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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar os efeitos de doses baixas de extrato de
pituitaria (EPE) ou FSH purificado eqlino (eFSH) no crescimento folicular, taxa de
ovulacdo e de recuperacdo embrionaria em éguas. O experimento foi conduzido de
outubro a dezembro de 2004 com a utilizacdo de 27 éguas doadoras e 28 receptoras
de embrides da raca Mangalarga Marchador. Apds uma colheita de embrido no dia
8 pos-ovulagdo, as éguas receberam uma injecao de luteolitico e foram alocadas em
um de dois grupos experimentais: EPE (n=13) ou eFSH (n=14). Para todas as
éguas estudaram-se dois intervalos entre uma colheita de embrido e a ovulacdo
subsequente, sendo o primeiro o ciclo controle (sem tratamento) e o segundo o ciclo
tratado. Em ambos os ciclos ultra-sonografia transretal do Utero e dos ovarios foi
realizada diariamente para acompanhar o desenvolvimento dos dois maiores
foliculos. Durante o estro as éguas foram inseminadas a cada 48 h com sémen a
fresco do mesmo garanhédo e receberam hCG (2.500 UI/IV) mediante a deteccao de
pelo menos um foliculo com 35 a 40 mm de diametro. Os tratamentos consistiram
em administragdo de EPE (4 mg/IM/s.i.d.; Grupo EPE) ou eFSH (5 mg/IM/s.i.d,;
Grupo eFSH) do dia 8 (dia 0 = ovulacao) até o dia anterior a inducéao das ovulacdes
com hCG. As colheitas de embrido foram realizadas no oitavo dia pds-ovulacao e
sempre seguidas da administracdo de luteolitico. O percentual de éguas com mais
de uma ovulacdo foi comparado pelo teste de Fischer e o numero médio de
ovulacbes e embrides, bem como os diametros foliculares, pelo teste t pareado entre
ciclos dentro do mesmo grupo ou pelo teste t ndo pareado entre grupos diferentes.
Uma probabilidade de P<0,05 indica que a diferenca foi significativa e uma
probabilidade de P>0,05 a P<0,1 indica que a diferenca se aproximou da
significancia estatistica. O percentual de éguas com mais de uma ovulagéo tendeu
(P<0,1) a ser maior no ciclo tratado com EPE do que no controle (30,8 vs. 0%).
Embora o nimero médio de ovulacdes tenha sido similar entre o tratamento com
EPE e seu respectivo controle (1,2 e 0,9, respectivamente), o niumero médio de
embrides recuperados tendeu (P<0,1) a ser maior no ciclo tratado (1,1 vs. 0,6). O
tratamento com eFSH provocou maior (P<0,05) incidéncia de ovula¢cdes mudltiplas
(50 vs. 0%) e maior numero meédio de ovulagbes (1,6 vs. 1,0) em comparacdo ao
controle. O diametro do maior foliculo néo foi afetado pelos tratamentos hormonais,

mas o segundo maior foliculo atingiu diametro maximo superior (P<0,05) apés



tratamento com eFSH quando comparado ao seu controle. Os tratamentos com as
baixas doses de EPE ou eFSH utilizados no presente trabalho nédo interferem no
desenvolvimento do maior foliculo ovariano, mas prolongam a fase de crescimento
do segundo maior foliculo. Ambos tratamentos aumentam a incidéncia de ovulacdes
multiplas em éguas, sendo o eFSH o mais eficiente em aumentar a taxa de
ovulacdo. Adicionalmente, esses protocolos de inducédo de ovulacdes multiplas com
baixas doses hormonais propiciam a recuperacdo de um embrido em média por
lavado, o que ja torna viavel e interessante a aplicacdo comercial dos mesmos.
Ainda assim, acreditamos que aumento nas doses diarias desses preparados
hormonais — ainda utilizando doses abaixo das preconizadas na superovulacdo —,
associado a selecdo dos animais com base na populacao folicular pré-tratamento,
podem produzir aumentos mais consistentes na incidéncia de ovulagbes duplas e
triplas em éguas e melhorar a relacao beneficio/custo dos programas comerciais de

transferéncia de embrides equinos.

Palavras-chave: superovulacdo; EPE; eFSH; ovula¢bes multiplas.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effects of low doses of equine pituitary
extract (EPE) or purified equine FSH (eFSH) on follicular growth, ovulation rate and
embryo recovery rate in mares. The experiment was conducted from October to
December 2004 using 27 donors and 28 recipient mares belonging to the
Mangalarga Marchador breed. After an embryo collection attempt on day 8 post-
ovulation, all mares received an injection of luteolytic and were assigned to one of
two experimental groups: EPE (n=13) or eFSH (n=14). For all mares two intervals
between an embryo collection attempt and the subsequent ovulation were studied.
The first served as a control cycle and the second as the treated cycle. In both
cycles transrectal ultrasonography of the uterus and ovaries was performed daily to
keep track of the two largest follicles. During estrus mares were inseminated every
48 h with fresh semen from a single stallion and received an injection of hCG (2,500
IU/IV) upon detection of at least one follicle of 35 to 40 mm in diameter. The
treatments consisted of administration of EPE (4 mg/IM/s.i.d.; Group EPE) or eFSH
(5 mg/IM/s.i.d.; Group eFSH) from day 8 (day O = ovulation) until the day before the
induction of ovulation with hCG. The embryo collections were performed on day 8
post-ovulation and were always followed by administration of luteolytic. The
percentage of mares with more than one ovulation was compared by means of
Fischer’'s test and the mean number of ovulations and embryos, as well as follicular
diameters, by paired Student’s t test between cycles within the same group and by
unpaired Student’s t test between different groups. A probability of P<0.05 indicates
that the difference was significant and a probability of P>0.05 to P<0.1 indicates that
the difference approached significance. The percentage of mares with more than
one ovulation tended (P<0.1) to be higher in the EPE-treated cycle than in the control
(30.8 vs. 0%). Although the mean number of ovulations was similar between the
EPE-treated cycle and its control, (1.2 and 0.9, respectively), the mean number of
recovered embryos tended (P<0.1) to be higher in the treated cycle (1.1 vs. 0.6).
The eFSH treatment produced a greater (P<0.05) incidence of multiple ovulations (50
vs. 0%) and mean number of ovulations (1.6 vs. 1.0) compared to the control. The
diameter of the largest follicle was not altered by the hormonal treatments, but the
second largest follicle attained a greater (P<0.05) maximum diameter following eFSH

treatment, compared to its control. The treatments with low doses of EPE or eFSH



used in the present study do not interfere on the development of the largest ovarian
follicle, but enlarge the growth phase of the second largest follicle. Both treatments
increase the incidence of multiple ovulations in mares, being the eFSH the most
efficient in increasing the ovulation rate. Additionally, these multiple ovulation-
inducing protocols with low doses of hormones provided recovery of one embryo on
average per flush, what makes their commercial application viable and interesting.
Even though, we believe that an increase in the daily doses of these preparations —
still using doses below those recommended for superovulation —, associated with
selection of animals based on the pre-treatment follicular population, can produce
more consistent increases on the incidence of double and triple ovulations in mares

and enhance the benefit/cost ratio of equine commercial embryo transfer programs.

Key words: superovulation; EPE; eFSH; multiple ovulations.
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1. INTRODUCAO

A fémea equina € por natureza monovular, o que significa dizer que a
cada ciclo estral, geralmente, uma Unica ovulacao ira ocorrer. A possibilidade de se
incrementar o numero de ovulacfes no ciclo estral da égua traz consigo potenciais
beneficios, mais notadamente 1) aumento no numero de ovdcitos disponiveis para
aplicacdo de diferentes técnicas de reproducdo assistida; e 2) aumento no numero
de embriBes recuperados em uma Unica colheita, com conseqiente reducdo dos
custos do programa de transferéncia de embrides, sendo este indubitavelmente a
“menina dos olhos” daqueles que recorrem ao uso de protocolos superovulatérios ou

se dedicam ao aprimoramento dos mesmos.

Os esforgos de manipulacdo do ciclo estral de éguas a fim de se produzir
ovulagbes mdltiplas j& duram cerca de trés décadas. Depois de muitos insucessos
com a utilizacdo de preparados hormonais rotineiramente utilizados para superovular
fémeas de outras espécies domésticas que ndo a equina, hoje se detém o
conhecimento necessério para induzir ovulagées multiplas em éguas com razoavel
consisténcia utilizando-se extrato de pituitaria equina (EPE) ou FSH purificado
equino (eFSH). Entretanto, a observacdo de dados clinicos e de estudos na area
revela a recuperacdo de um numero de embrides muito aquém, em média, do
namero de ovulagBes obtidos em éguas superovuladas. Adicionalmente, tem sido
relatada a ocorréncia de efeitos adversos, tal qual a luteinizacdo de foliculos
ovarianos e desenvolvimento de foliculos anovulatorios em decorréncia de
tratamentos superovulatérios.  Um outro inconveniente da superestimulacéo
ovariana em éguas € a necessidade de se preparar muitas éguas receptoras frente a
possibilidade da recuperacdo de um numero excessivo de embrides. Isso pode
implicar na utilizacao de receptoras de qualidade questionavel e em maus resultados
ou em perdas com a preparacao de éguas quando ndo se obtém o numero esperado

de embrides.

7z

Adicionalmente, é sabido que a ocorréncia de ovulacbes duplas
espontaneas em éguas é um fator que incrementa a recuperacdo de embrides.
Assim sendo, alguns grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo dos fatores
responsaveis pela baixa recuperacdo embrionaria em éguas superovuladas e ao

desenvolvimento de protocolos que driblem esses fatores, que produzam menos
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efeitos adversos e promovam estimulacdo moderada e ndo excessiva dos OVArios.
Recentemente, Farinasso (2004) utilizou doses de EPE mais baixas do que as
tradicionalmente utilizadas para superovulacdo e obteve aumento no nimero médio
de ovulagbes — provocado pela maior incidéncia de ovulacdes duplas e triplas — e

de embrides recuperados em éguas.

O referido trabalho nos motivou a investigar a aplicabilidade de uma baixa
dose de eFSH para incrementar o numero de ovula¢gdes e embrides recuperados em
éguas, tendo em vista tratar-se do Unico preparado hormonal para superovulacéo de

éguas disponivel em escala comercial, comparando seus efeitos aos do EPE.
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2. REVISAO DE LITERATURA
Selegdo e Dominancia Folicular em Eguas

O conhecimento da fisiologia do desenvolvimento folicular ovariano e dos
mecanismos que determinam a selecéo e dominancia folicular é base indispensavel
para a manipulacdo do ciclo estral em fémeas, independente da espécie a que

pertencem e da finalidade da intervencéo.

Em éguas, o desenvolvimento folicular durante o ciclo estral geralmente
ocorre na forma de uma onda folicular maior, a qual se inicia na metade de um
intervalo interovulatorio de 22-24 dias (GINTHER, 1992). A concentracao plasmatica
de FSH se eleva e estimula a emergéncia da onda folicular, atinge um pico em
média trés dias mais tarde e entdo passa a declinar durante vérios dias até atingir
niveis basais. Enquanto isso, os foliculos crescem em paralelo até que o maior
foliculo atinja cerca de 21-23 mm. A partir de entdo, o maior foliculo geralmente
torna-se dominante e continua a crescer enquanto os demais se tornam
subordinados e apresentam uma interrup¢cdo ou redugdo do crescimento,
caracterizando o fendbmeno de desvio folicular (GASTAL et al, 1997).
Aparentemente, o maior foliculo torna-se dominante antes que o segundo maior

foliculo possa atingir um diametro similar.

Baseado em um estudo realizado com vacas, foi postulado que a
esséncia do mecanismo de selecdo folicular encontra-se em uma associacao
funcional de mé&o-dupla entre as concentracdes de FSH e os foliculos. O futuro
foliculo dominante e os subordinados contribuem para a reducdo das concentracoes
de FSH da emergéncia até o desvio, apesar de continuarem sendo estimulados por
essas concentragfes decrescentes. No inicio da divergéncia, o futuro foliculo
dominante € o principal responsavel pelo efeito depressor sobre as concentracdes
de FSH — pois produz grandes quantidades de estradiol e inibina — e continua a
crescer sob estimulo dessas reduzidas concentragbes, enquanto os foliculos
subordinados ndo mais respondem a reduzida quantidade de FSH e regridem
(GINTHER et al., 2000). Em éguas, a queda nas concentracdes plasmaticas de FSH
€, desde o inicio até o esperado momento do desvio folicular, funcdo de multiplos
foliculos da onda folicular e atribuida a secrecéo de inibina (DONADEU & GINTHER,
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2001). Posteriormente, o maior foliculo contribui praticamente sozinho para a
continua supressao das concentracdes de FSH (DONADEU & GINTHER, 2003).

Apo6s o desvio folicular, o crescimento do foliculo dominante passa a
depender aparentemente das elevadas concentracdes de LH (GINTHER, 2000). A
reducao induzida dessas concentracdes ao redor do esperado momento do desvio
folicular em éguas nao impediu a ocorréncia do mesmo, mas comprometeu o
crescimento do maior foliculo apos o desvio (GASTAL et al., 1999). Em novilhas, foi
demonstrado que o aumento nas concentragbes de LH ao redor do momento do
desvio folicular é responsavel pelo aumento nas concentracdes de estradiol e IGF-I
no fluido folicular. Em éguas, a reducdo das concentracdes circulantes de LH
preveniu 0 aumento nas concentragdes circulantes de estradiol e inibina antes do
esperado dia do desvio folicular (BERGFELT et al., 2001).

Vérios fatores presentes no fluido intrafolicular parecem exercer papéis
importantes na expressao de dominancia pelo maior foliculo. O fator de crescimento
semelhante a insulina tipo | (IGF-1), na sua forma livre, amplifica a acdo do FSH nas
células da granulosa (ADASHI et al., 1989); a activina-A estimula a atividade da
aromatase e a secrecao de estradiol pelas células da granulosa de vacas, ratos e
primatas (KNIGHT & GLISTER, 2001); a inibina-A tem funcdo estimulante da
producdo de andrégenos induzida pelo LH, andrégenos que servem de substrato
para a sintese de estradiol pelas células da granulosa (KNIGHT & GLISTER, 2001).
Em estudo recente, fluido folicular dos trés maiores foliculos (F;, F> e F3) de uma
onda folicular induzida foi colhido em diferentes momentos, de acordo com o
diametro de F;. As concentracbes de androstenediona aumentaram nos trés
maiores foliculos antes do momento esperado do desvio. Entretanto, as
concentracdes de estradiol, IGF-I, activina-A e inibina-A aumentaram somente em F;
momentos antes do desvio, permanecendo mais elevadas em F; do que em F; e F3
nas fases subsequentes do desenvolvimento folicular (DONADEU & GINTHER,
2002).

Utilizando um modelo que consiste na aspiracdo do maior foliculo no
momento esperado do desvio com o intuito de se estudar o desvio produzido
experimentalmente entre o segundo (F;) e o terceiro maior foliculo (F3) em éguas,

Ginther et al. (2002) verificaram que as concentragbes de IGF-I livre no fluido
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folicular aumentaram significativamente em F, e foram superiores (P<0,05) as de F3
no inicio do desvio folicular experimental. Os autores sugeriram que o IGF-I livre
exerceu um papel fundamental na conversdo de F, em foliculo dominante. Em
estudo posterior, a concentracdo de IGF-I livre no maior foliculo foi reduzida
experimentalmente por meio da injecéo intrafolicular de proteina ligadora de IGF tipo
3 (IGFBP-3). As concentracdes de IGF-I livre, estradiol, activina-A e inibina-A foram
menores e as de androstenediona maiores no grupo tratado em comparagédo ao
controle. No grupo tratado, as ovulagbes ocorreram primariamente do segundo
maior foliculo, enquanto no grupo controle o maior foliculo tornou-se dominante e
ovulou na maioria das vezes (GINTHER et al., 2004a). Os autores concluiram que o
sistema IGF tem papel fundamental nas diferencas de concentracdo dos fatores
intrafoliculares entre o futuro foliculo dominante e os foliculos subordinados e

conseqguentemente no desvio e selecao folicular em éguas.

E importante ressaltar que antes do desvio folicular mais de um foliculo
possui a capacidade de tornar-se dominante. Quando o maior foliculo da onda foi
aspirado em éguas no esperado momento do inicio do desvio, o segundo maior
foliculo continuou a crescer sem interrupcdo (GASTAL et al, 1999). Em
contrapartida, quando o maior foliculo foi aspirado 24 h ap6s o esperado inicio do
desvio, o segundo maior foliculo geralmente ndo se tornou dominante (GINTHER et
al., 2004b). Recentemente, Gastal et al. (2004) demonstraram que a capacidade
para a dominancia € similar entre os quatro maiores foliculos no esperado inicio do
desvio, mas que a dominancia de um foliculo menor é bloqueada na presenca de um
foliculo de maior diametro. Os mesmos autores demonstraram também que o
segundo maior foliculo mantém seu potencial para dominancia por até dois dias

apos o inicio do desvio folicular.
Superovulacdo em Eguas

O principal desafio a ser vencido pelo tratamento superovulatorio é
estimular e manter o desenvolvimento de foliculos que durante um ciclo normal
teriam o crescimento inibido e sofreriam atresia (PIERSON & GINTHER, 1990).
Dessa forma, os tratamentos superovulatorios baseiam-se na disponibilizacdo de
quantidades suficientes de FSH para o crescimento folicular, quer pela
administracédo direta dessa gonadotrofina contida nos preparados, quer por meio da
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imunizacdo contra a inibina ou administracdo de horménio liberador de

gonadotrofinas (GnRH).

O uso de GnRH e analogos com o intuito de induzir multiplas ovulacbes é
uma pratica pouco empregada atualmente por possuir algumas limitagdes. Os
métodos descritos na literatura como sendo capazes de aumentar a incidéncia de
ovulacBes multiplas em éguas envolvem utilizacdo de doses elevadas de GnRH e
numerosas aplicacdes ou sistemas de liberagdo continua por meio de bombas,
restringindo seu uso na pratica (JOHNSON, 1986, 1987; GINTHER & BERGFELT,
1990). Além disso, a eficacia do tratamento com GnRH durante a estacao ovulatoria
€ reduzida devido ao “feedback” negativo de hormonios ovarianos sobre a liberacdo

de FSH, sendo seu uso mais efetivo durante o anestro (MCCUE, 1996).

A inibina é um hormonio protéico que tem um efeito especifico sobre a
secrecdo de FSH e pouca, ou nenhuma acao, sobre a secre¢céo de LH (GINTHER,
1992). Nas fémeas € produzida pelas células da granulosa e exerce efeito inibitorio
sobre a secrecdo de FSH pela hipofise (GINTHER, 1992). A principal fonte de
inibina é o foliculo dominante, e seu efeito depressor sobre as concentracfes de
FSH é determinante para a inibicAo do crescimento e atresia dos foliculos
subordinados durante a onda folicular (DONADEU & GINTHER, 2001). Taxas de 2,3
ovulacdes por égua (MCKINNON et al., 1992) e 2,8 (MCCUE et al., 1992) foram
reportadas ap6s imunizagao ativa contra inibina. Indugdo de multiplas ovulacdes em
éguas por meio de imunizacdo passiva contra a inibina também tem sido relatada.
McCue et al. (1993) obtiveram 50% de ovula¢cdes mdltiplas entre os animais tratados
com plasma anti-inibina (1,6 + 0,2 ovulacdes/égua) e Nambo et al. (1998) obtiveram
em média mais (P<0,05) ovulacdes apoOs aplicarem em éguas soro anti-inibina
durante o diestro do que no grupo controle (4,5 vs. 1,25 ovulagdes/égua; n=4).
Entretanto, a ocorréncia de efeitos adversos tais quais reacdes locais e choque
anafilatico foram descritas, o que desencorajou a continuidade dos estudos e a

aplicacdo dos métodos de imunizacgéo contra a inibina (MCCUE et al., 1996).

Os primeiros relatos da utilizacdo de FSH para inducdo de multiplas
ovulacdes em éguas se referem ao uso de FSH suino (FSH-P), devido a sua ampla
disponibilidade. Em sintese, a administracdo dessa gonadotrofina em éguas duas

vezes ao dia, da metade ou final do diestro até o inicio do estro, forneceu resultados



Revisao de Literatura 19

pouco satisfatérios no que diz respeito a taxa de ovulacdo e numero de éguas
manifestando mais que uma ovulacdo por ciclo estral. Além de produzir uma
resposta bem inferior a obtida na espécie bovina, trata-se de um método oneroso por
requerer administracdo de elevadas doses — cerca de 70 vezes mais do que o
necessario para superovular vacas — sendo, portanto, de aplicacdo restrita
(SQUIRES et al.,, 1986). Em estudos subsequentes, avaliou-se a eficacia de
preparados contendo fracdes enriquecidas de FSH de origem equina (eFSH) na
superovulacado de éguas. A administracdo de 25 mg de eFSH uma vez ao dia gerou
em meédia mais (P<0,05) ovulacbes e embrides recuperados por égua em
comparacao ao controle (4,6 e 2,0 vs. 1,0 e 0,4, respectivamente; ROSAS et al.,
1998). De maneira similar, Machado et al. (2003) administraram 12,5 mg de um
preparado comercial a base de eFSH duas vezes ao dia durante o diestro e
obtiveram mais (P<0,05) ovulacdes e embrides do que no grupo controle (4,2 e 2,2

vs. 1,0 e 0,4, respectivamente).

O extrato de pituitéria equina (EPE) tem sido o preparado mais utilizado
em estudos sobre indugcdo de multiplas ovulagdes em éguas (SQUIRES & SEIDEL,
1995). Taxas de ovulacao entre 1,6 (LAPIN & GINTHER, 1977) e 3,8 (SQUIRES et
al., 1987a) foram reportadas com o uso do EPE em uma Unica aplicacdo diaria.
Recentemente, um novo protocolo com EPE proposto por Alvarenga et al. (2001)
propiciou uma das mais significativas melhorias na resposta de éguas a
superovulacdo, aumentando o interesse pelos estudos voltados para esse assunto.
Utilizando duas aplica¢cdes diarias de 25 mg de EPE em éguas durante a estacao
ovulatéria, Alvarenga et al. (2001) obtiveram uma taxa de ovulacdo
significativamente maior (P<0,05) do que a obtida com uma Unica aplicacdo de 25
mg (7,1 vs. 2,4). Posteriormente, Scoggin et al. (2002) concluiram que uma maior
freqiéncia de administracdo do EPE (duas vezes ao dia) propiciou uma melhor

recuperacdo embrionaria em éguas.

Atualmente tém sido testados protocolos de superovulacdo em éguas
com doses decrescentes de EPE e administracdo em duas aplicacfes diarias.
Esses protocolos tém como base as evidéncias de que em vacas o fracionamento
do FSH em duas aplica¢fes diarias, associado a reducdo gradativa da dose, produz
taxas de ovulacéo e de recuperacdo embrionaria melhores do que a administracdo

em uma unica aplicacao diaria e em doses constantes (MONNIAUX et al., 1983).



Revisao de Literatura 20

Scoggin et al. (2002) trataram éguas a partir dos dias 6 a 11 do diestro com doses
decrescentes de EPE duas vezes ao dia, apos administracdo de PGF,, e induziram
as ovulac6es com hCG na presenca de foliculos de 35 mm de diametro. Obtiveram
em média 3,3 ovulacdes por égua e 88,9% (8/9) de animais com duas ou mais
ovulacdes. Em estudo que comparou o tratamento superovulatério a base de doses
constantes com o de doses decrescentes de EPE (n=6 animais/grupo), Carmo
(2003) encontrou diferencas numéricas favoraveis ao protocolo com doses
decrescentes nas taxas de ovulacdo (5,0 vs. 3,5; P=0,26) e de recuperacao
embrionaria (1,8 vs. 1,2; P=0,24), mas essas ndo foram estatisticamente

significativas.

Lapin & Ginther (1977) reportaram que o uso de hCG no final do
tratamento com EPE reduziu (P<0,05) o intervalo do inicio do tratamento a ovulagdo
em aproximadamente dois dias. Posteriormente, Woods & Ginther (1983a)
observaram uma maior (P<0,05) taxa de ovulacdo nas éguas superovuladas que
haviam recebido hCG em relacédo as que nao receberam. Um outro método eficaz
de apressar e sincronizar as ovulagdes ao final dos tratamentos superovulatorios em
éguas € a administracdo intravenosa do proprio EPE na dose de 25 mg
(HOFFERER et al., 1993; PALMER et al., 1993; ROSAS et al., 1998).

Dippert et al. (1992) compararam as respostas superovulatérias entre
éguas tratadas com EPE a partir do dia 5 ou 12 pés-ovulagdo e concluiram que
iniciando-se 0 tratamento mais precocemente no diestro obtem-se uma melhor
resposta no desenvolvimento folicular e no nimero de ovulagdes. Iniciando o
tratamento superovulatorio com EPE em éguas em diferentes estadios do
desenvolvimento folicular, Pierson & Ginther (1990) verificaram superestimulacao
ovariana em resposta aos tratamentos iniciados quando o maior foliculo atingiu 15,
20, ou 25 mm em diametro. Entretanto, quando o tratamento com EPE foi iniciado
apos o maior foliculo ter atingido o diametro de 30 mm nédo houve respota
superestimulatoria, tendo sido isso creditado ao estabelecimento da dominancia
folicular por parte do maior foliculo e comprometimento dos demais foliculos com o
processo de atresia. Esses achados estdo de acordo com a constatacéo de que na

espécie bovina o0s tratamentos superovulatorios evocam melhores respostas
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ovarianas quando iniciados na auséncia de um foliculo dominante (BUNGARTZ &
NIEMANN, 1994).

Woods & Ginther (1983b,1984) divulgaram os primeiros relatos referentes
a colheita de mudltiplos embrides de éguas superovuladas. Verificaram que o
tratamento superovulatério com EPE resultou em um maior (P<0,01) nimero de
embrides recuperados por égua, em comparacao com 0s animais nao tratados (2,9
vs. 0,7), tendo sido a taxa de recuperagdo embrionéria por ovulacao similar (P>0,1)
entre as éguas superovuladas e as controle. Desde entdo, essa é uma realidade
que tem sido constatada na maioria dos trabalhos, a excecédo do desenvolvido por
Palmer et al. (1993), em que se relatou a recuperacao de apenas 0,6 embrides por
égua superovulada. A grande maioria dos autores relata um nimero de embrides
recuperados aquém do esperado quando se leva em conta o numero de ovulagdes

com a utilizacado do EPE e com outros tratamentos superovulatoérios.

Palmer et al. (1993) especularam que em éguas superovuladas poderiam
haver falhas na liberacdo do odcito por parte dos foliculos durante a ovulagdo, que
0s o0citos seriam de m& qualidade ou que haveria fecundidade normal seguida de
perda embrionaria precoce. Porém, Dippert et al. (1994), coletando ovarios e
ovidutos de éguas superovuladas e ndo superovuladas dois dias ap6s a ultima
ovulacéo, ndo encontraram diferencgas significativas entre os dois grupos de animais
no que diz respeito ao numero de ovulagdes que resultaram em embrides e no
posterior desenvolvimento embrionario in vitro. Posteriormente, Bézard et al. (1995)
verificaram que embora o ambiente folicular seja diferente em éguas superovuladas,
em comparacdo as ndo superovuladas, a maturagdo ovocitaria € alcancada em
ambos os grupos de animais. Ainda assim, sabe-se que em vacas o tratamento
superovulatério pode causar disturbios na maturacéo folicular e ovocitaria (MOOR et
al., 1984) e no transporte de gametas (HAWK, 1988), fatores que contribuem para a
recuperacdo de um grande numero de estruturas nédo fertilizadas e degeneradas a
despeito de se conseguir uma resposta superovulatoria satisfatéria. Carmo et al.
(2005) investigaram a relacéo entre o numero de ovulacbes e o numero de odcitos
viaveis recuperados por lavado da tuba uterina, 12 a 24 horas apés a primeira
ovulacdo, de éguas superovuladas e ndo superovuladas, observaram que o
percentual de odcitos viaveis recuperados por ovulacdo nas éguas superovuladas

foi inferior quando comprarado as éguas néo superovuladas (60,38% vs. 85,71%).



Revisao de Literatura 22

Squires et al. (1987a) demonstraram ndo haver diferencas entre as taxas
de prenhez de receptoras de embrides oriundos de éguas com multiplas ovulacdes
naturais ou induzidas ou com uma Unica ovulagdo. Posteriormente, a viabilidade de
embrides oriundos de éguas superovuladas foi confirmada por Scoggin et al. (2002),
que obtiveram 41,7% (5/12) de prenhez apds trasferirem embribes colhidos de

éguas superovuladas e refrigerados por 24 horas.

Estudos especificos sobre os efeitos da administragdo de EPE em ciclos
subsequentes sdo escassos. A maioria dos relatos em que se utilizou mais de um
ciclo estral diz respeito a utilizacdo de dois ciclos intercalados por um ou dois ciclos
sem tratamento, ndo tendo sido encontrado diferenca na resposta superovulatoria de
éguas entre os tratamentos realizados no primeiro e segundo ciclo estral (WOODS &
GINTHER, 1985; PALMER et al.,, 1993; CARMO, 2003). Hofferer et al. (1991)
verificaram apenas uma tendéncia a uma melhor resposta no segundo ciclo tratado
(3,2 vs. 2,2 ovulacdes/égua; P=0,07). No mesmo estudo, observaram também que
a administracdo continua de EPE a éguas por 94 dias ndo impediu a ocorréncia de
crescimento folicular e ovulagbes, mas perturbou o padrédo de ondas caracteristico

do desenvolvimento folicular.

Visando a reduzir os custos do tratamento superovulatério e evitar a
estimulacdo ovariana excessiva, Farinasso (2004) trabalhou com doses baixas do
mesmo preparado em éguas ciclantes. O referido autor obteve média de 1,92 e 1,84
ovulacbes por égua com o0 uso de 4 ou 6 mg de EPE uma vez ao dia, resultado
superior (P<0,001) ao obtido nos grupos controle (1,08 e 1,15, respectivamente). Os
tratamentos com 4 e 6 mg diarias de EPE induziram mais de uma ovulagdo em
76,9% das éguas tratadas, comparado a 7,7 e 15,4% nos respectivos controles
(P<0,01). Adicionalmente, o tratamento com 6 mg de EPE possibilitou a
recuperacdo de mais (P<0,05) embrides por égua em comparacao ao controle (1,31
vs. 0,54).

Aumento na incidéncia de duplas ovulagbes em éguas apos o uso de FSH
de origem suina (FSH-P) ja foi reportado. Sirois et al. (1992) administraram 0, 8, 16
ou 32 mg de Folltropin® a cada 12 horas em éguas a partir do dia 6 do ciclo estral
(dia O=ovulacédo) e obtiveram 40, 80, 60 e 40% de ovulagbes duplas

respectivamente. Devido ao fato da produgcdo comercial e utilizacdo de FSH
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purificado equino serem muito recentes, ainda ndo foram testadas doses mais

baixas do que a inicialmente utilizada na superovulacdo de éguas.
Ovulac¢des Multiplas Naturais em Eguas

E sabido que na espécie eqiiina existe uma ocorréncia natural de
ovulacbes multiplas, geralmente dupla ovulacédo, sendo a incidéncia de ovulacdes
triplas muito baixa (GINTHER, 1992). A incidéncia de ovulacdes duplas é
extremamente variavel entre ragas e individuos, tendo sido relatada uma maior
frequiéncia na raca Puro Sangue Inglés do que na Arabe e Quarto de Milha
(GINTHER, 1992). Em levantamento recente, Carmo et al. (2002) analisaram 829
ciclos estrais em éguas da raca Brasileiro de Hipismo e observaram um percentual
de 53% de ovulagBes mdultiplas. Outra evidéncia do carater genético ligado a
incidéncia de ovulagBes multiplas é que a predisposicdo a multipla ovulacdo parece
ser herdada e tende a se repetir em um mesmo individuo (GINTHER, 1992;
LOSINNO et al., 2000).

As frequéncias de ovula¢cdes multiplas uni e bilaterais e suas implicacdes
em um programa de transferéncia de embrides foram recentemente estudadas por
Carmo et al. (2003) analisando-se 342 ciclos estrais de éguas da raca Brasileiro de
Hipismo. A incidéncia de ovulacdes multiplas unilaterais foi similar (P>0,05) a de
ovulacbes bilaterais (53 e 47%, respectivamente), corroborando os achados de
Squires et al. (1987b). A frequéncia de colheitas com recuperacédo de pelo menos
um embrido foi maior (P<0,05) para as ovulacdes bilaterais do que para as
unilaterais (83 vs. 53%), bem como a taxa de recuperacdo embrionaria por ciclo
estral (129 vs. 70%). Menor recuperagdo embrionaria associada a ovula¢des duplas
unilaterais em comparacdo as bilaterais também foi reportada por Squires et al.
(1987b) e Riera et al. (2004). Os ultimos observaram também que a freqiéncia de
colheitas com recuperacdo de dois embribes foi maior (P<0,001) apés ovulacdes

duplas bilaterais do que unilaterais (50 vs. 37%).

Losinno et al. (2000) analisaram 944 ciclos estrais em um programa
comercial de transferéncia de embrides equinos e relataram que as taxas de

recuperacdo embrionaria para ciclos com dupla ou tripla ovulacdo foram maiores
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(P<0,05) do que para ciclos com ovulacdo simples (1,17 e 1,41 vs. 0,66,

respectivamente), demonstrando o impacto positivo das multiplas ovulagdes.
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3. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de baixas doses
de extrato de pituitaria ou FSH purificado equino no crescimento folicular, taxa de
ovulacdo e de recuperacdo embriondria em éguas. Visou, adicionalmente, a
desenvolver um protocolo de tratamento hormonal com os farmacos supracitados
capaz de aumentar a incidéncia de ovula¢des duplas e triplas e gerar incremento na
recuperacdo de embrides equinos, diminuindo custos e melhorando a eficiéncia dos

programas comerciais de transferéncia de embrifes na espécie.
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4. MATERIAL E METODO
Periodo e Local do Experimento

O presente trabalho foi realizado durante a estagdo reprodutiva
2004/2005, mais especificamente entre os meses de outubro a dezembro de 2004,
nas dependéncias do Haras Santa Esmeralda, situado no municipio de Esmeraldas,
MG, Brasil (19°45'45" S).

Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizadas 27 éguas doadoras de embrido da raca Mangalarga
Marchador, com idade entre 3 e 20 anos e pesando 350 a 450 Kg. Um grupo de 28
éguas receptoras de embrido pertencentes a mesma raca, com idade entre 3 e 12
anos e peso entre 350 e 450 Kg também foi utilizado. Todas as éguas utilizadas
estavam em plena atividade reprodutiva e ndo possuiam quaisquer anormalidades
no trato reprodutivo que pudessem ser detectadas por exame de palpacéo ou ultra-

sonografia transretal.

As éguas doadoras eram mantidas em piquetes de capim coast cross
(Cynodon dactylon) com acesso a agua e sal mineralizado a vontade, além de
receberem suplementacdo com feno de graminea (Cynodon niemfluesis) e 2 kg de
racdo comercial peletizada prépria para equinos duas vezes ao dia. As éguas
receptoras eram mantidas em pastagens nativas com livre acesso a agua e sal
mineralizado, tendo sua alimentacdo complementada com capim (Pennisetum
purpureum) picado e 1 Kg de racdo comercial peletizada propria para equinos uma

vez ao dia.

Dois grupos experimentais foram constituidos com base nos tratamentos

administrados as éguas doadoras: 1) Grupo EPE (n=13) e 2) Grupo eFSH (n=14).
Delineamento Experimental e Tratamentos

Apés terem sido monitoradas e inseminadas durante o estro
imediatamente anterior ao inicio do experimento, as éguas doadoras foram
submetidas ao procedimento de colheita de embri&do no oitavo dia pds-ovulagéo.

Nesse mesmo dia, as mesmas recebiam, por via intramuscular, 7,5 mg de dinoprost-
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trometamina (Lutalyse®; Pharmacia & Upjohn, Co., Kalamazoo, MI, EUA) e eram
incluidas, de maneira alternada, em um dos grupos experimentais. Dois ciclos
estrais consecutivos foram monitorados em todas as éguas pertencentes a cada um
dos grupos experimentais, de modo que o primeiro ciclo estudado serviu de controle
e no segundo foram realizados os tratamentos a base de extrato de pituitaria (EPE)
ou FSH purificado equino (eFSH). Dessa forma, cada animal utilizado foi o seu
préprio controle. Os periodos de monitoramento foram sempre do oitavo dia pés-
ovulacao (dia da colheita de embrido) até a ovulagdo seguinte, quer no primeiro ciclo
(controle), quer no segundo (ciclo tratado). As colheitas de embrido eram sempre

seguidas da administracdo de agente luteolitico.

Passado o ciclo controle e finalizada a colheita de embrido no oitavo dia
pés-ovulacdo, eram iniciados os tratamentos para indugcédo de ovula¢cdes mdltiplas a
base de extrato de pituitaria ou FSH purificado equino. Esses tratamentos foram
administrados do dia 8 até o dia anterior a inducdo das ovulacbes. Os animais
pertencentes ao Grupo EPE (n=13) receberam 4 mg de extrato de pituitaria equina
por via intramuscular uma vez ao dia durante o periodo especificado. O extrato de
pituitaria utilizado no presente trabalho foi produzido no Laboratério de Reproducéo
Animal do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ,
Unesp-Botucatu, SP, Brasil, conforme descrito (CARMO, 2003). As éguas do Grupo
eFSH (n=14) receberam 5 mg de FSH purificado equino (eFSH; Bioniche Animal
Health USA, Inc., Athens, GA, EUA) por via intramuscular, uma vez ao dia, durante o
periodo previamente especificado. As ovulacdes foram induzidas por meio da
administracdo de 2.500 Ul de gonadotrofina coridbnica humana (hCG), mediante a
deteccdo de pelo menos um foliculo ovariano com 35 a 40 mm de diametro. A
Figura 1 mostra esquematicamente o delineamento experimental utilizado no

presente trabalho.
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A) Ciclo Controle
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Figura 1:

Ultra-sonografia

Esquema do delineamento experimental ilustrando a ocorréncia dos

eventos e intervencdes nos ciclos controle (A) e tratado (B). OV = ovulacdo; DX =

dia da inducéo das ovulacdes.
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Exames Ultra-sonograficos e Definicdes

Em ambos os ciclos estudados, desde o dia 8 (dia 0 = ovulacdo)
imediatamente antes da colheita do embrido, até a ovulacdo seguinte, as éguas
doadoras tiveram a atividade ovariana e condicdo uterina monitoradas diariamente
por ultra-sonografia transretal com auxilio de um aparelho (SA-600V; Medison Co.
Ltd, Daechi-dong, Kangnam-ku, Seul, Coréia) equipado com um transdutor linear de
5 MHz. Os diametros dos dois maiores foliculos foram determinados por meio da
média aritmética entre a maior distancia obtida no antro folicular e sua transversal,
em uma unica imagem congelada no monitor do aparelho de ultra-sonografia
(GINTHER, 1995) em somente 10 éguas do Grupo EPE e em 11 éguas do grupo
eFSH.

A designacao dos foliculos se baseou no méaximo didmetro atingido pelos
mesmos, sendo o foliculo 1 (F;) aquele que atingiu maior diametro maximo e foliculo
2 (F2) o de segundo maior diametro. Os foliculos foram desenhados em ficha
propria de acordo com suas posi¢cdes nos ovarios, sendo usado como referéncia a
presenca do corpo liteo e outros foliculos a fim de manter-se a identidade dos dois
maiores foliculos. O desvio folicular foi definido como o dia que antecedeu o

aumento na diferenca de diametro entre F; e F».

As receptoras de embrido tiveram a atividade ovariana e condi¢cao uterina
monitoradas por palpacdo ou ultra-sonografia transretal em dias alternados com

intuito de detectar a ocorréncia das ovulagdes.
Colheita de Sémen e Inseminagéo Artificial

Sémen proveniente de um Unico garanhao de fertilidade comprovada foi
utilizado para as inseminagfes. ApoOs a colheita, realizada com auxilio de uma égua
em cio, por meio de vagina artificial propria para garanhfes, o sémen era filtrado
para a remocao da fracdo gelatinosa. A concentracdo espermatica era determinada
com auxilio de uma camara de NeuBauer, a motilidade espermatica avaliada em
microscépio éptico e 0 sémen diluido na proporcdo de 1:2 em meio diluente a base
de leite desnatado (KENNEY et al., 1975).
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Durante o estro, apos a deteccdo de pelo menos um foliculo com 35 mm de
diametro, as éguas eram inseminadas com no minimo 500 x 10° espermatozéides
moveis. As inseminacdes foram repetidas a cada 48 horas, quando necessario, até
que fosse detectada a ovulacdo. Quando ocorreu o desenvolvimento de mais de um
foliculo pré-ovulatério as inseminacdes foram realizadas no maximo até 24 horas
apos a primeira ovulacdo. Vale ressaltar que os protocolos de inseminacéao artificial

e inducéo das ovulagbes foram os mesmos para os ciclos controle e tratado.
Colheita, Manipulacédo e Transferéncia dos Embrides

Os embrides foram recuperados no oitavo dia pés-ovulacdo por meio de
lavagem uterina usando 3 L de solucdo de Ringer com lactato, a 35 °C, conforme
descrito (ALVARENGA et al., 1993). ApoOs a identificagdo do embrido, 0 mesmo era
lavado e mantido por menos de uma hora em meio de manutencdo filtrado

(Emcare®; ICP, Auckland, Nova Zelandia) até o momento da transferéncia.

Os embrides foram transferidos através do método nao-cirdrgico
(transcervical) para receptoras ciclantes que haviam ovulado entre 4 e 7 dias antes
da transferéncia. Os embribes eram acondicionados entre colunas de meio de
manutencao e ar no interior de uma pipeta de inseminacao artificial com uma seringa
de 1 mL acoplada a sua extremidade. A pipeta era recoberta entdo por uma camisa
sanitéria plastica. Antes da transferéncia as receptoras tinham a cauda enfaixada, o
conteudo fecal retirado da ampola retal e as regibes perivulvar e perianal
higienizadas. A pipeta contendo o embrido era conduzida através da cérvix da
receptora, a camisa sanitaria rompida e o embrido depositado lentamente no corpo

do utero.
Diagnostico de Gestacao

As receptoras foram examinadas por meio de ultra-sonografia transretal
seis a sete dias apoés a transferéncia do embrido para se determinar a presenca ou

nao de vesicula embrionaria.
Andalise Estatistica

Valores percentuais para variaveis qualitativas foram comparados pelo

teste de Fischer. Varidveis quantitativas (numero de foliculos, ovulacdes e
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embrides, intervalos, dias de ocorréncia, didmetros e taxas de crescimento
foliculares) foram comparadas pelo Teste t pareado dentro de um mesmo grupo de
animais e pelo Teste t ndo pareado entre grupos de animais diferentes. Para a
comparacao de diametros e taxas de crescimento foliculares diarios, os dados foram
normalizados para o primeiro dia de monitoramento em cada ciclo (dia 8) e para o
dia da ovulacao (dia 0), tendo sido analisados somente os dias em que os dados de
todos os animais puderam ser incluidos. Dessa forma, foram estudados os periodos
do dia 8 ao 13 e do dia -6 a —1. Uma probabilidade de P<0,05 indica que a
diferenca foi significativa e uma probabilidade de P>0,05 a P<0,1 indica que a
diferenca se aproximou da significancia estatistica. Os dados observados séao

apresentados em tabelas e figuras na forma de média + EPM.



Resultado 35

5. RESULTADO
Taxas de Ovulacéo, Recuperacdo Embrionéria e Gestacéao

Conforme mostra a Tabela 1, o tratamento com baixa dose de EPE
resultou em tendéncia (P<0,1) ao desenvolvimento de um maior nimero de foliculos
> 30 mm de didmetro em comparacao ao controle. No entanto, 0 nUmero médio de
foliculos pré-ovulatérios (> 35 mm) bem como o numero de ovulagdes por égua foi
similar entre os ciclos controle e tratado. O percentual de éguas que apresentaram 2
ou mais ovulacdes e o numero medio de embrides recuperados por égua tenderam
(P<0,1) a superioridade no ciclo tratado com EPE quando comparado ao controle.
Nao foram observadas diferengas significativas no namero meédio de foliculos
luteinizados, no percentual de éguas que apresentaram luteinizacédo folicular e no

percentual de embrides recuperados por ovulagéo entre os ciclos controle e tratado.

Tabela 1: Média (+tEPM) dos parametros observados em éguas da raca Mangalarga
Marchador em um ciclo controle e apds tratamento com baixa dose de EPE (4 mg
s.i.d.)

Parametro Grupo EPE

Controle Tratado
Numero de animais 13 13
Foliculos > 30 mm por égua 1,2+0,1Y 1,7 +0,2
Foliculos > 35 mm por égua 1,1+0,1 1,1+0,1
Ovulagdes por égua 09+0,1 1,2+0,2
Eguas com > 2 ovulacées (%) 0/13 (0)” 4/13 (30,8)"
Foliculos luteinizados por égua 0,1+0,1 0,1+0,1
Eguas com foliculos luteinizados (%) 1/13 (7,7) 1/13 (7,7)
Embrides por égua 0,6 £0,1Y 1,1+0,2
% embrides por ovulacao 66,7 87,5

*Y Letras diferentes na mesma linha indicam tendéncia a significancia estatistica (P<0,1).

No grupo eFSH foram observados, apés tratamento, mais (P<0,05)
foliculos > 30 mm de diametro, foliculos pré-ovulatérios (> 35 mm) e ovulacbes em
comparacao ao ciclo controle. O percentual de éguas com duas ou mais ovulacdes

também foi significativamente maior no ciclo tratado quando comparado ao controle.
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No entanto, o nimero médio de embrides recuperados por égua e o percentual de
embrides recuperados por ovulagdo foram similares (P>0,05) entre os ciclos, bem
como o numero de foliculos luteinizados e o percentual de éguas que apresentaram

luteinizagéo folicular (Tabela 2).

Tabela 2: Média (:EPM) dos parametros observados em éguas da raca Mangalarga
Marchador em um ciclo controle e ap0s tratamento com baixa dose de eFSH (5 mg
s.i.d.)

Parametro Grupo eFSH

Controle Tratado
Numero de animais 14 14
Foliculos > 30 mm por égua 1,0+ 0,0° 1,9+0,2%
Foliculos > 35 mm por égua 1,0+ 0,0° 1,7 +0,2%
OvulagBes por égua 1,0+ 0,0° 1,6 +0,2?
Eguas com > 2 ovulacdes (%) 0/14 (0)° 7/14 (50,0)?
Foliculos luteinizados por égua 0 0,1+0,1
Eguas com foliculos luteinizados (%) 0 2/14 (14,3)
Embribes por égua 0,8+0,1 1,0+0,2
% embrides por ovulacao 78,6 60,9

ab | etras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica (P<0,05).

Quando confrontados os resultados dos dois tratamentos (EPE e eFSH),
observou-se similaridade (P>0,05) no nimero médio de foliculos com diametro igual
ou superior a 30 mm e no numero de ovula¢des, embora o tratamento com eFSH
tenha resultado em mais (P<0,05) foliculos de diametro pré-ovulatério. Apesar de
nao ter havido diferenca significativa no numero médio de embrides recuperados por
égua, a taxa de recuperacdo embrionéria por ovulacéo tendeu (P<0,1) a ser maior
apos tratamento com EPE (Tabela 3). Adicionalmente, a duragédo do tratamento com
eFSH tendeu (P<0,1) a ser inferior a do tratamento com EPE em aproximadamente

um dia.
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Tabela 3: Média (+tEPM) dos parametros observados em éguas da raca Mangalarga
Marchador apés tratamento com baixa dose de EPE (4 mg s.i.d.) ou eFSH (5 mg
s.i.d.)

Tratamento

Parametro

EPE eFSH
Numero de animais 13 14
Duracéo do tratamento 6,7 +0,47 5,6 +0,3
Foliculos > 30 mm por égua 1,7+0,2 1,9+0,2
Foliculos > 35 mm por égua 1,1+0,1° 1,7 +0,2%
Ovulacdes por égua 1,2+0,2 1,6 +0,2
Eguas com > 2 ovulagdes (%) 4/13 (30,8) 7/14 (50,0)
Foliculos luteinizados por égua 0,1+0,1 0,1+0,1
Eguas com foliculos luteinizados (%) 1/13 (7,7) 2/14 (14,3)
Embribes por égua 1,1+0,2 1,0+0,2
% embrides por ovulagdo 87,5 60,9”

3P| etras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica (P<0,05).

*Y Letras diferentes na mesma linha indicam tendéncia a significancia estatistica (P<0,1).

No grupo EPE, oito embrides foram transferidos no ciclo controle e 14 no
ciclo tratado com taxas de gestacdo de 87,5% (7/8) e 71,4% (10/14),
respectivamente. No grupo eFSH, 11 embrides foram transferidos no ciclo controle
e 14 no ciclo tratado, com taxas de gestacdo de 100% (11/11) e 71,4% (10/14),

respectivamente.

Desvio Folicular, Intervalos, Diametros e Taxas de Crescimento Pontuais dos

Dois Maiores Foliculos

Os efeitos dos tratamentos hormonais sobre alguns dos parametros
foliculares em momentos e intervalos especificos foram estudados. As Tabelas 4 a

7 mostram esses resultados nos diferentes grupos de animais.

O tratamento com baixa dose de EPE néo produziu mudangas marcantes,
em meédia, no desenvolvimento dos dois maiores foliculos ovarianos (Tabela 4). O

intervalo entre o inicio do experimento (dia 8) e a administracdo de hCG tendeu e ser
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menor no ciclo tratado do que no controle (6,8 vs. 7,8 dias; P=0,063). Entretanto, o

intervalo interovulatério néo foi significativamente alterado.

N&o foram observadas diferencas significativas nos diametros dos dois
maiores foliculos entre os ciclos controle e tratado no dia 8, no desvio e a0 maximo
diametro, bem como na diferenca de diametro entre os dois maiores foliculos nos
mesmos momentos. Desvio folicular foi detectado somente em 6 animais nos ciclos
controle e tratado. No ciclo controle isso se deveu a ocorréncia de co-dominancia
em uma égua e ao ndo crescimento de um segundo maior foliculo em paralelo ao
maior em trés éguas. No ciclo tratado houve co-dominancia em trés éguas e
auséncia de um segundo foliculo crescendo em paralelo ao foliculo que se tornaria
dominante em uma das éguas. Os dias de ocorréncia do desvio entre os dois
maiores foliculos e dos maximos diametros de F; e F, foram similares (P>0,05) entre
os ciclos controle e tratado no grupo EPE. Adicionalmente, ndo houve diferenca
significativa entre os ciclos nas taxas de crescimento de F; e F; do dia 8 ao 13 e na
taxa de crescimento de F; do dia -6 a ovulagdo. Contudo, a taxa de crescimento de
F» do dia -6 a ovulacédo foi afetada pelo tratamento com EPE, sendo maior (P<0,05)

no ciclo tratado do que no controle (1,1 vs. -0,3 mm/dia).

Com relacéo ao tratamento com baixa dose de eFSH (Tabela 5), embora
o diametro de F, tenha sido similar entre os ciclos no dia 8, o mesmo foliculo foi
maior (P<0,05) no ciclo tratado em comparacao ao controle no dia do desvio (28,1
vs. 22,1 mm) e ao maximo diametro (32,7 vs. 22,1 mm) em virtude das maiores
(P<0,05) taxas de crescimento verificadas dos dias 8 ao 13 e —6 a —1. Isso resultou
em uma menor (P<0,05) diferenca entre os didmetros maximos de F; e F, no ciclo

tratado do que no controle (6,6 vs. 19,8 mm).

No dia do desvio o diametro de F; tendeu a ser maior no ciclo tratado do
que no controle (31,6 vs. 25,4 mm; P=0,085). Desvio folicular foi observado em
nove éguas durante o ciclo controle e somente em quatro éguas no ciclo tratado com
eFSH em virtude do ndo crescimento de um foliculo em paralelo ao foliculo
dominante (2 éguas no ciclo controle e 1 no tratado) e de co-dominancia folicular em
seis éguas no ciclo tratado. O desvio ocorreu aproximadamente dois dias mais tarde
no ciclo tratado em comparacdo ao controle, embora a diferengca ndo tenha sido
significativa (12,0 e 10,3 dias, respectivamente; P=0,110). Os demais parametros
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referentes ao crescimento do maior foliculo, bem como os intervalos estudados

foram similares (P>0,05) para os ciclos controle e tratado com eFSH.

Quando confrontamos os tratamentos EPE e eFSH (Tabela 6),
verificamos tendéncia a uma maior taxa de crescimento de F; do dia 8 ao 13 com o
uso do eFSH (3,2 vs. 2,5 mm/dia; P=0,069), fazendo com que o maior foliculo
tendesse a atingir o diametro maximo mais precocemente em média (14,5 vs. 15,8
dias; P=0,082). Como consequéncia, os animais tratados com eFSH apresentaram
um intervalo interovulatério mais curto (P<0,05) do que os tratados com EPE (15,6
vs. 16,9 dias). Outros efeitos observados foram que, no momento do desvio, 0
diametro de F; foi superior (P<0,05) e o de F, tendeu (P<0,1) a ser maior no grupo
de éguas tratadas com eFSH em comparacao as tratadas com EPE (31,6 vs. 27,8
mm e 28,1 vs. 25,2 mm, respectivamente). Adicionalmente, embora os diametros
maximos de F; e F, ndo tenham diferido entre os tratamentos, a diferenca entre
esses diametros tendeu a ser menor nos animais tratados com eFSH (6,6 vs. 12,7
mm; P=0,070).

As éguas tratadas com EPE ou eFSH que responderam ao tratamento
com duas ou mais ovulacbes foram agrupadas e seus parametros foliculares
comparados aos das éguas tratadas que apresentaram somente uma ovulacao
(Tabela 7). Os parametros referentes ao maior foliculo foram similares (P>0,05)
entre os grupos de animais. Entretanto, conforme esperado, o segundo maior
foliculo cresceu mais rapidamente (P<0,05) dos dias 8 ao 13 e —6 a —1 e atingiu
diametro maximo superior (P<0,05) nas éguas que ovularam dois ou mais foliculos
em comparacdo as demais. Consequentemente, 0 maximo diametro foi atingido
mais (P<0,05) tardiamente e a diferenca entre os diametros maximos de F; e F; foi
menor (P<0,05) nas éguas com multiplas ovulagcbes do que nas de ovulacao
simples. Vale ressaltar que no inicio do tratamento (dia 8) os diametros de F; e F,

foram similares (P>0,05) entre esses dois grupos de éguas.
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Tabela 4. Média (EPM) dos parametros foliculares ovarianos pontuais estudados

em éguas da raca Mangalarga Marchador durante um periodo controle e apos

tratamento com baixa dose (4 mg s.i.d.) de EPE a patrtir do dia 8

Parametro Grupo EPE
Controle Tratado
Numero de éguas
Total 10 10
Com desvio entre FL e F» 6 6
Dia de ocorréncia
Desvio entre F1 e F» 11,5+0,8 11,8 £ 0,7
Maximo diametro
Foliculo 1 16,2 £ 0,7 15,8 +0,6
Foliculo 2 12,9+0,9 145+1,0
Intervalos (dias)
Interovulatério 17,4 +£0,7 16,9+0,5
Dia 8 - hCG 7,8+0,7% 6,8+ 0,5
Dia 8 — ovulacgéo 9,4+0,7 8,8+0,5
Diametros (mm)
Dia 8
Foliculo 1 15,7+25 189+2,1
Foliculo 2 14,0+ 2,3 152+15
No desvio
Foliculo 1 27,1+2,8 278+1,1
Foliculo 2 22,2+2,3 252+1,1
Maximos
Foliculo 1 40,4+1,0 41,3+15
Foliculo 2 234+23 28,7+2,3
Diferenca de diametro (mm) entre
Fl e Fz
No dia 8 1,7+1,6 3,7+2,3
No desvio 49+1,1 2,7+t1,4
A0 maximo 17,0+ 2,9 12,7+ 2,2
Taxas de crescimento (mm/dia)
Dia 8 ao 13
Foliculo 1 3,0+0,2 25+0,3
Foliculo 2 1,1+0,3 16+0,4
Dia-6a-1
Foliculo 1 2,7+t0,2 3,0+£0,2
Foliculo 2 -0,3+0,2° 1,1+ 0,42

ab| etras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica (P<0,05).

*¥ Letras diferentes na mesma linha indicam tendéncia a significancia estatistica (P<0,1).
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Tabela 5: Média (EPM) dos parametros foliculares ovarianos pontuais estudados
em éguas da raca Mangalarga Marchador durante um periodo controle e apos

tratamento com baixa dose (5 mg s.i.d.) de eFSH a partir do dia 8

Parametro Grupo eFSH
Controle Tratado
Numero de éguas
Total 11 11
Com desvio entre FL e F» 9 4
Dia de ocorréncia
Desvio entre F, e F» 10,3+0,4 12,0+1,2
Maximo diametro
Foliculo 1 149+0,5 145+0,4
Foliculo 2 11,7+ 0,6 12,8 +0,9
Intervalos (dias)
Interovulatério 16,1+0,4 15,6 £ 0,3
Dia 8 - hCG 59+0,5 59+04
Dia 8 — ovulacéo 8,1+04 76+0,3
Diametros (mm)
Dia 8
Foliculo 1 20,7+1,6 19,0+1,9
Foliculo 2 165+14 18,4+2,1
No desvio
Foliculo 1 254 +21Y 31,6 +1,2%
Foliculo 2 221+15° 28,1+ 0,6°
Maximos
Foliculo 1 419+1,3 39,3+1,0
Foliculo 2 221+1,4° 32,7+2,3
Diferenca de diametro (mm) entre
FieFs
No dia 8 3,3+2,0 05+1,3
No desvio 34+1,4 3,5+0,6
Ao maximo 19,8 +1,8° 6,6 +2,2°
Taxas de crescimento (mm/dia)
Dia 8 ao 13
Foliculo 1 3,0+0,2 3,2+0,2
Foliculo 2 0,6 +0,3" 2,1+0,5
Dia-6a-1
Foliculo 1 2,9+0,3 29+0,2
Foliculo 2 -0,2+0,3° 1,6 +0,4°

ab| etras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica (P<0,05).

*¥ Letras diferentes na mesma linha indicam tendéncia a significancia estatistica (P<0,1).
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Tabela 6: Média (EPM) dos parametros foliculares ovarianos pontuais estudados

em éguas da raca Mangalarga Marchador apds tratamento com baixa dose de EPE

(4 mg s.i.d.) ou eFSH (5 mg s.i.d.) a partir do dia 8

Parametro Tratamento
EPE eFSH
Numero de éguas
Total 10 11
Com desvio entre FL e F» 6 4
Dia de ocorréncia
Desvio entre F, e F» 11,8 £ 0,7 12,0+1,2
Maximo diametro
Foliculo 1 15,8 + 0,6* 14,5 + 0,4Y
Foliculo 2 145+1,0 12,8 +0,9
Intervalos (dias)
Interovulatério 16,9 + 0,5° 15,6 + 0,3°
Dia 8 - hCG 6,8+0,5 59+0,4
Dia 8 — ovulagéo 8,8 +0,5" 7,6 +0,3"
Diametros (mm)
Dia 8
Foliculo 1 18,9+2,1 19,0+1,9
Foliculo 2 15,2+15 18,4+2,1
No desvio
Foliculo 1 278+1,1° 31,6 +1,2°
Foliculo 2 252 +1,1° 28,1+ 0,6
Maximos
Foliculo 1 41,3+15 39,3+1,0
Foliculo 2 28,7+2,3 32,7+2,3
Diferenca de diametro (mm) entre
FieFs
No dia 8 3,7+2,3 05+1,3
No desvio 2,7t1,4 3,5+0,6
Ao maximo 12,7 +2,2% 6,6 +£ 2,2
Taxas de crescimento (mm/dia)
Dia 8 ao 13
Foliculo 1 2,5+0,3 3,2+0,2
Foliculo 2 1,6+04 2,1+0,5
Dia-6a-1
Foliculo 1 3,0+£0,2 29+0,2
Foliculo 2 1,1+0,4 1,6+0,4

ab| etras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica (P<0,05).

*¥ Letras diferentes na mesma linha indicam tendéncia a significancia estatistica (P<0,1).
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Tabela 7: Média (EPM) dos parametros foliculares ovarianos pontuais estudados
em éguas da raca Mangalarga Marchador tratadas com baixa dose de EPE (4 mg

s.i.d.) ou eFSH (5 mg s.i.d.) a partir do dia 8, agrupadas em funcéo do resultado do

tratamento (> 2 ovulacdes ou < 2 ovulacgdes)

Resultado do tratamento

Parametro

> 2 ovulacdes < 2 ovulacdes
Numero de éguas 8 13
Dia de ocorréncia
Maximo diametro
Foliculo 1 15,4+ 0,6 15,0+0,4
Foliculo 2 15,6 + 0,62 12,4 +0,9°
Intervalos (dias)
Interovulatoério 16,6 + 0,6 16,0+ 0,4
Dia 8 - hCG 6,6 +0,4 6,1+0,4
Dia 8 — ovulagéo 8,6 +0,6 79+04
Diametros (mm)
Dia 8
Foliculo 1 195+2,9 186 +1,4
Foliculo 2 17,4+ 25 16,5+ 1,6
Maximos
Foliculo 1 41,4+2,0 39,5+0,8
Foliculo 2 38,1+1,5° 26,3+1,5°
Diferenca de diametro (mm) entre
F1 e Fz
No dia 8 2,1+31 20+1,4
Ao maximo 34+1,2° 13,3 + 2,0°
Taxas de crescimento (mm/dia)
Dia 8 ao 13
Foliculo 1 28+04 29+0,2
Foliculo 2 2,8+0,4° 1,3+0,4°
Dia-6a-1
Foliculo 1 29+0,3 3,0+0,1
Foliculo 2 2,6 +0,3 0,6 +0,3"

3P| etras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica (P<0,05).

*Y Letras diferentes na mesma linha indicam tendéncia a significancia estatistica (P<0,1).
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Diametros e Taxas de Crescimento Folicular Diarios

O padrao de crescimento do maior foliculo ovariano nao foi alterado pelos
tratamentos hormonais utilizados, tendo em vista que o diametro e a taxa de
crescimento de F; dia a dia foram similares (P>0,05) entre os ciclos controle e
tratado dentro de cada grupo apds analise dos dados normalizados para o inicio do
tratamento (dia 8) ou para o dia da ovulacdo (dia 0). Também ndo observamos
diferenca significativa no didmetro e taxa de crescimento de F; ap6s compararmos
os tratamentos EPE e eFSH, bem como animais com duas ou mais ovulagdes
versus animais com ovulacdo simples pos-tratamento, a ndo ser uma diferenca
(P<0,05) pontual no dia -5 em favor das éguas com mdultipla ovulacdo. Os
didametros e taxas de crescimento diarios de F; nas diferentes categorias de animais

podem ser vistos nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

Com relacdo ao desenvolvimento do segundo maior foliculo, alguns
efeitos de tratamento ou grupo foram observados (Figuras 4 e 5). No grupo EPE, o
diametro e taxa de crescimento de F, foram similares (P>0,05) entre os ciclos
controle e tratado dos dias 8 ao 13 e -6 a —2, sendo o diametro no ciclo tratado
maior (P<0,05) no dia -1 em funcdo da maior (P<0,05) taxa de crescimento
verificada entre os dias -2 e —1. Por sua vez, no grupo eFSH, o diametro de F; foi
superior (P<0,05) no ciclo tratado a partir do dia 10 e durante os cinco dias que
antecederam a ovulacdo, embora as taxas de crescimento s6 tenham diferido
significativamente do dia 11 ao 13 e entre os dias -4 e —3. A comparacao entre 0s
tratamentos EPE e eFSH néo revelou diferencas significativas nos diametros e taxas
de crescimento de F, nos periodos estudados. Nas éguas com duas ou mais
ovulacdes apos tratamento com EPE ou eFSH o diametro de F, foi superior (P<0,05)
a partir do dia 12 e nos cinco dias que antecederam a ovulacdo, em comparacao as
éguas com ovulacao simples pos-tratamento. As taxas de crescimento de F, foram
significativamente maiores nas éguas com multipla ovulacdo somente entre os dias
11 e 12 e do dia —4 a -1, embora numericamente superiores durante todo o periodo

experimental.

Devido as alteracbes no crescimento do segundo maior foliculo
decorrentes dos tratamentos hormonais, o perfil de crescimento de F; e F;

analisados em conjunto variou entre os diferentes grupos ou categorias de animais.
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No ciclo controle do grupo EPE, o diametro de F; foi maior (P<0,05) que o
de F, a partir do dia 9 e durante os seis dias que antecederam a ovulacdo em
decorréncia de taxas de crescimento numericamente maiores durante esses
periodos, embora as mesmas s6 tenham diferido significativamente dos dias 11 ao
13 e -5 a —-1. Em contrapartida, no ciclo tratado, diferenca significativa de diametro
entre F1 e F, surgiu somente no dia 11, persistindo também dos dias -6 a —1. As
taxas de crescimento de F; foram numericamente superiores as de F, a partir do dia

9 e entre os dias —6 e —1 (Figura 6).

No grupo eFSH, durante o ciclo controle, o diametro de F; foi maior
(P<0,05) que o de F, a partir do dia 9 e entre os dias —6 a —1. As taxas de
crescimento de F;, embora numericamente superiores as de F, durante todo o
periodo experimental, diferiram significativamente apenas do dia 11 ao 13 e entre 0s
dias —6 e —2. J& no ciclo tratado, F; foi significativamente maior que F, apenas no
dia 13 e entre os dias —4 e -1, com diferenca significativa entre as taxas de

crescimento dos dois maiores foliculos somente entre os dias —5 e —4 (Figura 7).

Nas éguas com ovulagao simples pés-tratamento, F; foi significativamente
maior que F, a partir do dia 10 e entre os dias -5 e —1. Nesse grupo de animais, as
taxas de crescimento diferiram (P<0,05) em favor de F; dos dias 9 ao 11 e 12 ao 13,
bem como entre os dias -5 e —1 (Figura 8). Ja& nas éguas com duas ou mais
ovulagbes apoés tratamento com EPE ou eFSH, o didmetro de F; foi maior (P<0,05)
que o de F, no dia 13 e do dia —4 a —1, embora as taxas de crescimento ndo tenham

diferido significativamente em nenhum momento.



Resultado 46

Ta8 o0 33— TaB o0 33— Ca8 o0 33—

a8 o033 —

A)

Tratado

o

Controle

B)

8 9 10 11 12 13

Controle

,,,,

Tratado

14

0

8 9 10 11 12 13

Tratado FSH

14

D)

8 9 10 11 12 13

> 2 owlagdes

____

< 2 owlagdes

14

8 9 10 11 12 13
Dias do ciclo estral

14

—2og

5 -4 3 -2
Dias em relagédo a ovulagdo

Figura 2: Diametro (média + EPM) do maior foliculo dos dias 8 ao 13 e —6 a —1 nos

ciclos controle e tratado dos grupos EPE (A), eFSH (B), nos tratamentos EPE ou

eFSH (C) e nos animais com ovulagbes simples ou ovulagdes multiplas pos-

tratamento (D).

significativa (P<0,05) no dia.

O simbolo (x) indica que a diferenca entre ciclos ou grupos foi
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significativa (P<0,05) no dia.
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significativa (P<0,05) no dia.

O simbolo (x) indica que a diferenca entre ciclos ou grupos foi
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Figura 5: Taxa de crescimento (média + EPM) do segundo maior foliculo dos dias 8
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grupos foi significativa (P<0,05) no dia.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de um protocolo consistente para aumentar a taxa de
ovulacdo e a recuperacdo embrionaria em éguas teria um impacto extremamente
positivo em programas comerciais de transferéncia de embrides, transferéncia de
ovocitos e no tratamento de alguns casos de subfertilidade (SQUIRES et al., 2003).
Com uma taxa de recuperacdo embrionaria média de 50% e taxa de prenhez pos-
transferéncia de 70% tem-se uma eficiéncia de 35% por ciclo estral, ou seja,
aproximadamente trés tentativas para se conseguir uma prenhez (SQUIRES &
SEIDEL, 1995). Losinno et al. (2000) reportaram que o numero de lavados
necessarios para se obter uma prenhez de TE em éguas foi significativamente
menor quando da ocorréncia de ovulagbes multiplas naturais em comparacdo as

ovulacdes simples (1,03 vs. 1,85).

O extrato de pituitaria equina é comumente utilizado para a superovulacao
de éguas nas doses de 12,5 ou 25 mg duas vezes ao dia (SCOGGIN et al., 2002),
enquanto o FSH purificado eqliino é geralmente utilizado na dose de 12,5 mg duas
vezes ao dia (NISWENDER et al., 2003). As doses e frequéncia de administracéo
do EPE (4 mg s.i.d.) e do eFSH (5 mg s.i.d) no presente trabalho foram
determinadas com base no estudo de Farinasso (2004), que obteve 76,9% de éguas
com duas ou mais ovulagbes apos administrar 4 ou 6 mg de EPE uma vez ao dia

durante o diestro.

A administracdo de 4 mg/dia de EPE no presente estudo propiciou o
crescimento de um numero maior de foliculos com 30 mm de diametro em
comparacgao ao ciclo controle, embora ndo tenha aumentado de forma significativa a
taxa de ovulagcdo. Adicionalmente, 30,8% das éguas apresentaram duas ou mais
ovulacdes, percentual inferior ao reportado por Farinasso (2004) com o uso de 4 mg
s.i.d. de EPE (76,9%). Isso nos leva a crer que a dose de EPE utilizada no presente
experimento foi insuficiente para promover a ovulacdo de um segundo foliculo em
um namero mais representativo de individuos. Farinasso (2004) tratou somente
éguas com foliculos < 25 mm, o que pode ter determinado a marcante diferenca de
resultados entre os dois trabalhos. Ainda assim o tratamento com baixa dose de
EPE duplicou a recuperacdo de embribes em comparagcdo ao controle, com meédia

de 1,1 embribes recuperados por égua tratada, taxa bastante proxima da relatada
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por Farinasso (2004; 1,31 embries/égua) e superior as comumente encontradas na
literatura (SQUIRES et al., 2003). Adicionalmente, esse tratamento propiciou um
incremento de cerca de 20% na taxa de recuperagédo de embrides por ovulagcdo. No
momento ndo podemos concluir se tal melhora ocorreu somente em virtude da
recuperacao de dois embrides por colheita em trés das quatro éguas com ovulacao
dupla ou se o tratamento promove melhoria na qualidade dos ovécitos e aumento de

fertilidade.

O tratamento com baixa dose de eFSH propiciou aumento significativo no
namero de ovulagbes em comparacdo ao controle, embora inferior ao obtido
geralmente com o uso da dose integral (25 mg/dia) na superovulacao de éguas (4,2
ovulacdes/égua;, MACHADO et al., 2003). O percentual de éguas com mais de uma
ovulacdo apOs tratamento (50%) também ficou aguém do geralmente observado
com o uso da dose integral de EPE (80-100%; SCOGGIN et al., 2002) e eFSH
(87,5%; NISWENDER et al.,, 2003). Embora a baixa dose de eFSH nédo tenha
gerado melhora na recuperagdo embrionaria em relacédo ao ciclo controle, propiciou
a recuperacgao de pelo menos um embrido por colheita. Vale ressaltar que a taxa de
recuperacao de embrides no ciclo controle (0,8 embrides/égua) do presente trabalho
foi bastante expressiva e superior as comumente reportadas (ROSAS et al., 1998;
MACHADO et al., 2003; FARINASSO, 2004). Adicionalmente, uma das éguas
tratadas apresentou trés ovulagcbes e nenhum embrido foi recuperado, o que
provavelmente influenciou bastante as médias tendo em vista o reduzido nimero de

animais no grupo.

Tendo em vista que um frasco do FSH purificado equino utilizado no
presente trabalho — contendo 25 mg do produto — custa cerca de U$ 60, e que o
tratamento com 5 mg/dia dura em média 6 dias, tem-se um custo médio de U$ 72
por animal tratado com expectativa de recuperacdo de um embrido em média por
lavado. O tratamento com a dose convencional durante seis dias custaria cinco
vezes mais e traria a expectativa de se recuperar dois embrides em média por
lavado (NISWENDER et al., 2003).

No presente estudo, optamos por iniciar os tratamentos em um dia fixo
(dia 8) com o intuito de simplificar o protocolo. No entanto, no oitavo dia poés-

ovulacdo algumas éguas apresentaram foliculos de diametro inferior a 15 mm e
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demoraram mais dias para receberem hCG, enquanto outras ja apresentavam
foliculos de diametro proximo a 30 mm, o que provavelmente comprometeu a
resposta dessas éguas ao tratamento (PIERSON & GINTHER, 1990). Assim sendo,
acreditamos ser mais interessante selecionar as éguas antes do inicio do tratamento

com base na populacgéao folicular que elas apresentam.

Falha na ovulacdo ndo foi um problema no presente trabalho,
independente do tratamento, tendo em vista que a maior parte dos foliculos pré-
ovulatérios respondeu a inducdo da ovulacdo com hCG e que o numero de foliculos
que sofreram luteinizacdo e ndo ovularam foi insignificante, corroborando relatos
anteriores (LAPIN & GINTHER, 1977; NISWENDER et al., 2003).

A identificacdo do momento do desvio entre os dois maiores foliculos foi
dificultada pelo fato do monitoramento do desenvolvimento folicular ter sido iniciado
no oitavo dia pos-ovulacdo. Houve animais qua ndo apresentaram co-dominancia
nos quais ndo conseguimos visualizar o desvio entre F1 e F2. A administracdo de
agente luteolitico no dia 8 possibilitou o crescimento e dominancia de foliculos
remanescentes de ondas que emergiram antes do inicio do experimento, sem que
se pudesse notar crescimento de um segundo maior foliculo em paralelo ao maior.
Quando se trabalha com uma onda folicular induzida experimentalmente por meio de
aspiracédo folicular é possivel acompanhar o desenvolvimento de foliculos individuais
desde a emergéncia até a ovulacdo (GASTAL et al., 2004). Os diametros de F; e F»
no momento do desvio nos ciclos controle e tratado dos grupos EPE e eFSH foram
aparentemente superiores aos previamente descritos em éguas durante ondas
foliculares induzidas (22,5 e 19,0 mm, respectivamente; GASTAL et al.,, 1997).
Embora esse fato ndo tenha sido criticamente analisado, a presenca de foliculos de
médio diametro que normalmente sofreriam atresia e tiveram o crescimento
retomado apOs administracdo de luteolitico pode ter contribuido para os maiores
diametros de F; e F, no momento do desvio nos ciclos controle. Nos ciclos tratados,
o crescimento prolongado do segundo maior foliculo foi responséavel pelos maiores

didmetros de F; e F, no desvio.

A vantagem de um dia na administracdo de hCG no cilco tratado com
EPE em relacdo ao controle deveu-se provavelmente a vantagem de 3 mm

(equivalente a um dia de crescimento; GINTHER, 2000) no diametro do maior
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foliculo do grupo tratado no inicio do experimento (dia 8). Embora n&o tenha havido
diferenca significativa no diametro maximo de F, entre o ciclo controle e tratado com
EPE, o F, do ciclo tratado atingiu diametro cerca de 5 mm maior e 1,5 dias mais
tarde. A dose de EPE utilizada prolongou o crescimento do segundo maior foliculo
mas nédo foi capaz, na maioria dos animais, de tona-lo competente para atingir a

ovulacéao.

O tratamento com baixa dose de eFSH adiou o desvio folicular em cerca
de dois dias nos animais que nao apresentaram co-dominancia, fazendo com que o0s
diametros de F; e F, fosssem maiores no desvio em comparagao ao ciclo controle.
Assim como nas taxas de ovulacdo, o tratamento com EPE fornceu resultados
foliculares pontuais intermediarios entre o controle e o tratamento com eFSH. Ao
NOSSo ver, isso se deve a maior propor¢ao FSH:LH contida no FSH purificado equino

em comparacéo ao EPE.

Comparamos os dados foliculares pontuais entre éguas com ovulacao
simples e mudltipla com o intuito de identificar condicbes pré-tratamento que
permitam predizer a resposta aos tratamentos. Embora Woods & Ginther (1985)
tenham relatado que a diferenca entre 0 maior e segundo maior foliculo no inicio do
tratamento superovulatério com EPE foi menor (P<0,05) nas éguas com multipla
ovulacdo do que nas éguas com ovulacdo simples, ndo encontramos diferenca
nesse parametro entre esses grupos de animais no dia 8 no presente trabalho. As
condicbes que permitiram que alguns animais respondessem com mais de uma
ovulacdo aos tratamentos hormonais administrados no presente estudo podem estar
relacionadas a diferencas nas concentragbes circulantes de gonadotrofinas
endogenas. Infelizmente ndo dispomos das dosagens hormonais para investigar

essa questao.

A administracdo de baixas doses de EPE ou eFSH né&o interferiu no
crescimento do maior foliculo mas afetou o crescimento do segundo maior foliculo,
que atingiu didmetro maximo superior nos animais tratados. Esse efeito foi mais
pronunciado e duradouro nas éguas tratadas com eFSH em comparacéao as tratadas
com EPE.
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Atulamente sabe-se que o futuro foliculo dominante em éguas apresenta
diferencas marcantes em relacdo ao segundo maior foliculo nas concentracdes de
fatores intrafoliculares, tais quais IGF-I, IGFBP-2, estradiol, activina-A e inibina-A
(DONADEU & GINTHER, 2002), e que as concentragOes da maioria desses fatores
é influenciada pela concentracdo de IGF-I livre no fluido folicular (GINTHER et al.,
2004a,b). Sabe-se também que esses fatores atuam aumentando a responsividade
das células da granulosa as gonadotrofinas e estiulam a esteroidogénese (GINTHER
et al.,, 2002). Nao é claro ainda o mecanismo que desencadeia essa série de
alteracdes no futuro foliculo dominante. O FSH é capaz de aumentar a secrecao in
vitro de alguns desses fatores pelas células da granulosa de bovinos (GLISTER et
al., 2001) e suinos (HSU & HAMMOND, 1987). Em éguas ndo ha evidéncias de que
0 FSH possua esses efeitos. Tampouco se sabe se foliculos estimulados a crescer
por meio da administracdo de EPE ou eFSH exibem o mesmo padrdo de alteracao
nas concentracdes de fatores intrafoliculares apresentado por foliculos dominantes
de uma onda folicular natural. Nao € dificil imaginar que a administracdo de
gonadotrofinas exdgenas possa induzir em foliculos que tornariam-se subordinados
o desenvolvimento de condi¢des intrafoliculares idénticas as exibidas por um foliculo
que se torna naturalmente dominante. No entanto, a resposta a essa questao

requer a realizagdo de estudos especificos.
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7. CONCLUSAO

Os tratamentos com as baixas doses de EPE ou eFSH utilizados no presente
trabalho néo interferem no desenvolvimento do maior foliculo ovariano, mas
prolongam a fase de crescimento do segundo maior foliculo. Ambos tratamentos
aumentam a incidéncia de ovulacbes multiplas em éguas, sendo o eFSH mais
eficiente em aumentar o nimero médio de ovulacbes. Adicionalmente, esses
protocolos de inducdo de ovulagbes mudltiplas com baixas doses hormonais
propiciam a recuperacdo de um embrido em média por lavado, o que ja torna viavel
e interessante a aplicacdo comercial dos mesmos. Ainda assim, acreditamos que
aumento nas doses diarias desses preparados hormonais — ainda utilizando doses
abaixo das preconizadas na superovulacdo —, associado a sele¢do dos animais com
base na populagdo folicular pré-tratamento, podem produzir aumentos mais
consistentes na incidéncia de ovulacbes duplas e triplas em éguas e melhorar a
relacdo beneficio/custo dos programas comerciais de transferéncia de embribes

equinos.
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