. Nos odécitos
de éguas idosas, embora o tamanho do ooplasma fosse semelhante, a zona
peltcida (ZP) era significativamente mais fina, enquanto o volume interno da ZP
e 0 espaco perivitelino eram maiores. Esses achados sdo compativeis com o
aumento de tamanho dos odcitos de éguas idosas antes da maturacéo,
potencialmente associado a alteracbes em fatores especificos do odcito
(Campos-Chillon et al., 2015). O maior volume interno de ZP e espaco
perivitelino aumentado estdo associadas a menor potencial dos odcitos
resultarem em gestacéo (Altermatt et al., 2009). Nao se sabe se a qualidade
oocitaria é afetada por fatores ovarianos alterados durante o crescimento do
oocito ou se as morfologias anormais refletem foliculos insuficientes para um
processo de selecdo adequado (Carnevale, 2017).

Entretanto, Frank et al. (2019) avaliaram o0citos equinos de um
programa de reproducéo assistida e ndo observaram associacdo clara entre a
idade e a morfologia oocitaria ou potencial de desenvolvimento do od4cito. Em
humanos, ha estudos que comparam a morfologia oocitaria, mas nao esta
elucidado se morfologias especificas séo preditivas do desenvolvimento
embrionario (Balaban, Urman, 2006; Yu et al., 2015). Por outro lado, alteracdes
cromossomicas relacionadas ao envelhecimento reprodutivo parecem constituir
um mecanismo mais consistente. Em éguas, o avanco da idade foi associado a
maior frequéncia de desalinhamento cromossémico em odcitos maturados in
vitro e a alteracbes na coesdo centromeérica, incluindo maior incidéncia de
aneuploidia e separacdo prematura de cromatides-irmas (Rizzo et al., 2019;
2020). Na espécie humana, a associacdo entre idade materna avancada e
aumento da aneuploidia esta bem estabelecida, sendo atribuida principalmente
a erros de segregacdo cromossdmica durante a meiose (Pellestor et al., 2006;
Nagaoka et al., 2012).

No nivel molecular, a comunicacdo entre o odcito e o ambiente folicular
também é afetada. O fator de diferenciacdo de crescimento 9 (GDF-9) e a
proteina morfogenética 15 (BMP-15), pertencentes a familia TGF-B, sao
secretados exclusivamente pelo odcito em varias espécies, como coelhos,
camundongos, ovelhas e vacas (El-Fouly et al.,, 1970; Dong et al., 1996;

Galloway et al., 2000; Juengel et al., 2009), e podem refletir de forma mais
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precisa na qualidade oocitéria e/ou funcéo ovariana (Scarlet et al., 2025).

O BMP-15 é responséavel pela sinalizacdo oocitaria, participando do
recrutamento do foliculo primordial, proliferacdo das células da granulosa e da
teca, e na comunicagcdo com as células do cumulus, além de influenciar na
maturacao e qualidade oocitaria (Wu et al., 2007; Sanfins et al., 2018). J&4 0 GDF-
9 est4 relacionado com a expansao das células do cumulus, atuando através da
regulacdo de enzimas envolvidas neste processo e criando um ambiente
adequado para o desenvolvimento oocitario (Yan et al., 2001; Pangas, Matzuk,
2005). Ambos se relacionam com a competéncia oocitaria ao final da maturacdo
(Rodriguez, Farin, 2004; Feuerstein et al., 2006).

Em humanos, a expressao do GDF-9 e BMP-15 nas células do cumulus
esta diretamente relacionada a maturagcédo oocitaria, fertilizacdo, qualidade do
embrido e resultado da gestacéo (Li et al., 2014), enquanto em equinos, sua
expressao esta associada ao desenvolvimento do odcito (Scarlet et al., 2017) e
a idade da égua (Campos-Chillon et al., 2015).

Um estudo realizado por Campos-Chillon et al. (2015) visou comparar a
expressao génica durante a maturacao folicular em éguas jovens e idosas. Nos
odQcitos, os transcritos de BMP-15 e o GDF-9 foram quantitativamente menores
em éguas idosas, sugerindo diferencas entre os grupos etarios na fisiologia
folicular e competéncia oocitaria. Somado a isso, o0 aumento precoce do
transcrito da fosfodiesterase 4D nas células do cumulus sugere que a maturagao
oocitaria pode ser iniciada mais cedo nos foliculos de éguas idosas.

Além dessas alteracbes morfolégicas e moleculares, odcitos de éguas
idosas também sofrem alteracdes mitocondriais, com reducdo numeérica e
alteracdes estruturais, como edema e perda da arquitetura interna (Rambags et
al., 2006; 2014). Essas alteracdes podem modificar eventos complexos e
altamente dependentes de energia envolvidos na maturacao oocitaria, reduzindo
sua viabilidade (Scoggin, 2015).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é um processo
normal durante a fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Carnevale et al., 2020).
Respostas enzimaticas redox naturais e defesas antioxidantes previnem o
acumulo excessivo de ROS nas células (Winyard et al., 2005). Entretanto, o
envelhecimento ocasiona a reducao destes mecanismos de defesa (Sasaki et

al., 2019), podendo levar ao estresse oxidativo, potencial disfungédo mitocondrial
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e mutacdes no DNA mitocondrial (mtDNA) (Bentov, Casper, 2013). A exposicao
prolongada a ROS, aliada a auséncia de histonas protetoras, torna o0 mtDNA
mais propenso a mutacdes (Bentov et al., 2011; Babayev, Seli, 2015).

Odcitos de fémeas idosas sdo expostos por periodos mais longos a
niveis elevados de ROS, o que leva a mais mutacdes no mtDNA e a uma falha
progressiva no metabolismo oxidativo mitocondrial (Eichenlaub-Ritter et al.,
2004). Isso pode contribuir para doencas metabdlicas e infertilidade em geracdes
subsequentes (Rebolledo-Jaramillo et al., 2014).

A reducédo do fornecimento local de adenosina trifosfato (ATP) pelas
mitocondrias pode afetar a formacédo do fuso meiédtico e a regulacdo da meiose
em fémeas idosas (Eichenlaub-Ritter, 2012; Krisher, 2019). AlteracdOes
mitocondriais nos o6citos associadas ao envelhecimento ocorrem tanto em
eguas quanto em mulheres e causam nao apenas reducédo da fertilidade em
fémeas idosas, mas também potenciais altera¢cées nas mitocondrias da prole
(Carnevale et al., 2020).

2.3 Alteracdes metabodlicas — Sindrome Metabolica Equina

Diferente de uma patologia especifica, a Sindrome Metabdlica Equina
(SME) é definida pelo Consenso do Colégio Europeu de Medicina Interna Equina
como um conjunto de fatores de risco para o desenvolvimento da laminite
endocrinopatica (Frank et al., 2010; Durham et al., 2019). A caracteristica central
e 0 achado mais consistente da SME € a desregulacdo insulinica (DI),
caracterizada pelo desequilibrio entre as concentracdes plasmaticas de glicose,
insulina e lipidios (Durham et al., 2019), frequentemente associada a obesidade
(Johnson, 2002). Embora a laminite seja a principal consequéncia clinica da
SME, os animais acometidos podem manifestar outros distlrbios metabdlicos,
como hiperlipidemia, hiperglicemia e hipertrigliceridemia (Durham et al., 2019).

A DI pode se manifestar de diversas maneiras, como hiperinsulinemia
basal; resposta insulinémica excessiva ou prolongada a administracéo oral ou
intravenosa de carboidratos, com ou sem hiperglicemia excessiva ou prolongada
("intolerancia a glicose"); e resisténcia a insulina (RI). Além disso, a
hipertrigliceridemia também pode surgir como consequéncia da Rl (Durham et
al., 2019).
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A obesidade é definida como o aumento da adiposidade regional ou
generalizada. Em equinos, a adiposidade regional caracteriza-se pelo aumento
do tecido adiposo subcutaneo ao redor do ligamento nucal, base da cauda,
regido escapular, glandulas mamarias e prepucio (Frank et al., 2010). Embora a
obesidade seja observada na maioria dos casos, alguns equideos acometidos
apresentam uma condicao corporal mais magra aliada a adiposidade regional,
enquanto outros mantém um escore de condigdo corporal normal (Bailey et al.,
2008; Frank et al.,, 2010). Esses animais acometidos aparentam ser
geneticamente predispostos a necessitar de menos calorias para manter um
peso corporal adequado, fenotipo conhecido como “easy keepers” (Frank, 2008;
Argo et al., 2012).

Outras caracteristicas variaveis da SME incluem alteracdes
cardiovasculares, como aumento da pressao arterial, da frequéncia cardiaca e
das dimensdes cardiacas (Bailey et al., 2008; Heliczer et al., 2017), além da
desregulacéo do tecido adiposo. Essa ultima manifesta-se por concentracdes
plasmaticas anormais de adipocinas, incluindo hipoadiponectinemia,
hiperleptinemia (Carter et al., 2009; Menzies-Gow et al., 2017), e por aumento
de citocinas pro-inflamatorias (Vick et al., 2007; Durham et al., 2019). A leptina é
um hormdnio responsavel por manter a condi¢cao corporal através da regulacéo
do apetite, enquanto a adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina e reduz
a inflamacéo (Durham et al., 2019).

Estudos indicam que pobneis e animais das racas como “Welsh”,
“Morgans”, Quarto de Milha, Arabe, Crioula, Mangalarga Marchador, Campolina
e racas de origem britAnica sdo mais predispostos a sindrome devido a
susceptibilidade genética (Frank, 2008; Manso Filho et al., 2009; Karikoski et al.,
2011; Geor et al., 2013; Magalhdes et al., 2014; Drumond et al., 2016). A idade
também € um fator determinante, jA& que alguns autores relataram que
aproximadamente 15% dos animais acima de 15 anos desenvolveram a
sindrome (Schott et al., 2001; Donaldson et al., 2002; McGowan e Neiger, 2003).
Além disso, as concentracdes de insulina sédo significativamente maiores em
cavalos e poneis mais velhos (Nielsen et al., 2010; Morgan et al., 2014; Hart et
al., 2016; Rapson et al., 2018), o que, somado a reducao nas concentragdes de
adiponectina em animais mais velhos, corrobora a associacao da idade com a
DI (Kawasumi et al., 2015).
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A SME, RI e/ou hiperinsulinemia tém sido relacionadas a subfertilidade
em éguas. Acredita-se que os sinais enviados ao cérebro sobre o status
metabdlico podem controlar a sazonalidade, especialmente a ocorréncia e
duragdo do anestro sazonal (Burns, 2016). Um estudo realizado por Fitzgerald
et al. (2002) demonstrou que uma grande proporcdo de éguas obesas
permaneceu ciclando durante o inverno, em comparacdo com eéguas em
adequado escore de condicdo corporal (ECC). Estudos subsequentes
concluiram que o fator determinante para a auséncia de anestro sazonal nao foi
a concentracdo sérica de leptina, mas sim o excesso de balanco energético
(Cadario, Archbald, 2022).

Em éguas, obesidade e a Rl estdo associadas a alteracdes nos ciclos
estrais (Sessions et al., 2004), foliculos anovulatérios (Vick et al., 2006) e
aumento dos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta
(IL-1B) e interleucina-6 (IL-6) (Vick et al., 2007). Em mulheres, a obesidade esta
igualmente associada a diminuicdo da fertilidade relacionada a anovulagéo
(Rich-Edwards et al., 2002) e a reducdo das taxas de concepcédo e gravidez
guando ocorre a ovulacdo (Gesink Law et al., 2007).

Pesquisas apontam que os hormdnios metabdlicos e as citocinas
envolvidas na SME estdo associados a disturbios do desenvolvimento folicular
em outras espécies. A presenca de receptores de insulina em diferentes locais
no ovario, como odécitos e células da teca e da granulosa, torna o ovario um
orgao-alvo da acao desse hormonio (Dupont, Scaramuzzi, 2016). Em ratas, a
administracdo de leptina exdgena interfere no desenvolvimento do foliculo
dominante e na sua ovulagéo (Duggal et al., 2000). Ja a adiponectina diminui a
esteroidogénese induzida por insulina e aumenta a proliferacdo de células da
granulosa bovina cultivadas induzida por fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1) (Maillard et al., 2010). Além disso, concentracfes elevadas de
acidos graxos livres no fluido folicular estdo associadas a reducéo das taxas de
maturacao e fertilizacdo dos odcitos e baixa qualidade de embries em bovinos
(Leroy et al., 2005), camundongos (Wu et al., 2010) e humanos (Jungheim et al.,
2011).

Embora o aumento de triglicerideos intracelulares possa ser benéfico
para a criotolerancia (Carro et al., 2013), o excesso de lipidios pode levar ao

bY

estresse do reticulo endoplasmatico, a reducdo da fungdo mitocondrial e a



O 0 N o U b~ W N R

w W W W W N N N N N NN N NN NN PP PR R, R, R, R R
A W N P O O 0O N O U1 B W N P O O 0O N O UL B W N —» O

14

lipotoxicidade (Wu et al., 2010). O estresse do reticulo endoplasmatico, por sua
vez, prejudica a maturagdo oocitaria (Yang et al., 2012), o potencial mitocondrial
e o desenvolvimento embrionario (Wu et al., 2012).

Quanto as citocinas, o aumento nos niveis de TNF-a inibe a
esteroidogénese e a ovulacdo em diversas espécies (Terranova, Rice, 1997). O
aumento de IL-18 em foliculos de mulheres com luteinizagdo prematura, em
comparacdo com foliculos normais (Chen et al.,, 1995), bem como o efeito
estimulatério dessa citocina na biossintese ovariana de prostaglandina E2
(PGE2) e prostaglandina F2 alfa (PGF2a) em dispersos ovarianos de ratas
(Kokia et al., 1992) indicam sua participacdo na ovulacdo e na luteinizagéo
(Sessions-Bresnahan, Carnevale, 2014). Paralelamente, o excesso de IL-6
suprime a funcéo reprodutiva, inibindo a ovulacéo, a sintese de estradiol e a
atividade da aromatase em células da granulosa de ratas e mulheres (Gosman
et al., 2006).

Por fim, o estudo de Sessions-Bresnahan e Carnevale (2014)
demonstrou que éguas com SME apresentam ou tendem a apresentar aumento
nos niveis de insulina, leptina, IL-18 e TNF-a, e redugao da adiponectina, tanto
no soro quanto no fluido folicular. Esses achados indicam que o ambiente
intrafolicular na égua €& fortemente influenciado por doencas metabdlicas.
Entretanto, ndo foram investigados nesse estudo os possiveis impactos da SME
no desenvolvimento folicular e na maturacdo oocitaria. Cabe notar que, em
mulheres submetidas a fertilizacdo in vitro, concentracdes mais baixas de leptina
no fluido folicular sdo um marcador de sucesso na reproducédo assistida (Spicer
et al., 1993).

2.4 Uso do acetato de deslorelina na reproducao equina

A acentuada variabilidade na duracdo do estro e a dificuldade em
predizer com precisdo o momento da ovulagdo na égua levaram ao
desenvolvimento de métodos para o controle do ciclo estral e da ovulacdo (Melo
et al., 2012). Tais métodos baseiam-se na administracdo de agentes indutores
da ovulacdo quando é detectada a presenca de um foliculo dominante de pelo
menos 35 mm e edema uterino de graus 3 e 4 (Silva et al., 2016).

Os principais agentes indutores da ovulacdo em éguas sdo a

gonadotrofina coribnica humana (hCG), o acetato de deslorelina (Greco, 2016)



O 0 N o U b~ W N R

w W W W W N N N N N N N NN NN PP PR R, R, R, R R
A W N P O O 0O N O U B W N P O O O N O UL B W N —» O

15

e 0 acetato de histrelina (Morrissey et al., 2019). A hCG atua mimetizando as
acOes biologicas do LH, enquanto os acetatos de deslorelina e histrelina
classificam-se como analogos do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) e
estimulam a liberacéo de LH pela adeno-hipéfise (Alvarenga et al., 2001; Gomes
et al., 2014; Morrissey et al., 2019).

Quimicamente, o acetato de deslorelina € um horménio peptidico
analogo do GnRH (Gomes et al., 2014), eficaz na inducdo da ovulacdo de
foliculos pré-ovulatérios por estimular a liberacdo de LH na hipofise anterior
(Campbell, 2012). Trata-se de um farmaco amplamente utilizado que apresenta
a vantagem de manter sua eficacia mesmo apés administracbes repetidas
(Ferris et al., 2012). Essa caracteristica o diferencia da hCG, que pode induzir a
formacdo de anticorpos anti-hCG, com consequente perda da eficacia
farmacologica em tratamentos subsequentes (Figueiredo et al., 2011).

Protocolos experimentais com GnRH para inducdo do estro e da
ciclicidade em éguas em anestro tem sido associados a ovulagdes multiplas em
parte das éguas tratadas. Nesse sentido, a administracdo de 100 ug
intramuscular (IM) de acetato de deslorelina a cada 12 horas, na presenca de
pelo menos dois foliculos com diametro entre 20 e 24 mm, foi capaz de induzir
dupla ovulacédo em 82% das éguas, em comparacdo com 0% do grupo controle
(Nagao et al., 2012). Posteriormente, a administracdo de baixas doses de
deslorelina também foi associada a inducéo de mdultiplas ovulacbes em éguas,
com ocorréncia de ovulacfes multiplas em 100% dos animais tratados (Azevedo
et al., 2015). Além disso, Bertoldi et al. (2018) observaram ovulacdo dupla em
70% das éguas tratadas exclusivamente com deslorelina.

A resposta ao acetato de deslorelina fundamenta-se no aumento da
secrecdo enddgena de FSH e LH, sendo que o aumento nos niveis de FSH
promove o crescimento folicular, uma vez que este horménio € responsivo a
aplicacdes exdgenas de analogos de GnRH (Ginther, Bergfeldt, 1990).

Entretanto, em diversas espécies, a administracdo continua de altas
doses de um agonista de GnRH induz uma hipersecrecdo inicial de
gonadotrofinas, seguida pela dessensibilizacdo da hipéfise e reducdo da
secrecdo hormonal - fenémeno conhecido como downregulation (Irvine,
Alexander, 1993). Nagao et al. (2012) observaram que tratamentos por periodo

mais curto (3 dias) favoreceram a ocorréncia de ovulagbes duplas sem
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desencadear o downregulation.

Em raz&o desse fend6meno, implantes de liberacdo lenta de deslorelina
estimulam uma liberacdo inicial de gonadotrofinas, mas a subsequente
regulacdo negativa dos receptores de GnRH na hipofise pode suprimir a funcéo
sexual (Goericke-Pesch, 2017). Estudos com poneis da raca Shetland
demonstraram supresséao do estro e comportamento estral apds tratamento com
tais implantes. O intervalo médio entre a colocagéo do dispositivo e a primeira
ovulacao foi de 40 dias para o implante de 4,7 mg e de 90 dias para o de 9,4 mg,
em comparac¢ao com apenas 20 dias no grupo controle (Kaps et al., 2021).

De maneira semelhante, intervalos interovulatérios prolongados podem
ocorrer em éguas tratadas com implante de 2,1 mg de deslorelina para indugéo
da ovulacao (Farquhar et al., 2001; Johnson et al., 2002; McCue et al., 2002).
Esse tratamento também foi associado a reducdo nas concentracdes
plasmaticas de FSH e alteracdes significativas na populacao folicular ovariana,
com predominancia de foliculos com diametro inferior a 15 mm (Farquhar et al.,
2002). Tais resultados sao interessantes para a técnica de aspiracéo
transvaginal (OPU) e subsequente ICSI, jA que, em equinos, as taxas de
recuperacdo de odcitos sdo consideravelmente maiores em foliculos com
diametro <15mm do que em foliculos maiores (Alm et al., 1997).

Contudo, ainda ndo ha estudos sobre os efeitos da administracdo de
doses baixas de acetato de deslorelina a cada 12 horas sobre a populacéo de

foliculos antrais e os niveis séricos de FSH em éguas idosas submetidas a OPU.

2.5 Aspiracao folicular em éguas

Historicamente, diferentes técnicas de coleta de odcitos in vivo foram
propostas, incluindo a aspiracdo do foliculo pré-ovulatorio através da
exteriorizacdo dos ovarios (Vogelsang et al., 1988) e a aspiracdo por via
transcutanea pelo flanco (McKinnon et al., 1986; Palmer et al., 1987). Contudo,
um marco importante ocorreu quando Bruck et al. (1992) demonstraram a
viabilidade da técnica de lavagem e aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia via transvaginal em éguas. Nesse estudo, os autores realizaram
a puncédo de quatro foliculos pré-ovulatérios e, embora apenas um odcito tenha
sido recuperado, o método foi considerado adequado para recuperagao oocitaria

in vivo.
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O uso de técnicas de producao in vitro de embriées (PIVE) favorece o
aproveitamento de fémeas subférteis que ndo alcangcam éxito na producado de
embrides in vivo, de fémeas em idade avancada (Fernandes et al., 2006;
McKinnon, Squires, 2007) e de animais que ndo podem ter a atividade atlética
interrompida, maximizando a eficiéncia reprodutiva (McKinnon, Squires, 2007).

Procedimentos de reproducao assistida, como a coleta de odcitos, a ICSI
e o cultivo de embrides, foram desenvolvidos para uso clinico em equinos e
humanos. Esses avancos permitem o estudo detalhado do oécito e fornecem
oportunidades para avaliar os efeitos deletérios do envelhecimento materno
sobre os gametas (Carnevale et al., 2020).

Atualmente, a coleta de od6citos associada a ICSI é utlizada
rotineiramente para a obtencéo de proles de éguas geneticamente valiosas e/ou
de baixa fertilidade (Scarlet et al., 2025). Com 0s avancos recentes, cerca de 60
a 70% dos oocitos recuperados atingem a metafase Il (Mll) apds a maturacao in
vitro (MIV) (Papas et al., 2021; Fonte et al., 2024). Posteriormente, cerca de 20
a 30% desses oocitos em Ml se tornam blastocistos apos a ICSI (Lazzari et al.,
2020; Fonte et al.,, 2024). Devido a grande variabilidade interindividual nos
resultados, a prépria égua é considerada o preditor de sucesso mais confiavel
(Cuervo-Arango et al., 2019a), embora o fator garanhao também influencie os
indices de producéo e ndo deva ser ignorado (Galli et al., 2016a).

A eficiéncia da OPU esté relacionada a disponibilidade de foliculos para
aspiracdo, as taxas de recuperacdo oocitaria, maturacdo in vitro e formacao de
blastocistos. O numero total de odcitos submetidos a maturacdo in vitro
correlaciona-se com o numero de foliculos aspirados, sendo esse um dos
principais fatores associados ao rendimento da producéo in vitro de embrides.
Além disso, a taxa de recuperacédo oocitaria € influenciada principalmente pelo
tamanho dos foliculos e pela experiéncia da equipe responsavel pelo
procedimento (Le Breton, Lewis, 2024).

O tamanho folicular, além de influenciar a taxa de recuperacéo oocitaria,
também estad relacionado a maturacdo dos odcitos. Goudet et al. (1997)
verificaram que a taxa de maturacdo nuclear e citoplasmatica aumenta
significativamente com o diametro folicular. Cuervo-Arango et al. (2019b)
relataram que éguas cujos foliculos aspirados eram todos menores que 10 mm

apresentaram menor taxa de maturacao oocitaria (49,9%) em comparagao com
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éguas com maior proporgao de foliculos 210 mm (57-62%).

2.5.1 Ovum pick-up

Existem duas abordagens principais para a obtencéo de odécitos da égua
doadora: aspiracdo do foliculo dominante estimulado, para recuperar um odécito
maturado in vivo pouco antes da ovulacdo; ou a aspiracao de todos os foliculos
imaturos nos ovarios, sem necessidade de estimulagdo ovariana prévia. Nesse
ultimo caso, o0s od6citos imaturos recuperados devem ser submetidos a
maturagdo in vitro. Biologicamente, o termo "maturado” refere-se ao odcito que
retomou a meiose e atingiu a metafase Il, estagio em que adquire competéncia
para fertilizacdo. O odcito retoma a meiose em resposta ao sinal endégeno do
LH ou apos estimulacdo exdgena com um analogo de GnRH ou de LH.
Atualmente, a aspiracao de foliculos imaturos € o método mais eficiente para a
rotina de ICSI (Hinrichs, 2018).

Para a selecdo de doadoras, Lazzari et al. (2020) recomendaram a
realizacdo de ultrassonografia transretal 1 a 3 dias antes da OPU para avaliar o
namero e o tamanho dos foliculos presentes nos ovarios. Os autores relataram
a importancia de no minimo 8 a 10 foliculos >10 mm como limiar para a
realizacdo da OPU. No entanto, em algumas éguas idosas, esse numero pode
estar reduzido e, apdés algumas semanas de monitoramento, a OPU sera
realizada mesmo com a presenca de apenas um foliculo viavel. Cabe ressaltar
gue a raca da égua influencia tanto a contagem folicular quanto as taxas de
producédo de embrides (Galli et al., 2014).

A aspiracao de foliculos imaturos pode ser realizada durante todo o ano.
Embora os foliculos sejam menores na estacdo nao reprodutiva, o numero de
foliculos presentes nao difere daquele na estacdo reprodutiva (Hinrichs, Schmidt,
2000; Choi et al., 2016), e taxas normais de maturacéo e de blastocistos podem
ser obtidas a partir de odcitos recuperados na estacao nao reprodutiva (Choi et
al., 2016).

O protocolo para a realizacdo da OPU exige que a fémea esteja
devidamente contida e em estacdo, sedada e com o reto vazio e o perineo
higienizado (Carnevale et al., 2004; Rodrigues, 2006). Segundo Ramirez-
Agamez et al. (2025), a higienizacdo da regido perineal deve ser rigorosa,

utilizando solucao de iodopovidona a 7,5%. A sedacgao consiste na combinacéo
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de cloridrato de detomidina (0,04 mg/kg, intravenoso (IV), dose Unica) e tartarato
de butorfanol (0,1 mg/kg, IV, dose Unica), podendo ser complementada com
bolus de cloridrato de xilazina (0,6 mg/kg, IV) e maleato de acepromazina (0,05
mg/kg, IV) para prolongar a sedagédo (Ramirez-Agamez et al., 2025). Flunixina
meglumina (1 mg/kg, IV) é administrada antes do procedimento devido a sua
acdo anti-inflamatoria e analgésica (Branden et al., 2025), juntamente com o
brometo de N-butil-hioscina (0,3 mg/kg, 1IV), que ser repetido conforme
necessario para promover o relaxamento retal e auxiliar na manipulagdo dos
ovarios (Ramirez-Agamez et al., 2025).

Durante o procedimento, cada ovario € posicionado contra o fundo da
parede vaginal para visualizacdo dos foliculos via transdutor ultrassonografico
convexo acoplada a uma guia de suporte, juntamente com a agulha de aspiracéo
(Carnevale et al., 2004; Rodrigues, 2006). Os foliculos sdo puncionados com
agulha de aspiracao calibre 12G (Lazzari et al., 2020) ou 16G (Mari et al., 2005),
de duplo fluxo, sendo lavados repetidamente (8 a 10 vezes) com meio
suplementado com heparina (5 Ul/mL) para prevenir a coagulacdo do fluido
folicular e do sangue (Lazzari et al., 2020). Uma particularidade da espécie
equina é a forte adesao do complexo cumulus-odcito a parede folicular; portanto,
em foliculos imaturos, é necessario escarificar repetidamente a parede folicular
para aumentar a recuperacao oocitaria (Hinrichs, 2018). A bomba de aspiracéo
€ calibrada com presséao variando entre 90 a 400 mmHg. Entretanto, presséo
muito alta pode causar lesdo e desnudamento nos odcitos (Rodrigues, 2006).

Apos a coleta, o fluido € filtrado com um filtro para embrides (Lazzari et
al., 2020), clarificado com 150 a 200 ml de meio (Rodriguez et al., 2021) e
colocado em placa de Petri para rastreamento e classificagdo dos odcitos em
estereomicroscopio. ApOGs o rastreamento, os odécitos sdo transferidos para
meios de cultura especificos, para posterior maturacéo in vitro (Carnevale et al.,
2001; Preis et al., 2004). O transporte de odcitos imaturos € realizado a 22°C por
até 24 horas em meios de manutencao tamponados, sem perda da viabilidade
(Choi et al., 2006; Galli et al., 2016b; Lazzari et al., 2020), permitindo que a coleta
ocorra a campo e o envio seja feito a laboratorios distantes (Foss et al., 2013;
Galli et al., 2016b). Contudo, deve-se evitar tanto o resfriamento excessivo (4-
7°C), que prejudica as taxas de maturacdo e de blastocisto (Diaw et al., 2018),

guanto temperaturas acima de 30°C, que induzem maturagéo precoce e deletéria
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no meio de manutencédo (Martino et al., 2014). Ja os odcitos oriundos de foliculos
pré-ovulatérios precisam ser mantidos a 37°C para evitar danos (Foss et al.,
2013).

Os odcitos recuperados dos foliculos imaturos encontram-se na préfase
| da meiose, e podem ser manipulados e mantidos durante a noite em
temperatura ambiente em meio de cultura simples, sem afetar a viabilidade ou o
desenvolvimento do blastocisto (Choi et al., 2006; Foss et al., 2013). Devido a
isso, h& grande flexibilidade no momento de trabalhar com oécitos imaturos —
eles podem ser colocados em maturacdo imediatamente ou mantidos durante a
noite, ou até mesmo por até duas noites (Foss et al., 2013), antes de serem
colocados em maturacao, permitindo assim que a ICSI seja agendada em um
momento conveniente (Hinrichs, 2018).

Diversos fatores influenciam as taxas de recuperagdo oocitaria, como
terapias hormonais com gonadotrofinas, fase do ciclo estral em que a fémea se
encontra, tamanho do foliculo e a experiéncia do profissional que ira realizar a
técnica (Fernandes et al., 2006). Os odcitos de foliculos em desenvolvimento
resultam em baixos indices de recuperacao (Deleuze et al., 2009) porque, em
equinos, ha uma camada de células da teca localizada abaixo da jungdo com o
cumulus, gerando uma maior aderéncia do oécito a parede folicular (Carnevale
et al., 2004). No entanto, a medida que o foliculo se desenvolve, o indice de
recuperacdo aumenta devido ao afrouxamento das juncdes entre as células do
cumulus e a parede folicular (Fernandes et al., 2006). Isso ocorre devido ao
aumento dos niveis de LH quando ha foliculos pré-ovulatorios ou pela
administracao exdégena de hormoénios (Carnevale et al., 2004).

O procedimento de OPU geralmente € bem tolerado em éguas
(Jacobson et al., 2010; Lazzari et al., 2020), podendo ser repetido a cada duas
semanas no manejo de rotina (Jacobson et al., 2010). Hinrichs (2018) relata nédo
administrar antibiéticos nas éguas de pesquisa, as quais sédo aspiradas a cada
14 dias durante todo o ano, para prevenir o desenvolvimento de bactérias
resistentes a antibiéticos. No entanto, éguas de clientes que sdo aspiradas
poucas vezes ao ano recebem antibidtico de amplo espectro. Complicacées
como abscesso ovariano, peritonite e O6bito sdo possiveis apdés a OPU
(Vanderwall, Woods, 2002; Bggh et al., 2003; Velez et al., 2012) devido a

translocacéo bacteriana da vagina para o peritdnio e ovario durante as multiplas
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puncbes. Todavia, tentativas de ‘limpar” a vagina, por exemplo, com
iodopovidona diluido, ndo devem ser realizadas, pois 0s antimicrobianos séo

toxicos para os odcitos (Hinrichs, 2018).

2.6 Maturacao in vitro

Os primeiros registros de maturagao in vitro de odécitos equinos foram
relatados por Fulka e Okolski (1981), onde coletaram o6citos de ovarios oriundos
de abatedouros e maturaram in vitro em intervalos de cultivo de 20 a 24 horas e
40 horas, sendo que esse Ultimo apresentou melhores resultados.

Para que ocorra o desenvolvimento embrionario, € necessario que o
o0cito passe pelo processo de maturagdo, que envolve alteracdes nucleares,
citoplasmaticas e moleculares, incluindo a retomada da meiose até a fase de Ml
(Landim-Alvarenga, Maziero, 2014). O processo de maturagdo citoplasmatica
envolve redistribuicio e mudancas morfoldégicas das organelas celulares
(Crocomo et al., 2011), enquanto a maturacdo molecular caracteriza-se pela
producdo e armazenamento de RNA mensageiro (RNAm), essencial para a
sintese proteica futura (Landim-Alvarenga, Maziero, 2014). A maturacéo nuclear
compreende a quebra da vesicula germinativa, a reorganizacao e a segregacao
cromossOomica (Crocomo et al., 2011), resultando na formacdo do primeiro
corpusculo polar. A presenca desse corpusculo € um dos critérios para identificar
0 o0cito que atingiu a MIl (Grgndahl, 1995; Curcio et al., 2006).

Em muitas espécies de mamiferos, incluindo equinos e humanos, 0s
oocitos oriundos de foliculos imaturos cultivados in vitro levam de 24 a 38 horas
para atingir a Mll, dependendo da espécie, por meio do procedimento conhecido
como MIV (Benammar et al., 2021). No entanto, odcitos de humanos destinados
a FIV convencional sdo normalmente maturados in vivo, ap0s a estimulacéo
hormonal (Youssef et al., 2016).

De acordo com Lazzari et al. (2020), os 004citos equinos transportados
em temperaturas de 18 a 22°C por 18 a 24 horas sao imediatamente transferidos
para o meio de maturacéao por 26 a 30 horas, a 38°C com 5% de CO.. De acordo
com Hinrichs et al. (2005), a duracdo necessaria da cultura de MIV é de 24 a 30
horas para oécitos com cumulus expandido e de 30 a 36 horas para oécitos com
cumulus compacto. Entretanto, como a técnica de OPU frequentemente

ocasiona a perda parcial dessas células, dificultando a classificagdo morfologica
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(Dell’Aquila et al., 2001), a maioria dos protocolos padroniza um periodo de
maturacdo de 28 a 30 horas para todos os o6citos coletados (Dell’Aquila et al.,
2003; Choi et al., 2007; Nelis et al., 2012; Foss et al., 2013; Hinrichs et al., 2014;
Martino et al., 2014).

Em equinos, a composicdo dos meios de maturacao difere entre
laboratérios (Hinrichs, 2018; Lazzari et al., 2020). Lazzari et al. (2020) descrevem
0 meio de maturacdo como uma mistura (1:1) de Ham's F12 e Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) com gonadotrofinas (0,1 Ul/mL de FSH e 0,1
Ul/mL de LH), fator de crescimento epidérmico (EGF) (50 ng/mL), 1 mM de
piruvato de sodio, 10% de soro fetal bovino e suplemento de insulina-
transferrina-selénio. Hinrichs (2018) utilizou o meio de cultura celular TCM-199
com 10% de soro fetal bovino e 5 mU/ml de FSH. Galli et al. (2007) encontraram
uma taxa de blastocisto mais alta quando um meio de maturacdo a base de
DMEM/F-12 foi usado. Mesmo com as variacdes laboratoriais, Maserati e Mutto
(2016) observaram em sua pesquisa que todos 0os meios continham pelo menos
FSH. O meio usado pelos autores continha LH (0,5 pg/mL), FSH (0,5 pg/mL),
EGF (0,5 ng/mL) e IGF-1 (100 ng/mL).

Os complexos cumulus-oécito sdo cultivados em gotas de 150 pL de
meio de maturacdo equilibrado, sob o6leo mineral leve, respeitando-se a
densidade de no maximo 15 odcitos por gota (Salgado et al., 2018). Apds a
incubacédo, os odcitos sdo submetidos ao desnudamento em meio contendo
hialuronidase (2,5 ug/mL) e, em seguida, pipetados para remoc&o mecéanica das
células do cumulus. Os odcitos desnudos que se encontrem em MIl retornam ao
meio de lavagem até o momento da ICSI (Lazzari et al., 2020).

Por fim, uma caracteristica relevante é que, embora possuam diametro
similar aos humanos (110-120 um) (Kiessling, 2007; Altermatt et al., 2009), os
oQcitos equinos apresentam quantidade elevada de lipidios intracitoplasmaticos.
Esses lipidios tendem a se polarizar durante a maturacdo nuclear (Ambruosi et
al., 2009), conferindo ao citoplasma uma aparéncia mais escura, o que dificulta

a obtencado de imagens (Carnevale et al., 2020).

2.7 Injecdo intracitoplasméatica de espermatozoide
A ICSI consolidou-se como procedimento de reproducdo assistida de

eleicdo em equinos (Benammar et al.,, 2021), devido as particularidades
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bioldgicas da espécie, como o endurecimento da ZP em odcitos maturados in
vitro, além da incidéncia de poliespermia apds a retracdo da ZP (Choi et al.,
1994) e a dificuldade em obter espermatozoides capacitados que consigam
penetrar 0os oo6citos maturados in vitro (Alm et al., 2001). Assim, a microinjecao
se torna essencial para viabilizar a producao in vitro, especialmente em casos
de subfertilidade de machos ou fémeas, ou disponibilidade limitada de sémen
(Benammar et al., 2021). O primeiro relato da técnica na espécie foi realizado
por Squires et al. (1996), enquanto a eficacia no cultivo até o estagio de
blastocisto foi descrita por Hinrichs et al. (2005) e sua aplicacdo clinica por
Colleoni et al. (2007).

A técnica otimiza o aproveitamento de sémen congelado, uma vez que
apenas um espermatozoide € selecionado para fertilizar cada odcito (Hinrichs,
2018). A preparacdo das amostras pode ser realizada por swim-up ou
centrifugacéo em gradiente de densidade, dependendo da tolerancia individual
do garanhdo ao processamento (Lazzari et al., 2020). Independentemente do
método, o pellet resultante é ressuspendido em meios especificos, como o fluido
ovidutal sintético (SOF-FIV) modificado ou meio de cultivo tamponado com
MOPS (GMOPS) suplementado com soro fetal bovino (SFB) (Lazzari et al., 2002;
Salgado et al., 2018).

Para a execucdo da microinjecao, a motilidade espermatica € reduzida
pela imersdo em uma solucdo de alcool polivinilpirrolidona (PVP) (7%—10%)
permitindo a selecdo de gametas mdéveis e morfologicamente normais (Hinrichs,
2018), o que favorece a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionéario (Maserati,
Mutto, 2016). Uma etapa importante que antecede a injecdo é a ruptura da
membrana plasmatica do espermatozoide através da manipulacdo da cauda
com a micropipeta. Esse procedimento é importante para a imobilizacdo e
liberacdo de fatores de ativacdo oocitaria presentes no colo e na cauda do
espermatozoide (Saunders et al., 2002; Hinrichs et al., 2007; Kashir et al., 2011;
Sanusi et al., 2015).

A ICSI equina pode ser realizada com uma micropipeta convencional
(biselada) ou piezoelétrica (Hinrichs, 2018). Na abordagem convencional, a
agulha perfura a ZP e penetra no oolema, sendo entdo realizada uma aspiragéo
delicada para romper a membrana plasmatica antes da injecado (Maserati, Mutto,

2016). Ja o sistema piezoelétrico, mais comum atualmente, utiliza pulsos
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elétricos para causar mudancas conformacionais em cristais na agulha romba.
O resultado final dessas mudancas é um impulso para frente que causa uma
perfuracdo na zona pellcida e na membrana citoplasmatica (Choi et al., 2002;
Lazzari et al., 2020). Embora as taxas de blastocistos sejam similares entre os
métodos, a ICSI piezoelétrica tem demonstrado produzir embrides com melhor
gualidade (Salgado et al., 2018).

Durante o procedimento, o odcito é fixado por uma agulha de retencao
e orientado de forma que o corpusculo polar figue na posi¢éo de 6 ou 12 horas
(Salgado et al., 2018). Esse posicionamento € importante para garantir que o
fuso meidtico, localizado pré6ximo ao corpusculo, ndo seja danificado quando a
agulha de injecao penetrar lateralmente, na posicao de 3 ou 9 horas (Palermo et
al., 1995; Maserati, Mutto, 2016).

ApOs a injecdo, os oocitos sdo transferidos para meios de cultura
embrionaria, como o meio Global ou SOF-CIV modificado, sob atmosfera
controlada (5 a 6% de CO2 e 5% de O,) a 38,2°C (Lazzari et al., 2002; Salgado
et al., 2018). A clivagem € avaliada entre os dias 2 e 5 (Salgado et al., 2018;
Lazzari et al., 2020), e o desenvolvimento até blastocisto € monitorado até o dia
9, momento em que os embrides com boa morfologia e trofoblasto nitido sao
selecionados para transferéncia ou criopreservacao (Lazzari et al., 2020).

Contudo, a eficiéncia final de todo o processo é influenciada pela idade
da doadora. O impacto negativo do envelhecimento materno € evidente quando
as mulheres doam odcitos para a ICSI ou para a fertilizagcdo in vitro (FIV)
convencional (Grgndal et al., 2017). Assim como em humanos, o envelhecimento
materno em equinos compromete o potencial de desenvolvimento dos gametas.
Frank et al. (2019) observaram que, embora as taxas de clivagem inicial possam
ndo ser afetadas pela idade da doadora, as taxas de gestacéo reduziram e as
perdas gestacionais aumentaram linearmente com o avancar da idade. A perda
de gestacao foi aproximadamente 60% maior em éguas de 24 a 27 anos em
comparacdao com éguas de 3 a 13 anos, sugerindo que embrides de éguas

idosas tém potencial de desenvolvimento comprometido.

3. CONSIDERACOES FINAIS
A senescéncia reprodutiva na égua ndo é um evento isolado, mas uma

combinacdo multifatorial em que o declinio da reserva ovariana € agravado por
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alteracdes metabdlicas sistémicas. A SME é um fator critico, uma vez que a
desregulacéo insulinica e o estado inflamatorio crénico afetam ndo apenas a
saude da égua, mas também exercem efeitos deletérios diretos sobre o ambiente
folicular e a competéncia meiotica oocitaria. Assim, a subfertilidade observada
em doadoras idosas com SME é o reflexo de altera¢des na sinaliza¢cdo hormonal
e na qualidade dos gametas, o que exige o desenvolvimento de protocolos
especificos de reproducao assistida.

A liberacdo de FSH e LH por meio da administracdo de analogos de
GnRH, como o acetato de deslorelina, tem se mostrado uma estratégia
promissora para controlar a dinamica folicular em éguas. A administracdo de
doses baixas e fracionadas, por até 5 dias, surge como uma estratégia para
estimular o crescimento folicular sem comprometer a responsividade da hipofise
a longo prazo através do downregulation.

Por fim, o estudo de protocolos hormonais, aliado a ICSI, é um possivel
caminho para contornar os efeitos deletérios da senescéncia reprodutiva e

aumentar as taxas de maturacdo oocitaria e de blastocisto em éguas idosas.

4. HIPOTESE E OBJETIVOS
4.1. Hipoteses

A Sindrome Metabdlica Equina (SME) altera a dinamica de crescimento
folicular em éguas idosas, o0 que se reflete no nimero de foliculos disponiveis
para aspiracdo, na taxa de crescimento folicular e nos intervalos entre
aspiracoes.

A SME reduz a eficiéncia de recuperacao oocitaria e a taxa de maturacao
oocitaria in vitro em éguas idosas.

A administracdo de baixas doses de acetato de deslorelina (125 pg a
cada 12 horas), apos a emergéncia da onda e mantida durante o crescimento
folicular comum, modifica a dinamica folicular. Espera-se que esse tratamento
aumente a disponibilidade de foliculos para aspira¢éo, altere os intervalos entre
a emergéncia da onda, o tratamento e a OPU e favoreca a maturacao oocitaria
in vitro.

A resposta a administracéo de deslorelina difere entre éguas com e sem
SME, o que resulta em alteracfes distintas na dinamica folicular, na recuperagéo

oocitaria e na taxa de maturacao oocitaria in vitro.
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4.2. Objetivo geral
Avaliar o efeito de baixas doses de acetato de deslorelina sobre a
dindmica folicular e as taxas de recuperacdo e maturacao oocitaria in vitro em

éguas idosas com e sem SME.

4.3. Objetivos especificos

Monitorar a dinamica folicular por meio de ultrassonografia transretal
para determinar o efeito do status metabdlico e do protocolo de baixas doses de
deslorelina sobre o recrutamento e a dinamica de crescimento dos trés maiores
foliculos;

Comparar os indices de eficiéncia da OPU: numero de foliculos
aspirados, numero de odcitos recuperado e taxa de recuperacao oocitaria entre
eéguas com e sem SME, submetidas ou ndo ao tratamento com deslorelina;

Comparar a taxa de maturagcao oocitaria in vitro entre éguas com e sem

SME, submetidas ou nao ao tratamento com deslorelina;
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ARTIGO CIENTIFICO
Efeito da Sindrome Metabdlica Equina na dindmica folicular e nos indices
reprodutivos de éguas idosas e a sua modulacéo pelo acetato de

deslorelina?

Effect of Equine Metabolic Syndrome on follicular dynamics and reproductive
indices in aged mares and its modulation by deslorelin acetate

Raiane S. Miranda?, Fernanda S. Ignéacio?, Cezinande de Meira?

2Departamento de Cirurgia Veterindria e Reproducdo Animal, FMVZ,
Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, Sao Paulo, Brasil

*Autor correspondente:

E-mail: fernanda.s.ignacio@unesp.br (Fernanda S. Ignacio)

Resumo
O envelhecimento reprodutivo em éguas é agravado por condi¢cdes metabdlicas,
como a Sindrome Metabdlica Equina (SME), cujo impacto sobre a eficiéncia da
aspiracao folicular guiada por ultrassom (OPU) permanece pouco compreendido.
Este estudo avaliou o efeito da SME sobre a dinamica folicular, a recuperacao
de odcitos e a maturacao oocitaria in vitro, e verificou se a deslorelina modularia
esses parametros em éguas idosas. Utilizaram-se sete éguas (24,29 + 1,60
anos), SME positivo (n=4) ou negativo (n=3), em delineamento cross-over
sequencial, recebendo ou ndo 125 ug de deslorelina IM a cada 12h, iniciado
guando o maior foliculo atingiu 11-13 mm e mantido até 22-24 mm, com a OPU
entre 25-27 mm, seguida da maturacao in vitro dos odécitos. A SME nao afetou
significativamente os indices reprodutivos (P>0,05), exceto por tendéncia de
maior intervalo entre sessdes de OPU (11,87 vs. 9,26 dias; P=0,079). A SME
alterou a curvatura de crescimento do maior foliculo (P<0,001) e, em interacao
com a deslorelina, reduziu o didmetro do terceiro maior foliculo ao final do

tratamento (P=0,027). A deslorelina aumentou o intervalo entre sessdes de OPU

2 Manuscrito elaborado de acordo com as Guide for Authors da Theriogenology.
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(P=0,027), reduziu o diametro (P=0,033) e a taxa de crescimento do segundo
maior foliculo (P=0,041) e aumentou a assimetria entre 0 maior e o segundo
maior  foliculo (P=0,008), como efeito principal do tratamento,
independentemente do status metabdlico. Conclui-se que a deslorelina néo
trouxe beneficio reprodutivo nos indices avaliados, e o impacto da SME esteve
mais associado a alteracbes especificas da dinamica folicular do que a um

comprometimento generalizado dos indices reprodutivos.

Palavras-chave: desregulacao insulinica; ovum pick-up; competéncia oocitéria;

reproducao assistida equina.
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1. Introducgéo

O mercado equino depende da eficiéncia reprodutiva de éguas de alto
valor genético, muitas das quais permanecem na reproducéo até a senilidade®.
Assim como em mulheres, as éguas apresentam declinio progressivo na
eficiéncia reprodutiva com o avanco da idade, caracterizado por reducédo das
taxas de gestacdo e aumento das taxas de perda embrionaria®®. Devido as
similaridades reprodutivas entre éguas e mulheres em relagdo a dinamica
folicular, aos padrdes hormonais e a senescéncia reprodutiva, a égua €
considerada um modelo translacional para o estudo do envelhecimento
reprodutivo®’. Em ambas as espécies, os odcitos permanecem em parada
meidtica por décadas e a reducdo da qualidade oocitaria € um fator limitante da
fertilidade associada a idade avancada®.

Estudos com transferéncia de odcitos de éguas jovens e idosas para o
oviduto de receptoras jovens, inseminadas via transcervical, demonstraram que
a reducdo da qualidade oocitaria representa um fator importante na
subfertilidade relacionada a idade em éguas®. A senescéncia oocitaria
manifesta-se por meio de alteracdes celulares e moleculares, como aumento da
incidéncia de aneuploidia’®, degeneracdo mitocondrial caracterizada por edema
mitocondrial e reducdo do numero de copias de DNA mitocondriall® e
comprometimento da funcdo metabdlica aerébica e anaerébicall. Além disso,
oqcitos de éguas idosas apresentam alteracdes no perfil de acidos graxos livres,
triglicerideos e ceramidas, sugerindo disfuncdo no metabolismo lipidico e
energético?. Essas alteragées metabdlicas e mitocondriais contribuem para a
reducdo da competéncia oocitaria, manifestada por menores taxas de maturacao
nuclear, fertilizacdo e desenvolvimento até a fase de blastocisto!:*3,

A senescéncia reprodutiva inclui também a interferéncia sobre a
atividade reprodutiva mediada tanto pelos horménios primarios quanto
secundarios da reproducao. A menor liberacdo das gonadotrofinas resulta no
declinio progressivo da populacdo ovariana com o avanco da idade'4*°, Somado
a isso, sabe-se que hormdnios relacionados ao metabolismo atuam como
moduladores secundarios do controle neuroendécrino da reproducdo®. A
Sindrome Metabdlica Equina (SME) é caracterizada por resisténcia a insulina,
adiposidade regional e predisposicéo a laminite!’. Afeta uma parcela significativa

da populacao equina, e a idade é um fator determinante, ja que alguns autores
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relatam que aproximadamente 15% dos animais acima de 15 anos desenvolvem
a sindrome!8-2°, A prevaléncia de obesidade equina é estimada entre 19 e 40%?"
23 enquanto a hiperinsulinemia é encontrada entre 22 e 29% da populacdo
equina suscetivel?#?5, Animais com SME apresentam hiperinsulinemia basal
e/ou resposta exacerbada da insulina apés administracdo de glicosel’. O
impacto da SME sobre a funcao reprodutiva ainda n&o foi elucidado.

Uma alternativa para ampliar as possibilidades de obtencao de produtos
de individuos idosos é a aplicacdo das biotécnicas reprodutivas associadas a
producéo in vitro de embrides. A aspiracédo folicular guiada por ultrassonografia
transvaginal (ovum pick-up, OPU) associada a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) representa atualmente o procedimento de reproducao
assistida mais eficiente em equinos, possibilitando a produgcdo média de 2,12
embrides por sessdo de OPU-ICSI?®. No entanto, a eficiéncia da OPU é afetada
pela populacéo folicular, que é significantemente reduzida em individuos idosos?,
0 que torna o uso de protocolos de estimulacdo hormonal que promovam o
desenvolvimento de multiplos foliculos uma opcao interessante. O acetato de
deslorelina, agonista do GnRH, promove aumento nas concentracdes de FSH e
LH?", e seu uso estad associado a estimulacdo do crescimento folicular e a
inducdo de miltiplas ovulagcGes em éguas?®?°. Contudo, seus efeitos sobre a
gualidade oocitaria de éguas idosas ou com condi¢cdes metabdlicas alteradas
permanecem desconhecidos.

Portanto, o presente estudo teve como objetivos: (1) avaliar o efeito da
estimulacdo com acetato de deslorelina sobre os parametros de dinamica
folicular e as taxas de recuperacdo e maturacao oocitaria in vitro em éguas

idosas; (2) investigar o efeito da SME sobre os mesmos parametros.

2. Material e métodos
2.1 Animais

O presente estudo foi realizado em conformidade com os principios de
ética na experimentacéo animal e aprovado pela Comissao Institucional de Etica
no Uso de Animais (protocolo n° 000.019/2024) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP (Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). O desenho experimental foi
inicialmente pensado para avaliar o efeito do acetato de deslorelina sobre a

dindmica folicular e os indices reprodutivos de éguas idosas, em delineamento
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cross-over sequencial (ciclo Controle seguido do ciclo Deslorelina), com sete
doadoras homogéneas quanto a idade. Durante o experimento, as éguas
passaram pelo diagndstico de Sindrome Metabdlica Equina (SME), ndo previsto
no desenho original do estudo. Esse diagndstico revelou que quatro das sete
éguas eram SME positivas, classificadas com base em hiperinsulinemia basal
(=20 pUl/mL) e/ou resposta exacerbada e prolongada de insulina (245 pUI/mL)
em 60, 90 ou 120 minutos apds a administracdo oral de glicose. Esse achado
ndo poderia ser ignorado, diante da relevancia da SME sobre a funcéo
reprodutiva. A SME foi entdo adicionada como um segundo fator de analise,
permitindo investigar, além do efeito da deslorelina, o efeito do status metabdlico
e sua possivel interacdo com o tratamento.

Foram utilizadas sete éguas idosas mesticas doadoras de odcitos, com
idade média de 24,29 + 1,60 anos, peso médio de 439 + 44,86 kg e escore de
condicao corporal (ECC) de 7,43 £ 0,30 (escala de Henneke, 1 a 9). Cada égua
foi submetida a sessdes consecutivas de OPU em cada grupo experimental
(Controle e Deslorelina) até que fossem obtidos cinco o6citos maturados in vitro
por grupo, resultando em um total de 63 ciclos (37 no grupo Controle e 26 no
grupo Deslorelina).

Os animais estavam alojados no Posto de Monta da Fazenda Lageado
(FMVZ/UNESP-Botucatu), mantidos a pasto e recebendo silagem de milho,
racado concentrada, suplemento mineral e agua ad libitum. A silagem de milho
apresentava 33,19% de matéria seca, 15,88% de amido na matéria seca,
determinados por andlise bromatologica, e 85,39% de carboidratos totais,
calculados por diferenca. Considerando o consumo diario de 10 a 14 kg de
silagem por égua, a ingestédo de carboidratos totais da silagem variou entre 2,83
a 3,97 kg/égua/dia, dos quais 0,53 a 0,74 kg/égua/dia correspondiam ao amido.
A silagem era disponibilizada uma vez ao dia e permanecia disponivel para
consumo ao longo do dia, de forma que a ingestdo de amido ndo ocorria como
uma unica refeicdo concentrada. Tendo em vista que o peso médio das éguas
era 439 kg, a ingestao diaria de amido proveniente da silagem correspondeu a

aproximadamente 1,2 a 1,7 g/kg de peso vivo/dia.
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2.2 Grupos experimentais e parametros avaliados

Utilizou-se o modelo experimental de cross-over sequencial. Inicialmente
as éguas passaram pelo Grupo Controle [sem tratamento, com administracédo de
0,5 mL de solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%) IM a cada 12h]. Em seguida, foram
alocadas no Grupo Deslorelina, com administragcdo de 125 pg de acetato de
deslorelina IM a cada 12h (Sincrorrelin®, Ourofino Saude Animal, Sdo Paulo,
Brasil).

Para trabalhar com uma onda folicular conhecidamente em crescimento,
as éguas foram submetidas a ablacédo de todos os foliculos ovarianos, definido
como DO. A partir desse momento, as éguas foram monitoradas diariamente por
ultrassonografia transretal (Mindray® DP-2200 Vet, Shenzhen, China), com
transdutor linear na frequéncia de 7.5 MHz para acompanhar a emergéncia da
onda e desenvolvimento folicular. Nos dias D7 e D10, administrou-se
prostaglandina F2a (PGF) (0,25 mg IM; Sincrocio®, Ourofino Saude Animal, S&o
Paulo, Brasil) para garantir a lutedlise completa de possiveis estruturas
luteinizadas formadas a partir da aspiracdo®. O tratamento com deslorelina foi
iniciado quando os maiores foliculos atingiram entre 11 e 13 mm, coincidindo
com o momento de reducéo fisiologica do FSH durante a fase de crescimento
folicular comum?3!. O tratamento foi mantido até que o maior foliculo da nova
onda alcancasse o diametro entre 22 e 24 mm, ou por no maximo cinco dias,
para evitar downregulation?®. A OPU ocorreu no dia seguinte ao fim do
tratamento, quando o maior foliculo apresentava entre 25 e 27 mm. O mesmo
protocolo foi utilizado para éguas do grupo Controle, exceto pela administracéo
da deslorelina, substituida por solucéo fisioldgica.

Os parametros avaliados foram agrupados em trés categorias: (Q)
parametros foliculares: numero de foliculos aspirados, numero de foliculos 210
mm no dia da OPU (diametro folicular a partir do qual os odcitos recuperados
apresentam maior taxa de maturacdo oocitaria em éguas?®?), taxa de crescimento
folicular, dinamica folicular dos trés maiores foliculos (F1, F2 e F3), assimetria
entre F1-F2 (diferenca de diametro entre o maior e o segundo maior foliculo); (b)
parametros oocitarios: numero de od6citos imaturos recuperados por
procedimento de OPU, taxa de recuperacao oocitaria (relacdo entre o niumero
de odcitos recuperados e o numero de foliculos aspirados), nimero de odcitos

maturados in vitro por sessdo de OPU, nimero de odécitos ndo maturados in vitro
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por sessdo de OPU, taxa de maturacdo oocitéria (relagdo entre 0 numero de
ooOcitos maturados e o numero de od0citos recuperados); (C) parametros
temporais: intervalo em dias entre o surgimento do primeiro foliculo 210 mm e a
OPU, intervalo em dias entre dois procedimentos consecutivos de OPU,
intervalos entre a emergéncia da onda e o inicio do tratamento, entre a
emergéncia da onda e o fim do tratamento, entre o inicio do tratamento e a OPU,
e entre o fim do tratamento e a OPU.

2.3 Coleta de odécitos e maturacdo oocitéria (in vitro)

Toda sesséo de aspiragéo folicular foi realizada por um anico aspirador
treinado, sendo 37 aspiracdes no grupo Controle (NaCl 0,9%) e 26 aspiracoes
no grupo Deslorelina, totalizando 63 sesstes de OPU das 7 éguas. Antes das
OPUs, as eéguas foram mantidas em tronco de contencdo, submetidas a
higienizag&o da regido perineal com iodopolividona degermante e sedadas com
0 seguinte protocolo: acepromazina 1% (0,03 mg/kg intravenoso (1V); Acepran®,
Vetnil, S&o Paulo, Brasil) e detomidina 1% (0,01 mg/kg IV; Detomidin®, Syntec,
Santana de Parnaiba — SP, Brasil). Como analgésico, utilizou-se o butorfanol 1%
(0,05 mg/kg IV; Butorfin®, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil). Para promover o
relaxamento do reto e facilitar a manipulacdo dos ovarios, administrou-se
brometo de N-butil-hioscina (0,2 mg/kg 1V; Buscofin Composto®, Agener, Séo
Paulo, Brasil) associado a dipirona. Como protocolo anti-inflamatorio e
analgésico, administrou-se flunixina meglumina (1 mg/kg [V; Flunixin®,
Chemitec, Sdo Paulo, Brasil) imediatamente antes e 24 horas apo0s cada
aspiracao.

As aspiracOes foliculares foram realizadas utilizando-se um transdutor
convexo de 5 MHz conectado a um aparelho de ultrassom DP-2200, acoplado a
uma guia de aspiracao (WTA- Watanabe Tecnologia Aplicada, Cravinhos -SP,
Brasil) e agulha de OPU de duplo fluxo de calibre 12G (WTA- Watanabe
Tecnologia Aplicada, Cravinhos -SP, Brasil). O sistema foi conectado a uma
bomba de vacuo (WTA- Watanabe Tecnologia Aplicada, Cravinhos -SP, Brasil)
calibrada com presséo negativa de 120 a 140 mmHg.

Para realizagéo das aspiragdes, a guia foi introduzida por via transvaginal
até o fundo da vagina, lateral a cérvix. O reto foi esvaziado e o ovario foi, entéo,

posicionado contra o fundo da vagina, para visualizagdo dos foliculos no
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ultrassom. Em seguida, a agulha foi introduzida, perfurando o fundo da vagina e
0 estroma ovariano, até atingir o limen folicular. Cada foliculo foi lavado
(flushing) de 6 a 10 vezes e sua parede foi escarificada com a agulha para
aumentar as chances de recuperacdo do odcito. Para o flushing, utilizou-se
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) acrescida de heparina (4 mL/litro
de PBS; Botuflush OPU®, Botupharma, Botucatu-SP, Brasil). O meio de lavagem
foi introduzido no foliculo sob pressdo manual utilizando uma seringa de 20 mL
sem émbolo de latex, e a aspiracdo do contetdo foi realizada pela bomba de
Vacuo.

O liquido recuperado ap6s o flushing de todos os foliculos dos dois ovarios
foi filtrado em filtro para embrides, clarificado com cerca de 200 mL de PBS e
transferido para placa de Petri tamanho 100x20mm. O rastreamento dos 00citos
foi realizado em estereomicroscopio ZMZ745 (Nikon Corporation®, Tokio,
Japao). Os odcitos recuperados foram lavados em 3 gotas de 200 L cada,
contendo meio holding de manutencéo e transporte (BotuOocyte®, Botupharma,
Botucatu-SP, Brasil), armazenados com 1,5 mL do mesmo meio em um criotubo
e mantidos por 22 a 24 horas a 22°C.

O meio de maturacdo foi composto por TCM199 com sais de Earle,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1 uL/mL de insulina, transferrina e
selenito de sadio (ITS), 50 ng/mL de EGF, 100 ng/mL de IGF, 0,1 Ul/mL de FSH
(Gonal F®, Merck, Rio de Janeiro-RJ, Brasil), 0,01 pg/uL de 17-B-estradiol
(Sigma Aldrich, Barueri-SP, Brasil), 1 mM de piruvato de sédio, 1mM de
cisteamina e 75 pg/mL de amicacina.

Apbs o periodo no holding, os odcitos foram lavados em duas gotas de 60
uL cada de meio de MIV. Para a realizacdo da MIV, os odcitos foram cultivados
em placa de Petri estéril de 35x10 mm (Corning®, Acton, MA, USA), contendo
gotas de 100 pL de meio de maturacdo, com no maximo 5 odcitos por gota,
imersos sob 6leo mineral (BotuFIV Oil®, Botupharma, Botucatu-SP, Brasil),
previamente estabilizada em incubadora a 38,5°C com CO: a 5,5% durante 90
minutos. Apos 30 horas de incubacao, os odcitos foram transferidos para gota
contendo 50 pL de solucdo de hialuronidase (Ingase®, Ingamed, Maringa-PR,
Brasil) durante 1 minuto, para facilitar a remocéo das células do cumulus. Em
seguida, procedeu-se o denude por pipetagem continua em PBS acrescido de

0,1% de alcool polivinilico (PVA), até a remocdo completa das células do
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cumulus. A maturacéo nuclear foi avaliada em microscopio invertido, por meio

da extrus&o do primeiro corpusculo polar.

2.4 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa Stata.
Considerando o delineamento com medidas repetidas na mesma doadora, todos
os desfechos foram avaliados por modelos de efeitos mistos, incluindo a
identidade da égua como efeito aleat6rio. O acetato de deslorelina foi tratado
como fator intra-égua, uma vez que cada doadora contribuiu com ciclos Controle
e Deslorelina, enquanto a Sindrome Metabdlica Equina (SME) foi tratada como
fator entre-éguas, permanente para cada doadora. Ainda que o acetato de
deslorelina tenha sido testado dentro de cada doadora, a égua foi considerada a
unidade experimental, e ndo o ciclo de aspiracdo, uma vez que os dois ciclos de
uma mesma eégua ndo constituem observacdes independentes, por
compartilharem a mesma condicao fisioldgica. A estrutura de efeitos mistos foi
adotada para respeitar essa dependéncia, evitando pseudo-repeticdo. Dado o
namero reduzido de doadoras (n=7) e a estrutura entre-éguas da SME, os efeitos
desse fator foram interpretados como exploratorios, ndo permitindo inferéncia
para a populacéo equina.

As analises variaram conforme a natureza de cada variavel: modelos
lineares mistos para variaveis continuas (diametros foliculares, assimetria e
intervalos em dias); regressao de Poisson mista para contagens (namero de
foliculos e de odcitos); e modelos binomiais com funcédo de ligacdo logit para
proporcoes (taxas de recuperacdo e de maturacdo oocitaria). Cada modelo
incluiu os efeitos de deslorelina, de SME e sua interacédo, a partir dos quais foram
estimadas as médias marginais por subgrupo e por fator (média + erro padrao).

Os desfechos temporais avaliados foram: o intervalo entre o surgimento
do primeiro foliculo com diametro igual ou superior a 10 mm e a aspiracao
folicular, o intervalo entre aspiracdes consecutivas e 0s intervalos entre os
marcos sucessivos da onda folicular (inicio da onda, inicio e término do
tratamento, e OPU). A dinamica de crescimento dos trés maiores foliculos (F1,
F2 e F3), obtida a partir do banco longitudinal de medidas ultrassonograficas
diérias, foi avaliada no inicio e no término do tratamento e no dia da OPU,

estratificada pelo cruzamento entre status metabdlico e deslorelina. A assimetria
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entre os dois maiores foliculos (F1-F2) foi calculada em cada registro como a
diferenca de diametro entre eles e modelada como desfecho independente, de
modo que suas estimativas vém de um modelo proprio. A taxa de crescimento
folicular foi definida como o coeficiente angular (mm/dia) do diametro em funcéo
do dia da onda, estimado na reta final da dindmica (Gltimos 10 dias antes da
OPU) e comparado por subgrupo por meio de médias marginais.

Dado o numero reduzido de clusters, a inferéncia foi conduzida pela
aproximacdo de graus de liberdade de Kenward-Roger para os desfechos
continuos e pelo teste de razéo de verossimilhanca para as propor¢des — método
recomendado na literatura estatistica especificamente para corrigir o viés de
subestimacado do erro-padrédo que ocorre em modelos mistos com poucos
clusters. Adotou-se P<0,05 como critério de significancia estatistica e P entre
0,05 e 0,10 como tendéncia. Resultados ndo significativos ndo devem ser
interpretados como prova de auséncia de efeito, mas sim como auséncia de

evidéncia suficiente, dado o baixo poder estatistico do estudo.

3. RESULTADOS

3.1 Efeito do acetato de deslorelina sobre os parametros foliculares e oocitarios
O tratamento com deslorelina aumentou significativamente o intervalo

entre sessbes de OPU (P=0,027) e a duracdo em dias do periodo de tratamento

(Deslorelina ou NaCl 0,9%) (P=0,0024). Houve tendéncia de aumento no

intervalo entre o surgimento do primeiro foliculo 210 mm e o dia da OPU

(P=0,076) e no numero de oocitos ndo maturados (P=0,079). Ndo houve efeito

significativo sobre os demais parametros avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Médias marginais + Erro Padrdo dos parametros foliculares e
oocitarios de éguas idosas submetidas a OPU, segregadas por tratamento

(Controle e Deslorelina).

Variavel Controle Deslorelina P-valor

(n=37 aspira¢des/ (n=26 aspiracdes/

7 éguas) 6 éguas)
N° de foliculos aspirados/OPU 5,68 + 0,70 5,83+0,75 0,821
N° de foliculos 210 mm/OPU 4,92+0,71 520+0,78 0,685

Intervalo entre fol. 210 mm e OPU 6,55 + 0,40 7,74 + 0,46 0,076
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(dias)
N° de odcitos recuperados/OPU 2,14 + 0,27 2,44 + 0,34 0,499
Taxa de recuperacéo (%) 39,50 £ 3,50 41,50 £ 4,00 0,704
Ne° de odcitos maturados/OPU 1,15+0,19 1,12 + 0,22 0,928
Ne° de od6citos ndo maturados/OPU 0,78 £ 0,15 1,23+0,22 0,079
Taxa de maturacéo (%) 53,30 £ 5,70 45,40 £ 6,10 0,223
Taxa de odcitos ndo maturados (%) 36,70 £ 6,50 46,70 £ 7,20 0,223
Intervalo entre OPUs (dias) 10,19 + 0,69 12,06 + 0,77 0,027
Dias de tratamento (Deslorelina ou 4,08 + 0,17 4,63 +0,19 0,0024
NaCl 0,9%)
309
310 3.2 Efeito da SME sobre os parametros foliculares e oocitarios
311 Quando o efeito da SME foi avaliado como efeito principal (sem

312 interacdo com o tratamento), observou-se apenas uma tendéncia de maior

313 intervalo entre sessdes de OPU em éguas com SME (P=0,079). Nao houve

314 diferencas significativas (P>0,05) nos demais parametros analisados (Tabela 2).

315

316 Tabela 2. Médias marginais *

Erro Padrdo dos parametros foliculares e

317  oocitarios de éguas idosas submetidas a OPU, segregadas por status metabolico

318 (Negativo= sem SME; Positivo= com SME).

Variavel Negativo Positivo P-valor
(n=22 aspiragdes/ (n=41 aspiracdes/
3 éguas) 4 éguas)
N° de foliculos aspirados/OPU 5,54 £ 0,95 5,86 £ 0,84 0,804
N° de foliculos 210 mm/OPU 4,73 +0,96 5,20+ 0,89 0,725
Intervalo entre fol. 210 mm e OPU 6,24 + 0,50 7,52 £ 0,38 0,102
(dias)
N° de odcitos recuperados/OPU 2,48 + 0,38 2,15+ 0,27 0,500
Taxa de recuperacgéo (%) 45,40 £ 4,60 37,60 £ 3,20 0,165
N° de odcitos maturados/OPU 1,46 + 0,28 0,96 + 0,17 0,148
N° de odcitos ndo maturados/OPU 0,86 + 0,20 1,02+ 0,16 0,539
Taxa de maturacao (%) 59,30 £ 6,70 45,10 £ 5,30 0,121
Taxa de odcitos ndo maturados (%) 35,30 £ 9,10 48,10 + 4,60 0,121
Intervalo entre OPUs (dias) 9,26 + 0,96 11,87 + 0,79 0,079
Dias de tratamento (Deslorelina ou 4,07 £ 0,24 4,44 + 0,20 0,243

NaCl 0,9%)
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3.3 Efeitos da SME e do acetato de deslorelina sobre a dindmica folicular

A deslorelina alterou significativamente a dinamica de crescimento dos
trés foliculos avaliados (Figura 1). No F1 (Figura la), tanto a deslorelina
(P=0,039) quanto a SME (P<0,001) alteraram a curvatura da dinamica. No dia
da OPU, a unica diferenca significativa entre subgrupos foi entre éguas com SME
tratadas com Deslorelina e éguas sem SME do grupo Controle (+1,01 mm;
P=0,007). No F2 (Figura 1b), a deslorelina alterou significativamente a inclinacao
(P<0,001) e a curvatura (P=0,004) da dinamica, sem efeito da SME e sem
diferenca significativa em nenhuma comparacdo pontual no dia da OPU
(P=0,177). No F3 (Figura 1c), a deslorelina alterou significativamente a curvatura
(P=0,045), com tendéncia de efeito da SME sobre a mesma curvatura (P=0,060),
também sem diferenca significativa no dia da OPU (P=0,804).

Na analise estratificada, ndo houve diferenca significativa entre os quatro
subgrupos experimentais no inicio do tratamento. Ao final do tratamento,houve
diferenca significativa no diametro do F1 (P=0,004) e do F3 (P=0,027) entre os
subgrupos, com o grupo SME positivo que recebeu a Deslorelina apresentando
0Ss menores valores em ambos os parametros (Tabela 3). No dia da OPU, o
diametro do F1 nao diferiu entre os grupos, enquanto a Deslorelina reduziu
significativamente o diametro do F2 (P=0,033) e aumentou a assimetria entre F1
e F2 (P=0,008), como efeito principal do tratamento, sem interacdo com o status
metabdlico (Tabela 4).

Houve diferenca na taxa de crescimento do F2, em que 0 grupo
Deslorelina apresentou reducéo de crescimento (P=0,041). Os demais grupos

ndo apresentaram diferenca nas variaveis analisadas (Tabela 5).
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Figura 1. Dindmica de crescimento (média predita £ IC 95%) dos trés maiores
foliculos nos quatro subgrupos experimentais (SME positivo/negativo x
Controle/Deslorelina). (a) maior foliculo (F1); (b) segundo maior foliculo (F2); (c)
terceiro maior foliculo (F3).

Previsdes Ajustadas do F1, IC 95%

Efeito sobre a dindmica de crescimento (curvatura):
Deslorelina: P = 0,039 | SME: P<0,001
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359 Tabela 3. Comparagbes das médias marginais (mm) * Erro Padréo dos
360 diametros dos foliculos F1, F2 e F3 no inicio e no fim do tratamento, entre 0s
361  subgrupos experimentais.
SME negativo SME positivo P-valor
Paréametro Controle Deslorelina Controle Deslorelina
Inicio do tratamento
F1 11,85+0,60 12,01+0,72 11,67+0,46 10,60+ 0,56 0,370
F2 9,15+ 0,78 9,44 + 1,00 9,56 + 0,67 10,08 £0,78 0,971
F3 7,83+1,29 8,46 +1,42 9,563+0,79 6,71+ 1,20 0,213
Assimetria (F1-F2) 2,68+1,10 2,49 +1,38 1,96 + 0,94 1,00+1,14 0,839
Fim do tratamento
F1 20,13+ 0,72 22,67 = 0,87 22,13+0,53 19,95+ 0,67 0,004
F2 16,65 £ 1,57 16,60 £ 1,83 17,38+1,28 15,35+1,46 0,411
F3 11,43 +£1,73 12,56 £ 1,93 14,79+£1,40 10,55%1,58 0,027
Assimetria (F1-F2) 3,47 + 1,56 6,24 +1,81 4,81 +1,27 457 + 1,46 0,233
362 . P = interacdo SME x Deslorelina, em ambos os marcos (inicio e fim). No fim do tratamento, o F1
363 apresentou variancia entre-éguas colapsada (inferéncia fragil, pois o modelo ndo conseguiu estimar a
364 variabilidade entre éguas para esse parametro); o F3 (P = 0,027) é o sinal mais defensavel.
365
366 Tabela 4. Comparacdes das médias marginais (mm) + Erro Padrdo dos
367 diametros dos foliculos F1, F2 e F3 no dia da OPU, entre os subgrupos
368  experimentais.
SME negativo SME positivo P P SME
Parametro Controle Deslorelina Controle Deslorelina  Deslo
No diada
OPU
F1 26,28+0,36 26,81+0,43 26,39+0,26 26,78+0,31 0,214 0,916
F2 2162+1,78 18,37+2,06 20,93+146 1837%+1,62 0,033 0,874
F3 16,06 + 2,22 14,47+240 16,86+1,85 1439+199 0,110 0,900
Assimetria  4,64+192 863217 532+158 861174 0,008 0,890
(F1-F2)
369
370 Tabela 5. Média (mm/dia) + Erro Padrédo das taxas de crescimento folicular nos
371 Ultimos 10 dias antes da OPU por grupo experimental.

Tratamento Status Metabdlico
Taxa (mm/dia) Controle Deslorelina Negativo Positivo
F1 2,64 + 0,06 2,67 = 0,06 2,67 £ 0,08 2,65+ 0,05
F2 2,12 £ 0,117 1,38 +0,11° 2,01+0,14 1,68 £ 0,09
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F3 1,36 £ 0,13 1,30+ 0,15 1,43+0,19 1,29+0,12
Assimetria (F1-F2) 0,67+0,11 1,10+ 0,12 0,64 +0,15 0,98 +0,10

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos Controle e Deslorelina.

3.4 Efeitos da SME e do acetato de deslorelina sobre os intervalos temporais da
dinamica folicular

Eguas do grupo Deslorelina precisaram de 1,27 dias a mais entre o inicio
do tratamento e a aspiracdo (P=0,004) e de 1,36 dias a mais (P=0,050) entre a
emergéncia da onda e o fim do tratamento. N&o houve diferenca significativa
entre éguas com e sem SME nos intervalos temporais avaliados (Tabela 6).

Tabela 6. Intervalo médio (dias) £ Erro Padréo entre a emergéncia da onda até
o inicio do tratamento (Deslorelina ou NaCl 0,9%), emergéncia da onda até
término do tratamento, inicio do tratamento até a OPU e fim do tratamento até a
OPU.

Tratamento Status Metabolico
Variavel Controle Deslorelina Negativo Positivo
(n=37 (n=26 (n=22 (n=41

aspiracGes/ aspiracdes/ aspiracbes/ aspiraces/4

7 éguas) 6 éguas) 3 éguas) éguas)

Intervalo entre emergéncia da 5,88 £ 0,64 6,50 + 0,71 4,81 +0,88 6,88+ 0,73
onda até o inicio do tratamento

Intervalo entre emergéncia da 8,87 +0,66* 10,23+0,73* 7,86 + 0,94 10,28 + 0,78

onda até o fim do tratamento

Intervalo entre o inicio do 5,33 £ 0,24% 6,60 + 0,28 5,45+ 0,30 6,09 £ 0,22

tratamento e a OPU

Intervalo entre fim do tratamento 2,27 £0,17~* 2,88 + 0,20* 2,36 £ 0,22 2,61+0,16

e a OPU

Letras minUsculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos Controle e Deslorelina.
*indica tendéncia estatistica (0,05<P<0,1).

4. DISCUSSAO

A administracdo de baixas doses de acetato de deslorelina durante o
crescimento folicular aumentou significativamente em 1,87 dias o intervalo entre
sessdes de OPU, com tendéncia de aumento de 1,19 dias no intervalo entre o
surgimento do primeiro foliculo 210 mm e o dia da OPU. O tratamento com

deslorelina néo foi capaz de aumentar o numero de foliculos 210 mm no dia da
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OPU, o numero de foliculos aspirados, o numero de odécitos recuperados ou as
taxas de recuperacdo e maturacdo oocitaria, sugerindo que, apesar da
deslorelina modular a dinamica do crescimento folicular, ela ndo se traduziu em
ganhos quantitativos e qualitativos nos indices avaliados. Este protocolo visava
estimular a liberagdo de FSH e LH, promovendo, assim, a presenga de mais
foliculos no dia da OPU, além de melhorar o microambiente folicular, o que ndo
foi confirmado pelos resultados observados.

Fisiologicamente, 0 GnRH ¢é liberado por duas regides do hipotalamo em
padrbes distintos. Acredita-se que baixas doses de analogo de GnRH, como a
utilizada no experimento, possam estimular a liberacdo de FSH. O centro tbnico
(nucleos ventromedial e arqueado) libera GnRH de forma episddica e com baixa
amplitude®3, favorecendo a secrecdo do FSH®*, enquanto o centro de pico
(ndcleos pré-optico e supraquiasmatico e area hipotalamica anterior) libera
GnRH com maior frequéncia e amplitude®3, resultando em um pico de LH34,

Estudos anteriores utilizaram baixas doses de deslorelina para estimular
o desenvolvimento folicular maltiplo em éguas. Nagao et al. (2012) e Azevedo et
al. (2015) utilizaram 100 pg de deslorelina IM a cada 12 horas e obtiveram
aumento nas taxas de dupla ovulacdo e recuperacdo embrionaria®®?°.
Entretanto, esses estudos focaram em inducéo de ovulagcdes multiplas em éguas
jovens e férteis, contexto diferente do presente experimento com éguas idosas.

A diferenca de resposta entre esses estudos e o presente trabalho
aponta para multiplos fatores relacionados a idade avancada das doadoras. E
sabido que éguas idosas apresentam declinio progressivo da reserva ovariana
e reducdo na responsividade folicular a estimulacdo gonadotrépica®®. De
acordo com Carnevale (2008), o processo de envelhecimento ovariano em
éguas é caracterizado por elevacdo nas concentracfes de FSH e ovulacbes
intermitentes, refletindo faléncia ovariana progressiva®. Nestas condi¢des, a
estimulacdo exdgena com a deslorelina pode ndo superar as limitacdes
intrinsecas do ovario senescente. Farquhar et al. (2000) demonstraram, de forma
consistente, que a efichcia da deslorelina como indutor de ovulacdo é
dependente da idade da égua, sendo menor em animais acima de 20 anos®®.

Adicionalmente, sabe-se que a idade avancada também reflete na
competéncia oocitaria. Catandi et al. (2021) demonstraram que odcitos de éguas

idosas apresentam fungéo e capacidade metabdlica alteradas, com reducéo nas
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taxas de consumo de oxigénio — um indicador de respiragdo mitocondrial -, e
acidificacéo extracelular — indicador de glicélise anaerébica®’. O avanco da idade
materna também predispde a degeneracao mitocondrial durante a maturagao in
vitro, caracterizada por edema mitocondrial e reducdo do nimero de cépias de
DNA mitocondrial®®. E possivel que a idade avancada associada & SME acelere
ou intensifique estes processos degenerativos oocitarios.

Além da menor responsividade, um segundo mecanismo pode explicar
a auséncia de resultados positivos do tratamento. A administracéo repetida de
deslorelina durante o crescimento folicular pode eventualmente resultar em
dessensibilizacdo dos receptores de GnRH na hipéfise, evento conhecido como
downregulation®®. Em outras espécies, esse efeito tem sido utilizado para
suprimir a funcdo reprodutiva®®, mas no contexto de estimulacdo da funcéo
ovariana pode limitar a resposta gonadotréfica apds os primeiros dias de
tratamento. De acordo com Nagao et al. (2012), periodos de tratamento de 3
dias reduzem a ocorréncia de downregulation?®; no presente estudo, a duragdo
média do tratamento foi de 4,63 dias, o0 que teoricamente poderia favorecer esse
fenémeno. Eguas tratadas com deslorelina precisaram de mais tempo entre o
inicio do tratamento e o dia da aspiracdo em comparacdo com 0 grupo controle
e entre a emergéncia da onda e o fim do tratamento, sem diferenca associada
ao status metabdlico, indicando que esse prolongamento esta relacionado ao
proprio protocolo de estimulacdo, e ndo a uma resposta especifica das éguas
com SME. Esse resultado € compativel com o entendimento de que o estimulo
adicional de FSH fornecido pela deslorelina, em éguas idosas que ja apresentam
FSH basal elevado!4, ndo acelera, mas possivelmente atrasa, o processo de
crescimento folicular, independentemente do status metabdlico.

De acordo com Cuervo-Arango et al. (2019), a contagem de foliculos
antrais, o numero de foliculos aspirados e o06citos recuperados sao
significativamente menores em éguas idosas comparado a éguas de meia idade,
mas as taxas de clivagem e formacédo de blastocisto sdo similares, sugerindo
gue a competéncia para desenvolvimento dos o0citos de éguas idosas nao esta
comprometida. Entretanto, os autores observaram que a taxa de maturacao
oocitaria é significativamente maior em éguas idosas comparadas com éguas de
8 a 13 anos (66,7 vs. 54,3%, respectivamente)?®, resultado superior ao

observado no presente estudo, possivelmente devido as diferengas no status
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metabdlico das éguas avaliadas, ao meio de cultivo e as condic¢des laboratoriais.
Cabe ressaltar que a taxa de maturacao isoladamente nao permite afirmar que
esses 00citos apresentam boa competéncia oocitaria.

Quanto aos impactos da SME sobre parametros reprodutivos, esse
efeito ndo atingiu significAncia estatistica na maioria dos indices avaliados, com
excegao de uma tendéncia de aumento no intervalo entre sessbes de OPU. Esse
resultado ndo permite concluir que a SME compromete os indices de
recuperacdo e maturacao oocitaria avaliados, mas, diante do nimero reduzido
de doadoras, também néo permite descartar essa possibilidade.

Embora o presente estudo ndo tenha demonstrado diferenca estatistica
na taxa de recuperacao oocitaria entre éguas com e sem SME, a relevancia
clinica potencial desse parametro € bem documentada em outras espécies.
Mulheres com resisténcia insulinica ndo tratada submetidas a fertilizag&o in vitro
apresentaram menores numeros de oocitos recuperados, embrides disponiveis
e de embrides de boa qualidade, além de menores taxas de nascidos vivos e de
implantacdo®'. Esse paralelo reforca que, mesmo diferencas numéricas
pequenas ou nao significativas na taxa de recuperacdo podem ter impacto
relevante sobre o numero final de embrides produzidos por sessdo de OPU,
justificando a investigacao dessa variavel em estudos com maior poder amostral.

Da mesma forma, ainda que a maturacdo oocitaria ndo tenha diferido
estatisticamente entre éguas com e sem SME, a diferenca numérica observada
(59,30% vs. 45,10%) seria clinicamente relevante caso confirmada em estudos
com maior poder amostral. Do ponto de vista pratico, esse resultado é relevante
dentro de um contexto comercial, uma vez que éguas idosas com alteracdes
metabdlicas sdo frequentemente destinadas a programas de producao in vitro
de embriBes, nos quais pequenas variacdes no niumero de oocitos maturados
podem impactar a eficiéncia do processo e o niumero de embrides produzidos.
De todo modo, a deslorelina ndo se mostrou uma boa alternativa para contornar
os efeitos deletérios da SME sobre a eficiéncia de recuperacdo e maturacao
oocitaria, jA que ndo houve diferenca significativa em nenhum indice de
guantidade ou qualidade oocitaria, apenas no prolongamento dos intervalos
entre aspiracdes e entre o inicio do tratamento e a OPU.

Em mulheres com obesidade, niveis elevados de insulina podem reduzir

a expressédo de receptores de FSH nas células da granulosa e a producgéo de



496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529

64

estradiol*?, refletindo um ambiente ovariano menos responsivo, podendo, em
tese, contribuir para o atraso na foliculogénese associado a SME. Entretanto, o
presente estudo ndo encontrou diferenca estatistica entre éguas com e sem SME
no intervalo entre a emergéncia da onda e o inicio do tratamento, ndo sendo
possivel confirmar a hipotese.

A dindmica folicular equina é controlada pelo aumento do FSH, que
atinge seu pico maximo quando o maior foliculo tem cerca de 13 mm, sendo esse
o principal horménio responsavel pelo recrutamento dos foliculos antrais®!. Além
da possibilidade de menor responsividade ao FSH, éguas com SME também
apresentam alteracdes no ambiente folicular, com aumento nas concentragcdes
de insulina, leptina e citocinas pré-inflamatdérias no liquido folicular, alteracdes na
expressao génica nas células da granulosa associadas a maturacéo oocitaria e
folicular*®, enquanto éguas obesas apresentam disfuncdes mitocondriais e
acumulo lipidico nas células do cumulus e no o06cito*t, o que corrobora com a
hipotese de que o status metabolico interfere na foliculogénese desde as fases
iniciais.

Essa alteracdo do ambiente folicular pode ajudar a explicar a alteracao
na curvatura de crescimento do F1 em éguas com SME, ainda que esse efeito
ndo tenha se traduzido em diferencas no diametro final (j& que este foi
previamente determinado entre 25 e 27 mm no desenho experimental), nem na
taxa de crescimento folicular. Estudos demonstraram que a composicao do fluido
folicular, incluindo concentracfes de metabdlitos, pode afetar a qualidade tanto
do odcito quanto das células da granulosa®. E plausivel que a desregulacio
metabdlica sistémica associada a SME ocasione altera¢cdes na composicao do
fluido folicular, comprometendo os processos de crescimento e maturacéo
folicular.

Esse possivel efeito da resisténcia a insulina sobre a qualidade oocitaria
também é descrito em outras espécies e condicbes. Em camundongos, a
hiperinsulinemia induzida por dieta reduziu o nimero de foliculos pré-antrais e
antrais e prolongou o ciclo estral*®, além de induzir estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial e menor nimero de odécitos MII*’. Em mulheres com sindrome do
ovario policistico e hiperinsulinemia, a taxa de maturacdo oocitéria in vitro foi
significativamente menor em comparagao com mulheres sem hiperinsulinemia

(47 vs. 59%)*8, efeito atribuido a mecanismos multifatoriais que incluem estresse
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oxidativo e inflamacdo de baixo grau®®, alteracdes na ultraestrutura
mitocondrial®®®!, desregulacéo paracrina de fatores de crescimento®?, distlrbios
no metabolismo de &cidos graxos nas células da granulosa e no fluido folicular®?,
estresse do reticulo endoplasmatico®> e resposta ovariana reduzida ao FSH
recombinante®.

Em relagdo a tendéncia de aumento do intervalo entre sessfes
consecutivas de OPU em éguas com SME, este achado pode sugerir que esses
animais requerem um periodo mais prolongado para emergéncia da onda e
crescimento folicular ap6s a aspiracdo, reduzindo a frequéncia com que podem
ser submetidas ao procedimento em programas comerciais de producao in vitro
de embrides. No entanto, esse achado deve ser confirmado em estudos com
maior poder amostral.

Essa tendéncia de prolongamento do intervalo entre OPUs em éguas
com SME pode refletir também processos inflamatorios persistentes e
comprometimento da capacidade de reparacdo tecidual apés a OPU. A OPU
envolve a puncdo do estroma ovariano e aspiracdo do conteudo folicular,
processos que geram inflamacéo local e requerem reorganizagdo do tecido
ovariano para restabelecimento da foliculogénese®®. Eguas com SME
apresentam concentracdes plasmaticas aumentadas de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6)°’. A inflamacé&o
cronica de baixo grau associada a SME pode retardar esses processos de
recuperagao ovariana.

Ademais, a refratariedade a estimulacdo gonadotrofica observada em
éguas com SME sugere que as alteracbes metabodlicas ndo sdo apenas
sistémicas, mas também locais, no microambiente folicular. Sabe-se que a
ativina, um membro da superfamilia do fator de crescimento transformador beta
(TGF-B), é crucial para sensibilizar as células da granulosa ao FSH, enquanto a
folistatina, seu antagonista, quando em excesso, pode neutralizar essas agdes®s,
comprometendo o desenvolvimento folicular adequado. Em mulheres com
sindrome do ovario policistico observa-se aumento nas concentracoes
circulantes de folistatina e reducédo da ativina®®. Isso poderia contribuir para a
alteracdo na curvatura de crescimento do F1 observada em éguas com SME,
embora o presente estudo ndo tenha encontrado evidéncias de um atraso

generalizado no crescimento folicular.
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Em relagcdo a dindmica de crescimento folicular, o tratamento com
deslorelina alterou significativamente a curvatura de crescimento do F1, e o
status metabdlico também influenciou essa curvatura de forma independente. A
auséncia de interacao tripla significativa entre tratamento, SME e tempo indica
gue o efeito da deslorelina sobre a forma da curva foi semelhante entre éguas
com e sem SME. Na andlise estratificada por subgrupo, houve diferenca
significativa no diametro do F1 ao fim do tratamento, com o grupo SME positivo
gue recebeu Deslorelina apresentando o menor valor entre 0s quatro subgrupos.
Esse resultado indica um efeito conjunto entre SME e deslorelina sobre esse
parametro, mas o0 desenho estatistico ndo permite atribuir a diferenca
especificamente a um dos dois fatores isoladamente. Além disso, essa
estimativa apresentou variancia entre-éguas colapsada no modelo, o que
fragiliza a inferéncia e requer cautela na interpretacdo. No dia da OPU, essa
diferenca deixa de ser observada, ja que foi padronizada a aspiracédo quando o
maior foliculo se apresentasse entre 25 e 27 mm, equalizando o diametro do
maior foliculo nesse momento.

Para o F2, a deslorelina reduziu significativamente o diametro no dia da
OPU e ampliou a assimetria entre o F1 e F2. Esse efeito € consistente com a
reducao significativa observada na taxa de crescimento do F2 nos ultimos 10
dias que antecederam a OPU (2,12 para 1,38 mm/dia), indicando que a
deslorelina ndo apenas resultou em um foliculo subordinado de menor diametro
final, mas também desacelerou seu ritmo de crescimento ao longo do processo,
compativel com o mecanismo de desvio folicular, no qual a reducdo da taxa de
crescimento do maior foliculo subordinado, e ndo apenas seu diametro final,
caracteriza a supressdo exercida pelo foliculo dominante3%, Esses efeitos
foram observados como efeito principal do tratamento, presentes tanto em éguas
com SME quanto em éguas sem SME, mas nao houve interacdo significativa
entre deslorelina e status metabdlico, indicando que a deslorelina remodela a
hierarquia folicular de forma consistente, independentemente da condicéo
metabdlica da égua.

Na dindmica de crescimento do F3, a deslorelina alterou
significativamente a curvatura, com tendéncia de efeito semelhante da SME
sobre esse mesmo parametro. Na andlise estratificada por subgrupo, houve

reducdo significativa no diametro do F3 ao final do tratamento, com o grupo SME
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positivo que recebeu a Deslorelina apresentando o menor valor, sendo este o
sinal mais defenséavel da analise estratificada. Entretanto, no dia da OPU essa
diferenca nao se confirmou.

Esse conjunto de resultados sugere que a deslorelina modula a dindmica
de crescimento dos foliculos subordinados, alterando sua inclinacéo e curvatura
ao longo do tempo, de forma compativel com o mecanismo de dominancia
folicular, no qual o foliculo selecionado passa a suprimir o crescimento dos
demais®%%, Contudo, essas alteracdes s6 se traduziram em diferencas de
diametro em momentos e subgrupos especificos: no F3, ao final do tratamento,
em éguas com SME; e no F2 e na assimetria F1-F2, no dia da OPU, como efeito
principal da deslorelina em ambos os status metabdlico. O efeito da SME sobre
a dinamica folicular mostrou-se restrito a curvatura de crescimento do foliculo
dominante e a interacédo especifica com a deslorelina no terceiro foliculo ao final
do tratamento, ndo configurando um padrdo de atraso no crescimento folicular
ao longo de toda a onda.

Esse padréao de resposta é o0 oposto ao que se esperava do protocolo,
em que ele foi pensado para estimular a secrecdo de FSH e favorecer o
desenvolvimento de multiplos foliculos, de modo semelhante aos protocolos de
superovulacdo em éguas?®?°, reforcando a hipétese de que, se essas éguas
idosas com e sem SME ja apresentavam aumento basal de FSH, é possivel que
o estimulo adicional fornecido pela deslorelina tenha encontrado pouca margem
para agir, ja que os foliculos subordinados, além de nédo serem beneficiados pelo
tratamento como inicialmente se esperava, também foram negativamente
afetados pela deslorelina em algumas analises.

Este estudo apresenta algumas limitacfes que devem ser consideradas.
Sabe-se que a senescéncia ovariana avancada € acompanhada por disfuncao
mitocondrial e marcada reducdo da reserva folicular3®’. E possivel que o
estresse fisiologico decorrente do envelhecimento celular atinja um patamar
funcional ja tdo comprometido que um eventual impacto adicional da SME sobre
0s parametros avaliados se torne estatisticamente dificil de distinguir do declinio
reprodutivo basal ja imposto pela idade. Estudos futuros com éguas de diferentes
faixas etarias permitiriam avaliar a interacdo entre a idade, status metabdlico e
efeito da deslorelina sobre os parametros reprodutivos. Adicionalmente, o

namero reduzido de doadoras limitou o poder estatistico da andlise,
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especialmente para o fator SME, cujos efeitos foram tratados como
exploratorios.

Outra limitacdo a ser considerada é que a silagem de milho fornecida
para as éguas continha 15,88% de amido na matéria seca. Cavalos saudaveis
alimentados com refeigdes concentradas contendo 21,1 g de amido/kg de peso
vivo apresentam respostas glicémica e insulinémica mais pronunciadas®:. No
entanto, como a silagem neste estudo era disponibilizada continuamente ao
longo do dia, e ndo na forma de refeicbes, ndo é possivel estimar a quantidade
de amido ingerida por evento alimentar, o que impede uma comparacao direta
com esse limiar. Ainda assim, esse achado ressalta a importancia de analisar
bromatologicamente a dieta em estudos futuros com éguas com suspeita de
disfuncdo metabolica, jA& que a composicdo nutricional ndo foi ajustada

individualmente conforme o status metabélico dos animais.

5. CONCLUSAO

O tratamento com baixas doses de acetato de deslorelina ndo promoveu
melhorias nos indices de recuperacdo e maturacao oocitaria em éguas idosas.
No entanto, prolongou significativamente o intervalo entre sessdes de OPU e a
duracédo do tratamento, com tendéncia de prolongamento no intervalo entre o
surgimento do primeiro foliculo 210 mm e a OPU. Sobre a dinamica folicular, a
SME alterou significativamente a curvatura de crescimento do F1 e, em interacao
com a deslorelina, reduziu o diametro do F3 ao final do tratamento. Esses efeitos,
restritos a esses dois pontos especificos, ndo se traduziram em foliculos
consistentemente menores ou em reducao da taxa de crescimento ao longo de
toda a onda folicular nos trés foliculos avaliados. A deslorelina modificou a
hierarquia folicular independentemente do status metabdlico, reduzindo o
didmetro do F2 e aumentando a assimetria entre F1 e F2 no dia da OPU. Esses
achados ndo sustentam o uso desse protocolo como estratégia para melhorar

os indices reprodutivos de éguas idosas, com ou sem SME.
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