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RESUMO
GOMES, G. M. Efeito da somatotrofina recombinante bovina (rbST) sobre a
resposta superovulatoria e recuperacao embrionaria em éguas tratadas com
extrato de pituitaria equina (EPE). Botucatu, 2007. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria- Area de concentracdo em Reproducio Animal)- Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus Botucatu - Universidade Estadual

Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

A somatotrofina recombinante bovina (rbST) tem sido utilizado com sucesso em
bovinos para melhorar resposta superovulatéria e produgcdo de embribes. Em
funcdo do exposto o objetivo deste estudo, foi o de avaliar o efeito da rbST na
resposta superovulatéria e recuperacdo embrionaria de éguas superovuladas com
EPE (12,5 mg duas vezes ao dia). Também foi estudado seu efeito na dinamica
ovariana de éguas superovuladas bem como determinando sua ac¢do sistémica
através da avaliacdo dos niveis plasmaticos de insulina. Nao foi observado efeito
da associacdo do rbST ao protocolo de superovulacdo em éguas. Tendo sido a
resposta superovulatéria (2,93 e 2,86 ovulacdes, respectivamente para EPE e
EPE+rbST), percentual de recuperacdo de embrides (46,3% x 60%,
respectivamente para EPE e EPE+rbST) e nimero de embribes por égua tratada
(1,36 e 1,71 embrides, respectivamente para EPE e EPE + rbST) similares entre
0s grupos (p>0.05). Da mesma forma, ndo foi observado efeito na dinamica
ovariana. Por outro lado a rbST se mostrou biologicamente ativo em éguas, pois
aumentou significativamente os niveis plasmaticos de insulina 24 horas tendo o
pico 48 horas apoés aplicacdo. Baseado nos resultados do presente experimento
pode-se concluir que o rbST a despeito de se mostrar biologicamente ativo
quando aplicado em éguas, nédo interferiu na resposta superovulatéria e produgéo

de embrides de éguas tratadas com EPE.

Palavras-chave: Eguas; Superovulagdo; Extrato de Pituitaria Eqiiina;

Somatotrofina Recombinante Bovina; Insulina.



ABSTRACT

GOMES, G.M. Effect of bovine recombinant somatotropine (rbST) on the
superovulatory response and embryo recovery of mares treated with equine
pituitary extract (EPE). Botucatu, 2007.Thesis (PHD in Veterinary Medicine-
Concentration Area, Animal Reproduction)- Faculty of Veterinary Medicine and

Animal Science- Sdo Paulo State University- Botucatu Campus- Botucatu-Brazil.

The aim of superovulation is to increase the number of embryos from genetically
superior animals in embryo transfer program. Many studies showed that mares fail
to respond to conventional superovulating drugs used in other species like pFSH
and PMSG. The only drugs that are effective in induce superovulation in mares are
EPE (equine pituitary extract) and Equine FSH. Recent studies have reported an
increase in the number of ovulations using a higher frequency of administration of
EPE, but the embryo recovery rates are still low. Growth hormone has been used
to improve the superovulatory response in cows. The main objective of this study
was to evaluate the effect of bovine growth hormone (ST) in superovulatory
response and embryo production of superovulated mares. The utilization of bST
did not show any effect on ovarian response and embryo production when used in
mares superovulated with EPE. The superovulation answer (2,93 e 2,86
ovulations, respectively for EPE and EPE+bST), embryo recovery rates per
ovulation (51% e 66%, respectively for EPE and EPE+bST) and the number of
embryos produced per mare (1,36 e 1,71 embryos, respectively for EPE and
EPE+bST), were similar between the experimental groups (p>0.05). Also no
effects on follicular dynamic was observed. However, bST showed to be biologic
active for a long time, when injected in mares, inducing an increase on sistemic
insulin levels. Based on the results of the present experiment we can cocluded that
in spite of biologic active in mares bST did not interfere on superovulatory answer
and embryo production of superovulated mares.

Key words: mare;superovulation; Equine Pituitary Extract; Recombinant Bovine

Somatotropin; insulin
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A transferéncia de embrides (TE) tem como objetivo maior, suprir a demanda
existente em relacdo a produtos com elevado potencial genético nos sistemas de
producdo equina. A superovulagdo em éguas visa elevar a taxa de embrides
recuperados por colheita, aumentando a eficiéncia dos programas de TE e diminuir
desta forma, despesas envolvendo um programa de transferéncia de embrides, ja
gue, a manutencdo das receptoras em receber embrido ao longo da estacédo de
monta (varios ciclos), € o que mais encarece a técnica.

Atualmente em um programa de TE s&o necessarios em meédia trés ciclos por
€égua para se conseguir uma gestacao, baseados nas taxas encontradas na literatura
tanto de recuperacdo (média de 60%) quanto de gestacdo pos-transferéncia (média
de 60%). O aumento de ovulagfes por ciclo através da superovulagédo é altamente
desejavel para que possamos conseguir em um Unico ciclo, obter trés ovulagdes, dois
embrides por lavado e pelo menos uma gestacao, desta forma estariamos garantindo
sempre uma gestacao por ciclo.

O estimulo para maturacdo de multiplos foliculos também é interessante para
aumentar o niumero de ovdcitos a serem aspirados (aspiracao folicular), servindo
para estudo e desenvolvimento de biotecnologias subsequentes como: fertilizagéo in
vitro (FIV), transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT), transferéncia de ovdcitos
(OT) e injecdo intracitoplasméatica de espermatozdide (ICSI). Outro fator benéfico,
seria 0 aumento da oportunidade de prenhez ao usar sémen congelado, utilizando
sémen de garanhao subfértil e/ou égua subfértil por aumentar o nimero de ovdcitos,
na tentativa de elevar a chance de ocorrer fertilizacéo.

Estudos demonstram que as éguas sédo refratarias as drogas convencionais
utilizadas para a superovulacdo em outras espeécies, tais como o FSH suino e o
PMSG. Os unicos compostos que regularmente induz superovulagdo em éguas € o
extrato de pituitaria eqiina (EPE) e o FSH purificado equino (FSHe). A despeito de
estudos recentes apresentarem indices satisfatorios relacionados & inducdo de
multiplas ovulagdes (4 a 5,0 ovulagbes/égua) quando administradas duas aplicacdes

diarias de EPE, os indices de recuperacdo embrionaria estdo sempre abaixo do



esperado (30-40% recuperacdo/ovulacédo). Estudos recentes demonstraram haver
um distarbio no transporte e maturag&o oocitaria quando da superovulacdo de éguas,
0 que pode explicar a baixa taxa de recuperacdo embrionaria.

Sabe-se que o desenvolvimento folicular nas diferentes espécies de animais
domésticos é controlado pelas gonadotrofinas produzidas pela hipofise, esteréides
produzidos pelos ovarios e fatores de crescimento (ST, IGF-1, IGF-2) produzidos
tanto pelos ovarios como por outros 6rgaos.

Recentes observagdes indicam que a somatotrofina (ST) e o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) promovem aumento da populagcéo
de foliculos antrais, melhora da maturacdo ovocitaria, aumento de embrides
transferiveis de fémeas bovinas superovuladas. Além disso, auxiliam o
desenvolvimento nos estagios embrionarios iniciais e aumentam as taxas de prenhez
em vacas superovuladas quando utilizados de forma exdgena.

Estudo inédito comprovou que o uso de somatotropina bovina recombinante
(rbST) em equinos teve efeito semelhante ao ST eqlino aumentando a
concentracao de IGF-1 e de insulina circulante, sem efeitos colaterais para o animal.
O uso desta ST bovina para éguas seria uma alternativa mais adequada pela sua
meia vida mais prolongada e menor custo quando comparado ao ST equino.

O presente experimento teve como proposta verificar o efeito da rbST na
resposta superovulatéria e producdo de embrides em éguas superestimuladas com
EPE.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fatores que influenciam a resposta superovulatéria em eguas

2.1.1. Tipo de hormonio e protocolo

O tratamento superovulatorio na espécie equina busca recrutar um namero
maior de foliculos possiveis de uma onda folicular, estimulando o seu
desenvolvimento até as ovula¢des (MEIRA & BURATINI, 1998).

Apesar da espécie equina ser classificada como monovulatoéria, relatos de
ovulagbes multiplas espontaneas, em determinadas racas, ndo sdo raros. Ginther
(1992) observou uma incidéncia de 15 a 25% na raca Puro Sangue Inglés, 13 a 15%
para animais de trote, 24% para as racas de tracdo, 8 a 10% para éguas Quarto-de-
Milha e 8% para Appaloosa para ovulagdes mdultiplas. Losinno et al. (2000) relataram
a ocorréncia de 38% de ovulagdes mdltiplas em éguas da raca P6lo Argentino e
Carmo et al. (2002) ap6s observarem 829 ciclos de éguas da raca Brasileiro de
Hipismo, relataram que em 53% dos ciclos ocorreram multiplas ovulacdes.

Squires et al. (1987) também estudaram a ocorréncia de multiplas ovulactes
espontaneas, e observaram que duplas ovulagdes ocorrem uni e bilateralmente com
a mesma frequéncia. Contudo, um maior numero (p<0,05) de embrides gémeos foi
recuperado quando houve uma ovula¢do em cada ovario.

Inimeros protocolos e drogas foram estudados com o objetivo de induzir
multiplas ovulacdes na espécie eqlina sem a espera de multiplas ovulacdes
espontaneas. A gonadotrofina coribnica equina (eCG), GnRH, imunizacdo contra
inibina, FSH de origem suina, E.P.E. (IRVINE, 1981; SQUIRES et al., 1986; MCCUE,
1996) e o FSH equino purificado (ALVARENGA et al., 2003; MACHADO et al., 2003)
ja foram testados.

Em 1940, Day foi o primeiro a reportar o insucesso do uso da gonadotrofina
coribnica equina (eCG), anteriormente denominada de gonadotrofina sérica da égua
prenhe (PMSG), na tentativa de se estimular o crescimento folicular e a ovulagdo em

éguas na estacdo anovulatoria.



O eCG é usualmente utilizado na superovulacdo de ruminantes, porém sem
efeito benéfico sobre o desenvolvimento folicular ou ovulagdo na égua (ALLEN,
1982; GINTHER, 1992), mesmo quando usado em altas doses ndo induz ovulacdes
multiplas , cuja causa, foi atribuido a limitada ligacdo do eCG aos receptores de FSH
ovarianos de éguas nédo gestantes (STEWART & ALLEN, 1979; MCCUE, 1996).

Outra droga utilizada para tentar superestimular foliculos de éguas é o GnRH.
Contudo, a administracdo de GnRH em éguas ciclando néo foi efetiva para a indugéo
de multiplas ovulacdes (IRVINE, 1981; SQUIRES et al.,, 1989) obtendo resultado
somente em éguas em anestro (ALLEN et al., 1987; JOHNSON, 1986,1987;
JOHNSON & BECKER, 1988; GINTHER & BERGFELT, 1990). MCCue (1996)
acredita que esta falha do GnRH durante a estacdo ovulatéria deve-se a
retroalimentacdo (“feedback”) negativa ocasionada pela inibina secretada pelos
foliculos. A inibina reduz a liberagdo do FSH pituitario, e consequientemente, acaba
bloqueando o crescimento de pequenos foliculos da onda folicular.

Uma uUnica injecdo do GnRH em éguas na estacdo anovulatdria e ovulatéria
causa um aumento transicional nas concentragbes circulantes do hormonio
luteinizante (LH) (GINTHER & WENTWORTH, 1974); e uma infusdo constante
resulta em uma liberacdo continua de LH (GARCIA & GINTHER, 1975). O hormdnio
foliculo estimulante (FSH) também responde & administracdo exogena de GnRH.
Uma unica injecdo em éguas em anestro causa um aumento comparavel aos niveis
alcancados durante o pico no ciclo estral (EVANS & IRVINE, 1976).

Evans & Irvine (1977) obtiveram ovulagdo em éguas que estavam na fase
transicional utilizando trés injecbes de GnRH por dia, durante dez dias. A
administracdo repetida ou prolongada de GnRH ou de seus analogos também foi
utilizada com sucesso para induzir o crescimento folicular durante a estacéo
anovulatoria (EVANS & IRVINE, 1979; JOHNSON, 1986, 1987; ALLEN et al., 1987;
FITZGERALD et al., 1987; HYLAND et al., 1987; PALMER & QUELLIER, 1988).

Johnson (1986, 1987) e Palmer & Quellier (1988) utilizaram um sistema de
liberacdo pulsatil através de bombas de infusdo. Hyland et al. (1987) e Palmer &
Quellier (1988) testaram minibombas osméticas para uma liberacdo constante de

GnRH natural. J& para os analogos, os sistemas de liberacdo testados que foram



eficientes incluem os implantes de baixa liberacédo (ALLEN et al., 1987) e as injecOes
a cada 12 horas (FITZGERALD et al., 1987).

As taxas de ovulacdo relatadas por Johnson & Becker (1988) com a
administracdo de 2, 20 e 100ng de GnRH por hora foram de 1,3 £ 0,2, 29 £ 0,5, e
3,5 £ 0,9, respectivamente. Neste estudo foram utilizadas éguas em anestro, e 0
GnRH foi administrado através de uma bomba de liberacdo por um periodo médio de
11,4 dias.

Em outro estudo, éguas em anestro receberam 100, 200 ou 400ug de um
analogo de GnRH, a cada 12 horas e exibiram taxas de mdltipla ovulagdo de 24%,
32%, e 37%, respectivamente, sendo que o efeito da dose ndo foi significativo
(GINTHER & BERGFELT, 1990).

A inibina € um horménio gonadal ndo esterdide, solivel em 4gua, que regula a
secrecado do FSH através do “feedback negativo” (MCCUE, 1996), com pouca ou
nenhuma ac&o sobre a secrecdo de LH (GINTHER, 1992). E uma glicoproteina que
consiste de duas subunidades dissimilares, alfa (o) e beta (B) (BURGER &
IGARASHI, 1988). A principal fonte de inibina € o foliculo dominante, que através da
inibicdo da secrecdo de FSH, promove a supressdo dos foliculos subordinados
(IRVINE, 1981).

Com base neste conhecimento, foi suposto que a neutralizacdo da inibina
permitiria que as concentracdes de FSH se mantivessem elevadas durante o periodo
de selecdo folicular e preveniria a regressao ou atresia dos foliculos pequenos,
resultando em mudltiplas ovulagbes (MCCUE, 1996).

As primeiras tentativas utilizando a imunizacdo ativa contra a inibina em
bovinos e ovinos foi o uso de uma proteina (antigeno) parcialmente purificada do
fluido folicular (HENDERSON et al., 1984; CUMMINS et al., 1986; PRICE et al.,
1987). Apos o isolamento e a determinagéo da sequiéncia de aminoacidos da inibina,
os estudos subsequentes utilizaram fragmentos sintéticos ou recombinantes da
subunidade a da inibina como antigeno (MCCUE, 1996).

MCCue et al. (1992) e McKinnon et al. (1992) foram os primeiros a imunizarem

éguas ciclantes contra a subunidade alfa (o) da inibina. Em 1992, McKinnon et al.



imunizaram éguas com a subunidade o recombinante bovina, observando um
aumento de 1,18 para 1,86 ovulagbes apés a primeira aplicagéo, e para 2,29 apés a
injecdo de reforgo, enquanto que as éguas controle tiveram um nimero de ovulacdes
igual a 1,2. Ja McCue et al. (1992) imunizaram éguas administrando um fragmento
sintético da subunidade o da inibina suina. As éguas imunizadas ovularam um
namero significativamente maior de foliculos por ciclo (2,8) do que as éguas nao
imunizadas (1,1). As taxas de recuperacao embrionaria (D7) também tenderam a ser
maiores para as éguas imunizadas (1,6 + 0,5) em relacdo as ndo imunizadas (0,7 +
0,2), enquanto que a porcentagem de recuperacdo embriondria por ovulagédo foi
similar para ambos os grupos, 58% e 57%, respectivamente.

A principal desvantagem em relacdo ao uso da imunizagdo ativa contra a
inibina em éguas diz respeito a necessidade de se realizar véarias inoculacdes
(MCCUE, 1996). Adicionalmente, a imunizacdo ativa contra a inibina pode ndo ser
eficaz e apropriada para todas as éguas (SQUIRES & SEIDEL, 1995). Outros
empecilhos sdo as reacdes adversas que variam de edema a abscessos, e que
ocorrem ocasionalmente no local da imunizag&o, porém, o efeito a longo prazo sobre
a funcdo ovariana, nao é conhecido (MCCUE, 1996).

A primeira tentativa de imunizacao passiva em éguas foi proposta por MCCue
et al. (1993) utilizando plasma hiperimune contra inibina. Neste experimento, cinco
éguas foram tratadas com dois litros de plasma de éguas ovariectomizadas, e dez
éguas receberam dois litros de plasma anti-inibina. O tratamento foi realizado no
décimo dia apos a ovulacdo e resultou em um modesto aumento no numero de
ovulacdo (1,6 versus 1,0) do grupo tratado com o plasma hiperimune. Este estudo
demonstrou que a imunizacdo passiva de éguas com o plasma anti-inibina pode
induzir maltiplas ovulag@es, e entdo, eliminar a necessidade do tratamento diario com
gonadotrofinas ou das prolongadas séries de inoculagdo ativa contra a inibina.
Porém, o numero de ovulacdo apos a imunizacdo passiva de éguas contra a inibina
foi menor do que apds a imunizagcdo ativa. Além disso, uma égua que recebeu o
plasma anti inibina desenvolveu urticaria imediatamente apés a administracdo e

outra morreu apos 44 dias da imunizagéo passiva.



Ao contrario, Nambo et al. (1998) demonstraram que a imunizagdo passiva
contra inibina poderia controlar a secrecdo de FSH e a taxa de ovulagdo em éguas.
Quando as éguas foram tratadas com anticorpo contra inibina, 0 nimero de ovulagéo
foi significativamente maior para os animais que receberam 100 ou 200 ml de soro
anti-inibina, via endovenosa, no 12° dia pés-ovulagdo, quando comparado ao grupo
controle (3,75 e 4,5 versus 1,25), respectivamente. Entretanto, também foram
observados efeitos colaterais nos animais tratados.

Os primeiros relatos da utilizagdo do FSH para a inducdo de mudltiplas
ovulacbes em éguas se referem ao uso do FSH de origem suina, devido a sua
grande disponibilidade. Porém, os resultados com a administracdo do FSH-p, duas
vezes ao dia, foram insatisfatorios, além do tratamento ser oneroso devido a
necessidade de doses elevadas (SQUIRES et al., 1986).

A administracdo do FSH suino, duas vezes ao dia, a partir do final do diestro
até a ovulacdo resultou em um numero de ovulagéo de 1,2 (FORTUNE & KIMMICH,
1993), 1,5 (VESELINOVIC et al.,, 1994) e 1,7 foliculos por ciclo (IRVINE, 1981).
SQUIRES et al. (1986) utilizando 150 mg de FSH-p por dia, conseguiram em média
1,6 ovulacdes por égua. Resultado semelhante foi obtido por Sirois et al. (1992).

Na série de experimentos realizados por Fortune & Kimmich (1993) em que o
FSH-p (Folltropin®) foi aplicado duas vezes por dia, em doses de 0, 2, 4, 8, 16 ou 32
mg por injecdo, a partir do sexto dia apds a ovulacgédo, as taxas de ovulacao foram de
1,2 para os grupos que receberam zero e dois miligramas; 1,0 para 0 grupo que
recebeu 4 mg; 1,8 para o que recebeu oito miligramas e 1,5 para 0s grupos que
receberam 16 e 32 mg. Este mesmo autor, em um trabalho posterior, ndo conseguiu
repetir este resultado.

A dose de FSH-p administrada para as éguas € aproximadamente 70 vezes
maior do que a dose normalmente utilizada para bovinos no intuito de promover
multiplas ovulagfes. E como observado, a resposta obtida com éguas € muito menor
do que as reportadas para vacas. Os ovarios das éguas parecem ser pouco
sensiveis ao FSH suino. Portanto, o uso do FSH-p tem limitada aplicacdo pratica na

reproducédo equina devido a sua baixa eficacia e alto custo (MCCUE, 1996).



Inimeros estudos observaram que as éguas sao refratarias as drogas
convencionais utilizadas para a superovulagdo em outras espécies tais como o FSH
suino e o0 PMSG (MCCUE et al.,, 1996). Os Unicos compostos que regularmente
induzem superovulacdo em éguas sao o extrato de pituitaria eqiina (EPE) e, mais
recentemente, o FSH equino (MACHADO et al., 2003).

O primeiro relato de éxito da utilizacdo de E.P.E. para a superovulagdo de
éguas foi descrito por Douglas et al. em 1974. Foram tratadas éguas pbneis em
anestro com duas injecdes diarias de E.P.E. durante 14 dias, obtendo ovulacdo em
aproximadamente 87% (25/29) dos animais e multiplas ovulagdes (> 2) em 58%.

Em experimentos subseqlientes realizados no mesmo laboratério, Lapin &
Ginther (1977) reportaram pela primeira vez a estimulacdo de multiplas ovulacdes
em éguas ciclantes. Utilizaram sete éguas pbneis em fase final de diestro e sete
outras, dos dias um a seis do estro. As taxas médias de ovulacdo para as éguas nas
fases de diestro e de estro foram respectivamente, de 2,8 e 1,7. Neste trabalho
também foi verificado que o uso do hCG no final do tratamento com E.P.E. reduziu
significativamente o intervalo do inicio do tratamento a ovulacao.

Douglas em 1979 tratou éguas ciclando com sete injecbes de 750 Fevold-
Hisaw rat-units (FHRU) de extrato de pituitaria equina durante os dias 14 a 20,
obtendo um numero de ovulacado igual a 2,3 e resposta superovulatéria em 75% das
éguas. Neste trabalho foram recuperados embrides de 55,6% das éguas tratadas,
contudo, houve apenas 35% de recuperacdo embrionaria por ovulacdo, no grupo
tratado.

Além das taxas de ovulagdo ja revisadas, outros trabalhos descrevem as taxas
de ovulacéo alcancadas com aplicacdes diarias de 750 FHRU: 4,6 + 0,5 (WOODS &
GINTHER, 1984), 3,4 + 0,3 (WOODS & GINTHER, 1985) e 2,2 ovulagfes por égua
(SQUIRES et al., 1986).

A otimizacdo da dose de EPE para aumentar o nimero de ovula¢gdes por égua
superovulada é o objetivo de diversos estudos. InUmeros pesquisadores avaliaram a

influéncia da dosagem e frequéncia da aplicacdo de EPE em éguas no intuito de se



melhorar o nimero de ovulacbes (DOUGLAS, 1974 e 1979; LAPIN & GINTHER,
1977; WOODS & GINTHER, 1983; ALVARENGA et al., 1999 e 2001).

Um dos grandes avancos da técnica de superovulacdo de éguas foi o
aumento significativo no niumero de ovulagcdes e embrides (7,1 ovulacdes e 3,5
embrides/égua) obtidos ao administrar duas vezes ao dia EPE comparado a
aplicacdo Unica diaria de EPE (2,4 ovulacbes e 1,5 embrides/égua), relatado por
Alvarenga et al., (2001).

Scoggin et al. (2002) concluiram que a melhora da resposta superestimulatéria
utilizando duas aplicac6es diérias de EPE seria devido ao aumento na freqiéncia da
administracdo da droga e ndo por consequéncia do aumento da dose total. Neste
estudo, foi observado que a administracdo de 25 mg de EPE duas vezes ao dia
elevou o numero de ovulagdes (4,7 ovulagdes) por égua no entanto, apresentou uma
baixa taxa de recuperacdo embrionaria (2,1 embrides/égua). Os autores
hipotetizaram que a maturagéo ovocitaria seria o principal fator responsavel por estes
resultados. Ao administrar duas aplica¢des diarias de uma dose mais baixa de EPE
(12,5 mg) estes autores observaram um declinio no nimero de ovulagbes/égua (3,4
ovulagdes) havendo contudo, um aumento na recuperacdo de embrides por colheita
(2,6 embrides/égua), melhorando assim, o percentual de embrides por ovulacéo.
Nesse estudo concluiu-se que possivelmente a reducdo da dose tenha sido um fator
benéfico para a maturacdo ovocitaria. Contudo este autor obteve uma menor
resposta superovulatéria (3,4 versus 4,7) e menor numero de éguas respondendo ao
tratamento (60% versus 90%) quando comparado ao protocolo 25 mg duas vezes ao
dia.

Apesar de grande parte dos protocolos utilizados em bovinos utilizar
tratamentos com duas aplicacbes didrias de FSH em doses decrescentes
(MONNIAUX et al.,, 1983), apenas em 2002, Scoggin et al. (2002) avaliaram a
efichcia de um método similar em éguas. Neste experimento, iniciou-se o tratamento
com 35 mg de E.P.E. duas vezes ao dia, e entdo diminuiram a dose em 10 mg por
dia, até alcancar a dose de 10 mg. O numero de foliculos maiores ou iguais a 35 mm
e 0 numero de ovulacdes por égua foi de 4,0 e 3,3 respectivamente. O percentual de

éguas com no minimo duas ovulacbes foi de 88,9%; o numero de embribes



recuperados por égua foi de 2,3; o percentual de embrides recuperados por ovulacéo
foi igual a 60%, sendo que, este indice ndo foi significantemente superior ao grupo
controle n&o tratado (41,7%).

Carmo (2003) também estudou o efeito do uso de doses decrescentes de EPE
sobre a resposta superovulatéria e recuperagdo embrionaria. Utilizou-se uma dose
inicial de 40 mg de E.P.E. a cada 12 horas e as doses subsequentes tiveram uma
diminuicdo de cinco miligramas por dia. O numero meédio de ovulagdes (5,0 + 2,2),
embrides recuperados por égua (1,8 =+ 1,3) e o percentual de recuperagdo por
ovulacado, ndo diferiram em relacéo ao grupo tratado com dose constante de 25 mg.

Douglas (1979), Woods & Ginther (1982 a 1984) e Woods et al. (1982) foram
0s primeiros a reportarem dados referentes a colheita de embrides. Em 1984, Woods
& Ginther verificaram que o tratamento com E.P.E. resultou em um maior (p<0,01)
namero de embrides recuperados por égua, em comparagdo ao grupo controle (2,9
contra 0,7); sem modificacdo da taxa de coleta de embrido por ovulagéo (0,6 contra
0,7). Todavia, ap6s a transferéncia dos embrides oriundos da superovulagao,
verificou-se uma reducdo da sobrevivéncia, pois apenas nove gestacdes (47%)
foram constatadas apOs a transferéncia de 19 embrides, em comparacdo a sete
gestacdes apos a transferéncia de oito embrides (88%) do grupo controle. Entdo
concluiram que houve uma reducdo da viabilidade de embribes de sete dias,
oriundos de multiplas ovula¢gdes. Contudo, Squires et al. (1987) demonstraram que
as taxas de prenhez de embrides coletados de éguas superovuladas e transferidos
para receptoras foram similares as taxas de prenhez de embribes obtidos de éguas
que ovularam espontaneamente.

Alvarenga et al. (2001) foram os que alcancaram a melhor taxa média de
recuperacdo embrionaria por égua (3,5) até o momento, utilizando duas aplicacoes
diarias de 25 mg de E.P.E.; entretanto, a taxa de recuperacdo em relagcdo ao numero
de ovulagdes foi baixa (49%). Os trabalhos subsequentes, que utilizaram a mesma
dose e frequéncia de administracdo, relataram uma recuperacdo embrionéria por
égua e por ovulacao, respectivamente de 2,1 e 43,2% (SCOGGIN et al., 2002), 1,2 e
30,2% (CARMO, 2003) e 1,0 e 26% (MACHADO et al., 2003).
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Embora experimentos ao longo dos anos apresentem um aumento no nimero
de ovulagbes por égua ao utilizar EPE, os indices de recuperacdo embrionaria ainda
estdo abaixo do esperado (PALMER et al., 1993; SQUIRES & SEIDEL, 1995;
ALVARENGA et al., 1999; CARMO et al., 2002).

A baixa recuperacao embrionaria em éguas superestimuladas pode ser devido
aos seguintes aspectos: deficiéncia no desenvolvimento folicular (DIPPERT et al.,
1994), produgcdo de ovocitos de baixa qualidade (anormalidade na maturagcdo
folicular e ovocitéria), falha na liberacdo do ovdcito pelo foliculo ovulatorio (PALMER
et al., 1993), falha na captacédo dos ovdcitos para o interior do oviduto (DIPPERT et
al., 1994), alteracao no transporte do espermatozdide e/ou ovécito; tempo de transito
dos embrides no oviduto influenciado por um desequilibrio hormonal de estradiol e/ou
progesterona (ALVARENGA et al., 2001).

Embora nenhuma afirmativa concreta foi determinada quanto a retengéo do
ovocito na fimbria do infundibulo, alguns pesquisadores (ONUMA & OHNAMI, 1975)
encontraram uma massa gelatinosa globular em 76% dos ovidutos estudados e
hipotetizaram que esta massa possa ter um papel de reter o ovicito ndo fertilizado
no oviduto. Dippert et al. (1994) descreveram esta massa, como sendo um filamento
de secrecdo de muco das células da granulosa préoximo da ovulacdo. Durante a
ovulacdo, esta secrecdo adere a fimbria do oviduto, ou migra para o interior do
mesmo com 0 o0cito, envolvendo-o sobre uma camada gelatinosa de origem folicular
(LIU et al., 1991). Onuma & Ohnami (1975) relataram que ovdcitos ficam retidos no
oviduto com maior freqiiéncia quando a presenca desta massa globular. Por este
motivo, Liu et al. (1991) teorizaram ser esta massa a responsavel por obstruir o
[imen do oviduto, interferindo no transporte, bem como na aderéncia do ovécito na
fimbria do infundibulo, impedindo sua migracdo para o oviduto.

As falhas na fertilizacdo tém sido atribuidas a anormalidades na maturacéo de
oocitos (MOOR et al., 1985) e a assincronia entre os eventos de maturagao do o0cito
e do foliculo (LOOS et al., 1991), incluindo o tempo de ovulagdo (CALLESEN et al.,
1987) como uma consequéncia do estimulo hormonal. O efeito deletério dos altos
niveis de LH foi observado por Donaldson & Ward (1986) em vacas superovuladas

utilizando farmacos com altas concentragdes de LH.
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Na espécie equlina, ndo esta bem claro se a pobre recuperacdo de embrides a
partir de éguas superovuladas € devido a falha dos foliculos para se desenvolver e
ovular, ou um problema da luteinizacdo, ou ainda falha dos odécitos para entrarem no
oviduto e serem fertilizados (DIPPERT et al., 1994).

Lapin & Ginther (1977) encontraram 24 corpos liteos em seis éguas que
foram previamente tratadas com doses superestimulatérias de gonadotrofinas,
inseminadas e que foram entdo necropsiadas trés ou quatro dias ap0s as ovulagdes.
Somente 14 dos corpos lateos mostraram tracos na fossa da ovulagcdo. Ainda,
lavados dos ovidutos das éguas produziram apenas seis embrides e um odcito.

Dippert et al. (1994) removeram ovarios e ovidutos de éguas superovuladas
apos dois dias da ultima ovulagéo, e determinaram que mais de 90% dos corpos
luteos formados sdo provenientes de ovulacbes e ndo de luteinizacbes. Apos
lavagem dos ovidutos, eles recuperaram uma média de odcitos por oviduto nas
éguas tratadas igual a 1,0 e néo tratadas igual a 1,6.

Alvarenga et al. (2001) relataram que um grande numero de ovulacdes
resultou em corpos luteos funcionais, devido ao aumento nas concentracdes de
progesterona, e também n&o observaram diferenca na taxa de recuperacdo de
o0citos para éguas tratadas uma ou duas vezes por dia com E.P.E.

Bézard et al. (1995) realizaram puncdes foliculares entre 34 e 35 horas apés a
inducdo das ovulacbes em éguas poneis, tratadas com 0,75 mg de E.P.E. uma vez
ao dia, e em éguas controle. Nao observaram diferenga significativa na taxa de
recuperacao de odcitos, por foliculo puncionado, entre as éguas do grupo controle
(79%) e as tratadas (61%). Porém, o numero de od0citos por ciclo foi
significativamente menor para o grupo controle em relacdo ao tratado, 0,66 e 1,17
o0citos, respectivamente.

Scoggin et al. (2002) aspiraram via transvaginal todos os foliculos preé-
ovulatorios para a recuperacdo dos odécitos, e também ndo observaram nenhuma
diferenca na porcentagem de o0citos recuperados por foliculo aspirado, entre o
grupo tratado com GnRH e E.P.E. ou apenas com E.P.E.

Carmo (2007) observou um maior acimulo de sangue coagulado na fossa de

ovulacdo nas éguas que apresentaram mais de trés ovulacdes por ovario, concluindo
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gue este acumulo de sangue coagulado provavelmente impede, em determinado
momento, a migracdo de alguns ovécitos para o oviduto durante o processo de
ovulacdo. Este mesmo autor conclui que além desse sangue coagulado, outros
fatores interferem nos indices de recuperacdo embriondria associados ou ndo a este
fato como: alteracbes nos mecanismos de maturacdo folicular e ovocitaria e

migracao do ovaocito para o oviduto.

13



2.1.2. Status ovariano e fase do ciclo

A resposta ovulatéria ao tratamento com E.P.E. parece estar relacionada ao
tamanho folicular no inicio da administracdo do extrato. Woods & Ginther (1982)
observaram que as éguas, em anestro, com foliculos menores que 25 mm no inicio
do tratamento, tiveram uma resposta menos efetiva para o crescimento de mdultiplas
ovulagdes. No ano seguinte, os mesmos autores (WOODS & GINTHER, 1983),
trabalhando também com éguas em anestro sazonal, verificaram uma maior
efetividade do E.P.E. em induzir multiplas ovulagbes quando um foliculo maior que
30-35 mm estava presente no inicio do tratamento.

Em éguas ciclando, a superovulacdo é mais eficiente quando a populacdo
folicular no inicio do tratamento com E.P.E. é de um tamanho relativamente uniforme
e o0 maior foliculo possui menos do que 25 mm de diametro (WOODS & GINTHER,
1985; PIERSON & GINTHER, 1990; DIPPERT et al., 1992).

Woods & Ginther (1985) através da administracdo diaria de 750 unidades de
E.P.E. a partir do 15° dia pds-ovulagdo, observaram que no 21° dia o numero médio
de foliculos menores que 20 mm havia diminuido (p<0,01), enquanto que, 0 nimero
médio dos foliculos maiores havia aumentado significativamente (p<0,01) de 1,5 para
5,1 foliculos por égua. Os autores concluiram que aparentemente o numero de
foliculos maiores que dez milimetros, no 15° dia, pode representar os foliculos que
potencialmente irdo ovular. Neste trabalho foi averiguado que a diferenca entre o
maior e 0 segundo maior foliculo € menor nas éguas que apresentaram multiplas
ovulagdes do que naquelas tratadas que tiveram ovulagdes Unicas (2,8 + 0,6 versus
7,7 £ 1,5); fato este confirmado por Squires et al. (1986).

Pierson & Ginther (1990) iniciaram o tratamento com E.P.E. em quatro
momentos diferentes, quando o maior foliculo apresentou um tamanho de 15, 20, 25
ou 30 mm. Eles determinaram que a sele¢do ocorreu quando o didmetro do maior
foliculo alcangou de 25 a 30 mm, pois a administracdo do E.P.E. quando o maior
foliculo tinha 15, 20 ou 25 mm no inicio do tratamento, resultou em uma resposta

superestimulatéria, o que ndo ocorreu quando o foliculo ja havia atingido 30 mm,
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provavelmente porque, neste momento, o estabelecimento da dominancia por parte
do maior foliculo e repressdo dos demais ja havia ocorrido.

Orlandi et al., (2006) aspiram todos os foliculos em éguas durante a estacao
de monta (éguas ciclando) para iniciar o tratamento com E.P.E. duas vezes ao dia
utilizando 12,5 mg. Estes autores iniciaram o tratamento nas éguas dividindo por
grupo em relagdo ao tamanho do maior foliculo ap6s aspiracdo e concluiram que o
melhor momento para se iniciar o tratamento superovulatério seria quando o maior
foliculo estivessem com o diametro entre 20-23mm comparando com outros
didmetros (13mm e 26mm), ou seja antes ou durante 0 momento da fase do desvio
folicular.

Métodos para regularizar a atividade folicular e suprimir o desenvolvimento
folicular antes do inicio do tratamento com E.P.E. incluem o uso de progesterona e
estradiol (PIERSON & GINTHER, 1990; HOFFERER et al., 1991) e andlogos do
GnRH (DIPPERT et al., 1992; SCOGGIN et al., 2002).

Alguns estudos também tém comparado as taxas de ovulacdo resultante de
tratamentos com E.P.E. em diferentes momentos durante o ciclo estral. Woods &
Ginther (1983) reportaram que o tratamento nos dias 15 ou 19 do ciclo resultou em
um numero de ovulacdo mais alto quando o tratamento iniciou no D15 (2,9 = 0,5)
versus o D19 (1,3 + 0,2) com uma grande porcentagem de éguas exibindo mdultipla
ovulacéo (85,7% versus 28,7%), do que o tratamento realizado nos dias D15 a D19.
Estes autores, observaram maior sincronismo das ovulagées nas éguas tratadas com

EPE e nimero de ovulacdes maiores para aquelas que receberam hCG.
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2.2. Atuacéao do sistema IGF e insulina na fisiologia reprodutiva

Os sinais responsaveis pela ativagdo dos foliculos primordiais e o0s
mecanismos reguladores do desenvolvimento folicular pré-antral ainda ndo foram
completamente esclarecidos. No entanto, acumulam-se evidéncias de que o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais independe da agéo das gonadotrofinas, cuja
participacdo € fundamental em estagios posteriores deste processo (MONNIAUX et
al., 1997).

O estimulo necessario para o recrutamento folicular e a continuidade do
crescimento dos foliculos depende de uma elevacéo das concentracdes plasméticas
de FSH. Durante este recrutamento, o futuro foliculo dominante, ou seja, aquele cujo
estagio de desenvolvimento esta melhor sincronizado com o estimulo gonadotrofico,
diferencia-se dos demais foliculos e adquire a capacidade de refratariedade aos
niveis decrescentes de FSH, desencadeados por ele proprio e supressores do
desenvolvimento dos foliculos subordinados, fazendo com que estes foliculos entrem
em atresia (FORTUNE, 1994).

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
interovulatério de 22-24 dias (GINTHER, 1992). A concentracéo 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 varios 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
interrupcdo ou reducdo do crescimento, caracterizando o fendmeno de desvio
folicular (GASTAL et al., 1997). Aparentemente, o maior foliculo torna-se dominante
antes que o segundo maior foliculo possa atingir um didmetro similar.

Possivelmente fatores de crescimento como o horménio de crescimento (ST) e
o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) participam da selecdo de

foliculos dominantes, como sugerido em humanos e vacas, devido ao aumento das
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concentracdes de IGF-1 encontrado nos foliculos maiores destas espécies (SPICER
& ENRIGHT, 1991).

Vérios fatores presentes no fluido intrafolicular parecem exercer papéis
importantes na expressdo de dominancia pelo maior foliculo. O fator de crescimento
semelhante a insulina tipo | (IGF-I), 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 secrecado de estradiol pelas células da granulosa de vacas, ratos e
primatas, além de ter funcéo estimulante na producédo de andrégenos induzida pelo
LH, androgenos 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 (Fi, F2 e F3) de uma onda folicular induzida foi colhido em diferentes
momentos, de acordo com o didmetro do F;. As concentragcfes de androstenediona
aumentaram nos trés maiores foliculos antes do momento esperado do desvio.
Entretanto, as concentragdes de estradiol, IGF-I, activina-A e inibina-A aumentaram
somente no F; momentos antes do desvio, permanecendo mais elevadas no F; do
gue no F, e F3 nas fases subsequentes do desenvolvimento folicular (DONADEU &
GINTHER, 2002).

Atualmente 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-1, IGFBP-2, estradiol, activina-A e inibina-A
(DONADEU & GINTHER, 2002), e que as concentragfes da maioria desses fatores
sao influenciadas pela concentracéo de IGF-I livre no fluido folicular (GINTHER et al.,
2004 a,b). Sabe-se também que esses fatores atuam aumentando a responsividade
das células da granulosa as gonadotrofinas e estimulam a esteroidogénese
(GINTHER et al., 2002).

Davidson et al. (2002) concluiram que IGF-1, IGF-2 e IGFPB-2 e a IGFBP-5
sdo produzidas pelas células da granulosa em equinos e que a insulina, FSH e
estradiol possuem uma importante funcdo na regulacdo da esteroidogénese e do
sistema IGF nas células da granulosa.

O horménio de crescimento (GH) ou somatotrofina (ST) € um polipeptidio

formado predominantemente por uma cadeia de 191 aminoacidos de massa

17



molecular de 22 kDa, sintetizado, armazenado e secretado por exocitose em células
especializadas da hipdfise anterior. Uma ST de tamanho molecular menor (20 kDa)
também é secretado pela hipofise, totalizando 5 a 10% da ST presente na circulacao,
possuindo a mesma potencia que ao de 22 kDa em humanos (DE LUCIA &
OLIVEIRA-FILHO, 2004).

Na espécie equina, a ST € liberado de forma pulsétil, aumentando de valores
basais de cerca de 1-2 ng/ml a picos de 8 ng/ml e retornando a valores iniciais em
aproximadamente 3 horas (CHRISTENSEN et al., 1997). Essas liberagbes ocorrem
duas a cinco vezes a cada 24 horas (THOMPSON et al., 1992).

A ST é responsavel pelo aumento dos niveis hepéticos do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), uma somatomedina que apresenta
maior numero de mRNA no figado (FURLAN,1998).

O sistema IGF é constituido pelos fatores de crescimento (IGFs) IGF-1 e IGF-
2, e pela familia das proteinas (IGFBPs) e proteases de IGFBP (WEBB et al., 1999).
Fatores de crescimento sédo polipeptideos que possuem funcdo paracrina, autocrina
e/ou enddcrina regulando crescimento e diferenciacédo celular (WEBER et al., 2007).
A atuacado das IGFs é mediada por trés receptores especificos: receptor IGF tipo 1,
receptor IGF tipo 2 e receptor de insulina. A biodisponibilidade (transporte e meia-
vida) das IGFs é modulada por um grupo de seis IGFBPs que seriam proteinas
ligadoras de IGFs de alta afinidade (IGFBP1 a IGFBP 6) extremamente dispersas no
meio extracelular de muitos tecidos (MACPHERSON et al.; 2002). Estas proteinas
ligadoras de IGF's regulam a interacdo e o mecanismo de a¢do das IGF's com a
matriz extracelular e a superficie das células nos tecidos (STEWART & ROTWEIN,
1996), bem como as proteases especificas (RAJARAM et al., 1997).

O IGF-1, também conhecido como somatomedina C, € um peptideo de 70
residuos de aminoacidos, que regula as acées do hormonio de crescimento (ST). O
IGF-1 é sintetizado como um pré-horménio, consistindo de cadeias A, B, C,De E. O
peptideo IGF-1 maduro consiste nas cadeias A, B e C sendo estruturalmente
homologo ao IGF-2 e insulina (DAUGHADAY & ROTWEIN, 1989).

In vivo, 0 IGF-1 é secretado pelo figado e por varios outros tecidos e, postula-

se gue possua acdes mitogénicas e metabdlicas no local da sintese ou proximo
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destes; isto foi denominado como funcdo paracrina do IGF-1 (DAUGHADAY &
ROTWEIN, 1989). Por meio do IGF-1, diretamente ou indiretamente, 0S processos
anabolicos, como a divisdo celular, o crescimento do esqueleto e a sintese de
proteinas, sdo estimulados.

Evidéncias clinicas e laboratoriais levam a crer que o sistema IGF esta
envolvido em eventos reprodutivos exercendo importantes fungdes no controle da
funcdo ovariana, embora o ST nédo seja considerado classicamente um hormdnio da
reproducdo (HULL & HARVEY, 2000). Além disso, é provavel que a ST esteja
envolvido em outros eventos importantes como: diferenciacdo sexual, inicio da
puberdade, nutricdo fetal, crescimento fetal e desenvolvimento glandular mamario.
As acodes exercidas pelo ST nestes eventos podem ser reflexos de uma acéo
endocrina exercida pela ST hipofisario ou mediados por producéo local ou hepética
de IGF-1. A ST também é sintetizado nas gonadas, placenta e tecidos mamarios e,
talvez, este também exerca acdo paracrina ou autécrina por vias reguladas pela ST
hipofisario (HULL & HARVEY, 2000 - Figura 1).

Figura 1: Efeito da ST no trato reprodutivo feminino. ST hipofisario estimula a
producdo de IGF-1 hepatico e ambos atuam no estimulo das glandulas mamarias,

ovario, Utero e/ou oviduto.

Segundo Hull and Harvey (Journal of Endocrinology, v. 168, p. 1-23, 2001)
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Mulheres durante o ciclo mestrual apresentam um aumento de ST no
momento da ovulacdo (HANSE & WEEKE, 1974) e as que apresentam foliculos
anovulatorios parecem apresentar insuficiéncia de ST quando comparado com
mulheres normais (OVESEN et al., 1996)

Estudos vém sendo realizados para melhor definir os efeitos promovidos pelo
ST na fisiologia reprodutiva das espécies domésticas. Pesquisas em humanos e
vacas sugerem que o ST tem acdo direta na atividade ovariana baseada na
identificacdo de receptores de ST e proteinas ligadoras encontradas nos ovarios
(AMIT et al., 1993; COHICK et al., 1996).

Muitos dos estudos em relacdo a funcdo do Sistema IGF no controle
intraovariano tém sido desenvolvidos in vitro. Uma das principais dificuldades
encontradas é em relacdo a variacdo de espécie para espécie no que diz respeito
aos padrbes de localizacdo e dos momentos em que ocorre a expressdo de ST
durante a foliculogénese. Por este motivo ndo é indicado se basear em alguns
modelos experimentais e extrapolar para outras espécies animais (ARMSTRONG et
al., 1998).

Hoje ja se sabe que em vacas, porcas, mulheres e éguas, o horménio de
crescimento € um importante regulador de sintese de IGF-1 em muitos tecidos
(BUONOMO et al., 1996) sendo administrado de forma exdgena, leva ao aumento de
IGF-1 circulante (BUONOMO et al., 1996; BURATINI et al. 2000; DE KOCK et al.
2001).

Estudos em humanos demonstraram que o aumento de ST/IGF-1 eleva a
producéo de estradiol pelas células da granulosa e o sinergismo com FSH estimula a
secrecao de progesterona (Figura 2) em células da granulosa cultivadas in vitro
(ADASHI et al., 1989). Foi-se demonstrado que o ST/IGF-1 aumentam a secrecao de
progesterona no tecido luteal, confirmando a participacdo dos mesmos na regulacéo
da producéo de progesterona no corpo lateo (LIBERMANN et al., 1996). Receptores
para IGF-1 e ST foram localizados nas grandes células luteas, portanto podem ser
importantes para a manutencdo de altos niveis de progesterona secretados nessas
células. Adicionalmente o ST pode influenciar indiretamente a fung¢do luteal pelo

aumento da expressao de IGF-1, que é sintetizado pelo corpo liteo e estimula a
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secrecao de progesterona, além de inibir a morte celular, permitindo a manutencao
do peso luteal (LUCY et al., 1993).

Figura 2: Funcdo da ST no controle ovariano. A ST hipofisério e de origem ovariana
se ligam a receptores de ST nas células da teca, granulosa e células liteas para

promover a esteroidogénese e gametogénese (+).
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Segundo Hull and Harvey (J. Reprod. and Fert., v. 5, p. 175-182, 2000)

A presenca de insulina e fatores de crescimento no ovario foi relatada pela
primeira vez em porcas, como revisado por Spicer & Echternkamp (1995). Desde
entdo, a presenca de IGFs no fluido folicular de varias espécies tem sido
documentada, em bovinos, ovinos, eqiinos e humanos (SPICER & ECHTERNKAMP,
1995; SPICER et al., 2002).

Mais de vinte anos ap0s a determinacdo da sequéncia de aminoacidos da
insulina, em 1955, sugeriu-se o envolvimento da insulina como regulador da

atividade ovariana (Spicer & Echternkamp, 1995). A insulina também foi apontada
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como provavel mediadora do rbST sobre o desenvolvimento folicular. A associagéo
entre o aumento dos niveis circulantes de insulina e o aumento do numero de
foliculos apoOs tratamento com bST sustenta esta hipdtese (GONG et al.,, 1993;
GONG et al., 1997). A insulina também estimula a esteroidogénese e a proliferagédo
de células da granulosa bovinas in vitro (GONG et al.,, 1993; SPICER &
ECHTERNKAMP, 1995).

Em geral, os efeitos da insulina nas células ovarianas s&o positivos,
estimulando a proliferagdo das células da granulosa e a producdo de progesterona.
Estudos realizados com suinos, ovinos e bovinos demonstraram os efeitos
estimulantes da insulina e IGF-1 na proliferacdo das células da granulosa e sintese
de DNA (SPICER et al., 1993).

As estruturas da insulina, IGF-1 e IGF-2 foram determinadas e
aproximadamente 45% dos aminoacidos que compdem essas moléculas sao
idénticas (SPICER & ECHTERNKAMP, 1995).

Estudos realizados demonstraram que a insulina e o IGF-1 apresentam efeitos
benéficos similares no desenvolvimento embrionério inicial in vitro, sugerindo que
esse efeito deve ser mediado por uma reacdo cruzada com seus receptores
(MATSUI et al., 1997).

Molento et al. (2005), observaram que ha uma interacédo entre a insulina e o
rbST no mesmo padrdo que os niveis de IGF-1 circulante, indicando que este possa

ser um possivel mediador dessa interagao.
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2.3. Influéncia da ST em fémeas superovuladas

Estudos realizados em fémeas domésticas tém demonstrado que a ST quando
administrada associada aos hormoénios comerciais de superovulacdo, promove
melhora no protocolo superovulatério. Esta associacdo em vacas tem apresentado
aumento na populagéo de foliculos antrais, melhora da maturacdo ovocitaria, bem
como, aumento no numero de embribes transferiveis e ainda auxilia no
desenvolvimento embrionarios nos estagios iniciais (GONG et al., 1993; HERRLER
et al., 1994; GONG et al., 1996; MOREIRA et al., 2002).

Alguns autores observaram aumento somente numero de foliculos pequenos,
sem influéncia nos foliculos médios e grandes, bem como no namero de ovulacdes,
sugerindo que o ST e o IGF-1 tém funcdo de maior relevancia no momento de
recrutamento folicular que propriamente no crescimento folicular e ovulagcdo
(BUONOMO et al., 1996). Pavlok et al. (1996) ao trabalhar com vacas, nao
observaram aumento no numero total de foliculos com a administracdo de rbST trés
dias antes da colheita dos ovarios em abatedouro.

Um dos primeiros relatos da utilizacdo de ST em vacas superovuladas foi
realizado por Gong et al. (1991) onde foi observado aumento na populacdo de
foliculos antrais ao administrar hormonio de crescimento, mediado por aumento da
concentracdo de IGF-1 e insulina circulante (GONG et al., 1993). Este aumento dos
niveis circulantes de IGF-1 devido ao estimulo da producdo hepatica. De fato, por
expressar grande quantidade de receptores para ST e produzir IGF-1 em resposta ao
tratamento com ST, o figado é reconhecido como o principal sitio de sintese de IGF-
1 (GLUCKMAN et al., 1987; PEEL et al., 1987).

Quanto ao mecanismo pelo qual o bST influencia a atividade ovariana,
primeiramente, deve-se destacar que a acéo direta sobre o desenvolvimento folicular
€ bastante improvavel. Esta afirmag&o baseia-se nos resultados de Lucy et al. (1993)
que detectaram fraca expressdo tanto do receptor para somatotrofina como do
RNAmM que o codifica em foliculos ovarianos bovinos, hipotetizando ser uma acao
indireta via IGF-1. Isto contradiz o achado de Cohick et al. (1996), jA que estes

detectaram receptores de ST em ovérios de novilhas. Com Base nestes achados €
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provavel que a ST atue diretamente e indiretamente via IGF-1 nos ovarios (Cochran
et al, 1999).

Neves et al. (2005) observaram que ndo houve aumento no numero de
estruturas totais colhidas, ao utilizar o bST (doses de 250 e 500 mg) em vacas antes
do inicio do protocolo superovulatério, porém, houve um aumento no nuimero de
embrides viaveis, independente da dose utilizada, sem alterar as taxas de gestacdo
das receptoras, fato este decorrente provavelmente pela acdo direta ou indireta do
bST no estimulo metabdlico de foliculos antrais que normalmente entrariam em
atresia (GONG et al., 1996).

A manipulacdo da dinamica folicular em bovinos pode permitir maior
disponibilidade de odcitos pela técnica de aspiracéo folicular por auxilio do ultra-som
em programas de FIV. Essa maior disponibilizacdo de odcitos pode ser obtida pelo
uso do rbST, ja que este apresenta efeito no crescimento folicular em vacas (GONG
et al., 1991, 1993, 1996; DE LA SOTA et al.,1993).

O bST aumenta a populacdo de foliculos em vacas de origem européia
(GONG et al., 1991, 1993, 1996; DE LA SOTA et al.,1993; WEBB et al., 1994) e em
vacas nelores (CARTER et al., 1998; BURATINI et al., 1999). Crystal et al. (1997)
relataram que o efeito deste hormonio seria primeiramente na fase de recrutamento
do crescimento folicular, ndo sendo afetadas a selecdo de foliculos grandes e o
namero de ovulagao.

Alguns trabalhos indicam que o bST aumenta o numero de ovdcitos e
embrides (GONG et al., 1993; GONG et al., 1997; RIEGER et al., 1991), devido ao
aumento de numero de foliculos pequenos e do numero de ovulacdo (GONG et al.,
1993). Entretanto Gray et al. (1993) ndo obtiveram aumento no nimero de embrides
transferiveis, apos tratamento com bST.

Ramos et al. (2007) observaram que a administracdo de somatrotopina em
vacas superovuladas antes de aspirar os foliculos, aparentemente levou a uma
melhora na qualidade dos ovécitos, pois houve um aumento nas taxas de clivagem e
de producdo de blastocistos, bem como, uma melhora no desenvolvimento

embrionério.
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Folch et al. (2001) ao utilizarem pFSH e pST (origem suina) para superovular
ovelhas observaram uma maior taxa de oocitos ndo fertilizados e embrides ndo
transferiveis no grupo controle (sem aplicacdo de ST, somente FSH) quando
comparado as ovelhas em que receberam FSH associado com ST, e concluiram que
a ST teve efeito benéfico devido a acdo direta sobre a maturacdo ovocitaria ou
indireta sobre o ambiente do oviduto. Ao utilizar rbST em bufalas, Soogsasen et al.
(1999) também observaram aumento no numero de embrides transferiveis por
colheita demonstrando uma significante melhora no protocolo de superovulagdo com
a associacao de ST e FSH em fémeas bubalinas.

Alguns autores tém estudado a possibilidade de melhorar a resposta
superovulatdria nas fémeas domeésticas com a adicado da ST aos protocolos visando
aumentar o recrutamento de foliculos antrais no inicio da onda folicular e
conseqlientemente 0 numero de ovulagdes. Buratini et al. (2000) observaram
aumento na populacdo de foliculos pequenos ao administrar 320 mg de bST
subcutaneo em vacas apos ablacao do foliculo dominante, porém, este aumento no
namero de foliculos médios néo foi detectado, fato ja detectado por Deaver & Bryan
(1999).

Particularmente na espécie eqlina, pouco se sabe sobre os efeitos da ST no
desenvolvimento folicular, bem como os efeitos de outros fatores de crescimento
(IGF-1 e 1), receptores e proteinas ligadoras encontradas nos ovarios sobre o
cerscimento folicular (COCHRAN, et al, 1999)

Bruck & Lehn-Jensen (1997) propuseram utilizar a somatotrofina eqtiina com o
intuito de aumentar a producéo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1), que tem a finalidade de estimular o desenvolvimento folicular. Os autores néo
encontraram alteracbes dos niveis de estradiol, progesterona e hormdnio
luteinizante, durante e imediatamente apos o tratamento.

Gerard et al. (1999) relataram queda na concentragdo intrafolicular de
estradiol e aumento nos niveis de progesterona nos foliculos pré-ovulatorios. Os
foliculos subordinados foram caracterizados por niveis baixos de estradiol e
progesterona. Entretanto, foliculos pré-ovulatérios que entraram em atresia, verificou-

se a associacao de uma concentracdo muito baixa de estradiol com um aumento
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exacerbado nos niveis de progesterona. Neste estudo, foi observado que o
desenvolvimento folicular é caracterizado por declinio de IGFBP-2 intrafolicular e
IGFBP-5 antes da aplicacdo de hCG, e logo ap0s administragdo, um aumento de
IGFBP-2.

Cochran et al. (1999) administraram 25ug (IM) de eST por quilo de peso
corporeo, a fim de verificar seu efeito no desenvolvimento folicular. Estes autores
observaram aumento somente na populacdo de foliculos pequenos nos ovarios
destas éguas tratadas.

Buonomo et al (1996) e De Kock et al (2001) utilizando bST, comprovaram
gue o hormdnio de crescimento bovino foi biologicamente ativo em cavalos com a
possibilidade de igual efeito do ST equino, ou seja, foi capaz de induzir a um
aumento na concentracdo de IGF-1 e insulina circulante. Esta seria uma alternativa
para facilitar o acesso a compra e baratear os custos, dada a dificuldade da
comercializacdo da ST equina.

O Unico relato da administracdo de ST com objetivo de se melhorar o
protocolo superovulatério foi realizado por Hofferer et al. (1991). Estes autores
introduziram esponja intravaginal contendo trembolone + benzoato de estradiol, e
apos 7 dias retiram as esponjas e dividiram as 12 éguas em dois grupos. Um grupo
foi submetido a superovulacdo (25 mg de EPE uma vez ao dia) e o outro grupo foi
administrado 0,25 mg do hormdénio do crescimento suino (pST) diariamente
associado ao tratamento superovulatério com E.P.E. Foi reportada um numero de
ovulacdo média de 2,2 ovulacbes para as éguas tratadas apenas com E.P.E.,
comparada com 2,3 ovulagdes para o grupo tratado com E.P.E. mais a ST. Portanto,
a adicdo do hormonio ndo representou nenhum aumento aparente da efetividade do
tratamento com E.P.E.

Na literatura consultada néo foi encontrado nenhum estudo que tenha utilizada
a rbST em éguas associada ao protocolo superovulatério, porém, em fungcédo de sua
resposta quando utilizada em bovino, justifica ser estuda em éguas com base na
hipétese que a rbST pode aumentar o nimero de ovulacdes e de embrides

recuperados por égua.
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3. OBJETIVOS

Verificar se a incorporacdo da somatotrofina recombinante bovina (rbST) ao
protocolo de tratamento com EPE (12,5 mg duas vezes ao dia) melhora a

resposta superovulatoria e recuperacdo embrionaria na espécie equina,

Verificar se o protocolo de superovulacdo com a dose 12,5 mg duas vezes ao

dia independente da associacdo ou ndo com rbST, seria eficiente em induzir

resposta superovulatoria com boa taxa de recuperacao de embrides;

Verificar o efeito da somatotrofina recombinante bovina na dinamica folicular

de éguas superovuladas;

Verificar se o rbST tem efeito sistémico quando aplicado em éguas através da

avaliagdo dos niveis plasmaticos de insulina;
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MATERIAL E METODO

PREPARACAO DO EXTRATO DE PITUITARIA EQUINA (EPE)

As pituitarias foram adquiridas no matadouro de equinos da cidade de
Pelotas/RS e preparadas no laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu, conforme

metodologia descrita por Guillou e Combarnous (1983).

ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no Centro Avangado de Reproducdo Equina,
localizado no municipio de Vassouras—RJ (Latitude de 22°24'14" S;
Longitude de 43°39'45" W; Altitude de 434 m) durante os meses de setembro a
mar¢o. Foram utilizadas 15 éguas (n=30 ciclos) da raca Mangalarga Marchador e
Mangalarga Paulista reprodutivamente normais com idade entre 4-12 anos e peso
corporal entre 350-500 kg, durante a estacdo reprodutiva 2004/2005. Os animais
foram submetidos a controle folicular, através de exames ultrassonogréaficos
transretais diarios, para que fosse detectada a ovulagdo. Apds quatro dias da
ovulacdo (D4), os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
experimentais, respeitando o intervalo de um ciclo entre os tratamentos. As 15 éguas
serviram como préprio controle, ou seja, passaram por todos 0s grupos, ao longo do

estudo proposto, conforme descrito abaixo:
DINAMICA FOLICULAR E ENSAIO HORMONAL

Das 15 éguas, 7 (n=7 por grupo) foram selecionados aleatoriamente com
intuito de verificar a dindmica folicular bem como realizar coleta de sangue para

dosagem sérica de insulina com intuito de indiretamente verificar a atividade

sistémica bioldgica da rbST em equinos.
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As éguas foram submetidas a os exames ultrassonograficos transretais diarios
a partir do inicio do tratamento (Grupos GC e GT) para monitoramento da atividade
ovariana e da condicao uterina. Para tanto, foi utilizado um aparelho de ultra-som da
Pie Medical modelo Falcon 100 Vet® com transdutor linear de 6 Mhz de freqiiéncia.
Todos os foliculos com diametros maiores ou iguais a 6 mm eram medidos. Os
diametros dos dois maiores foliculos foram determinados por meio da média
aritmética das duas maiores distancias transversais do antro folicular em uma Unica
imagem congelada no monitor do aparelho de ultra-sonografia (GINTHER, 1995).

A designacdo dos foliculos se baseou no maximo diametro atingido pelos
mesmos, sendo o foliculo 1 (F;) aquele que atingiu maior diametro; foliculo 2 (F;) o
de segundo maior diametro; foliculo 3 (F3) o de terceiro e assim sucessivamente
dependendo de quantas ovulacdes a eégua tenha apresentado.

ApG6s o acompanhamento ultrassonografico eram coletadas amostras de
sangue (Grupos GC e GT) obtidas por pun¢édo da veia jugular, em tubo contendo
EDTA. As amostras eram coletadas no mesmo horario (parte da tarde), iniciando-se
no quarto dia de ovulacdo (D4) até a ultima ovulacdo para dosagem de insulina.

As amostras eram identificadas e centrifugadas e o plasma era separado e

armazenado a —15°C até o momento das dosagens.

Pie Medical Falcon 100 Vet® - Nutricell - Campinas/SP-Brasil
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DOSAGEM SERICA DE INSULINA

As dosagens de insulina foram realizadas no Laboratorio de Endocrinologia do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Universidade
Estadual Paulista. A concentracdo plasmética de insulina foi avaliada a fim de
verificar se o rbST tem efeito sistémico em éguas, uma vez que em vacas a
somatotrofina aumenta niveis séricos IGF-1, glicose e insulina (BREIER &
SAUERWEIN, 1995).

A insulina foi dosada através de Radioimunoensaio (RIA) utilizando o Kit Coat-
A-Count do Diagnostic Products Corporation® (DPC) em fase sélida onde a insulina
marcada com iodo * | compete, por um periodo fixo de tempo, com a insulina da
amostra do animal para os sitios especificos do anticorpo anti-insulina. Em razéo do
anticorpo estar imobilizado na parede de tubo de polipropileno, uma simples
decantacdo do sobrenadante é suficiente para determinar a competicao e isolar a
fracdo de insulina radiomarcada ligada ao anticorpo. A analise foi realizada em
contador GAMMA, o qual gerou um numero, ao ser convertido pela curva de

calibracdo na medida de insulina presente na amostra do animal.

Kit Coat-A-Count do Diagnostic Products Corporation® (DPC) - USA
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METODOLOGIA EMPREGADA PARA DOSAGEM DE INSULINA

Foram rotulados quatro tubos de polipropileno 12x75mm em tubos T
(contagem total) e NSB (ligagdo ndo especifica) em duplicata, e mais quatorze tubos
revestidos de insulina Ab em A (ligagdo maxima) e de B a G em duplicata, para
controle e amostras dos animais. Foram pipetados 200 ul do calibrador zero A nos
tubos NSB e A, e 200 pl de cada calibrador remanescente, controle e amostra de
paciente nos tubos pré-preparados. Logo apés, foi adicionado 1 ml de insulina **°I a
todos os tubos e agitados em Vortex, foram incubados por 24 horas a temperatura
ambiente. Apos 24 horas de decantacdo foi removido todo o liquido de todos os
tubos, usando uma estante de espuma para decantacdo. Todos os tubos (exceto os
tubos T) foram deixados escorrer por 2 ou 3 minutos, eliminando todas as gotas
residuais em papel absorvente. Era contado 1 minuto em contador gama por cada

amostra lida. A leitura foi feita e o resultado foi dado em pUI/ml de insulina.
- Coeficiente de variacédo intra e interensaio igual a 0,87
Grupo GC- controle (12,5 mg/IM de EPE, duas vezes ao dia)
As éguas foram superovuladas com Extrato de Pituitaria Equina (EPE), de
acordo com o seguinte protocolo:

-Primeiro dia de tratamento (sétimo dia pds-ovulacdo): inicio da administracao
de EPE (12,5 mg/l.M.) pela manha (7:00h.) e a tarde (18:00h.). Apés uma hora e

meia de inicio de tratamento (manhd), era aplicada PGF,x (Dinoprost, 10mg).

-Segundo dia de tratamento: Foram administrados pela manha (7:00 horas)

12,5mg/I.M. de EPE e uma hora e meia depois, PGF,oc (Dinoprost, 10mg). Na parte
da tarde (18:00h.), foram aplicados 12,5mg/IM de EPE.

-Terceiro_dia_a no_maximo _doze dias de tratamento: Foram aplicados
12,5mg/IM de EPE no periodo da manha e da tarde (7:00 e 18:00h.).
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Grupo GT- tratado (12,5 mg/l.M. de EPE, duas vezes ao dia + bST)

As éguas foram superestimuladas com Extrato de Pituitaria Equina (EPE)
associada com aplicacdo da somatotrofina recombinante bovina (250 mg Boostin®
Schering Plough-Sao Paulo-SP), conforme o seguinte protocolo:

-Quarto _dia de ovulacdo (D4): Foi administrada (Unica aplicacdo) da

somatotrofina recombinante bovina (250 mg Boostin®) .M. dividido em dois pontos
de aplicacdo (0,5 ml em cada ponto) trés dias antes (D4) ao inicio da aplicacéo de
EPE.

-Primeiro dia de tratamento com EPE (D7): inicio da administracdo de EPE

(12,5 mg/l1.M.) pela manha (7:00h.) e a tarde (18:00h.). Ap6s uma hora e meia de

inicio de tratamento (manha), foi aplicada PGF,oc (Dinoprost, 10mg).

-Segundo dia de tratamento com EPE: Foram administrados pela manha (7:00
horas) 12,5mg/I.M. de EPE e uma hora e meia depois, PGF,x (Dinoprost, 10mg). Na
parte da tarde (18:00h.) foram aplicados 12,5mg/I.M. de EPE.

-Terceiro dia a no maximo doze dias de tratamento com EPE: Foram aplicados
12,5mg/1.M. de EPE no periodo da manha e da tarde (7:00 e 18:00h).

INSEMINACAO ARTIFICIAL E COLHEITA DOS EMBRIOES

O tratamento dos dois grupos foi interrompido quando a maioria dos foliculos
atingia 35 mm de didametro, administrando neste momento, 2500 Ul de Gonadotrofina
Coriénica Humana (hCG- Vetecor®) por via endovenosa.

As éguas foram inseminadas diariamente apds aplicacdo de hCG até
deteccdo da a ultima ovulacdo, utilizando a dose de sémen a fresco de 1 bilhdo de
espermatozoéides viaveis proveniente de trés garanhfes de fertilidade conhecida
(Anexo A) sendo utilizado o mesmo garanh&o para as mesmas fémeas nos dois

grupos.

Boostin® - Schering-Plough Coopers do Brasil
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As éguas foram inseminadas com metodologia convencional (pipeta
ultrapassando o cérvix e depositando o sémen no corpo uterino) utilizando o diluente
comercial a base de leite desnatado Botu-sémen®.

As colheitas dos embrides foram realizadas no oitavo dia apds a Ultima
ovulacdo depois do tratamento superovulatério, utilizando-se 03 lavados uterinos de
1 litro cada de ringer com lactato de sédio (Alvarenga et al. 1993). Era realizado um
rasteamento minucioso em lupa pela placa de petri contendo o lavado uterino para a

identificacdo dos embrides.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados da dinamica folicular ovariana obtidas através de ultrassonografia
foram calculados por analise de perfil (grupos e momentos). Para comparagédo dos
didametros médios dos foliculos que ovularam; dias de tratamento de EPE e niameros
de foliculos em relagdo ao tamanho médio no dia da aplicagdo do bST (D4) e inicio
do tratamento superovulatorio (D7) e chegaram a ovular, foi usado o Teste T de
Student ndo pareado.

A comparacdo entre 0S grupos experimentais em relacdo ao numero de
ovulacdes e numero de embrides recuperados, foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

Os niveis plasmaticos de insulina foram submetidos a analise de perfil para
grupos e momentos.

As diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando P<0,05.

Vetecor®- Laboratorio CALIER do Brasil Ltda - S&0 Paulo-SP

Botu-sémen® - Biotech- Botucatu-SP
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RESULTADOS

Os foliculos do grupo controle e tratado apresentaram uma taxa de
crescimento similar, ndo havendo diferenga estatistica em relagdo ao crescimento
folicular entre ambos os grupos (Gréfico 1).

O intervalo entre ovulacbes em ambos os grupos foram similares, onde as
ovulagBes ocorreram de forma sincrénica, ou seja, 24 a 48 hs apos a inducdo da
ovulacdo com hCG (tabela 3) ndo havendo diferenca entre os grupos (p> 0,05).

A primeira ovulacdo ocorreu em média apos 9,21 e 9,27 dias do inicio do
tratamento no grupo controle e tratado respectivamente, ndo havendo diferenca (p>
0,05) entre os grupos.

O diametro dos foliculos pré-ovulatoérios foi menor (p<0,05) no grupo tratado
com rbST (33,68 + 2,58) comparado ao grupo controle (36,05 + 2,27) (tabela 3).

Houve um aumento sérico significativo de insulina (p< 0,05) ja detectado 24
horas apos aplicacdo do rbST, ocorrendo um pico em 48 horas (Grafico 2).

N&o houve diferenca estatistica (p> 0,05) dos niveis de insulina circulante no
grupo controle (Gréfico 4).

Ao analisarmos o grupo controle podemos observar que a égua 6 apresentou
maiores variagbes nos niveis seéricos de insulina contudo estas variacdes foram
significativas (p<0.05) somente quando comparado com outras duas éguas (égua 1
e égua 3) do seu grupo (anexo D).

Ao analisarmos as éguas do grupo tratado (anexo E) podemos observar que
as éguas 3 e 8 apresentaram uma resposta modesta ao tratamento do rbST pelo
menos via mensuracdo de insulina sérica, nao diferindo estes valores (p> 0,05) dos
outros dias de dosagem.

Foram recuperados 19 embrides no grupo controle (EPE) de 41 ovulagGes
(46,3% recuperacéo por ovulacao) e 24 embrides no grupo tratado (EPE + rbST) de
40 ovulacdes (60% recuperacdo por ovulacéo), totalizando 28 ciclos estrais. Nao

houve diferenca estatistica entres os grupos associando ou néo o rbST ao protocolo
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de superovulacdo, entretanto, as diferencas numéricas foram evidentes entre os
grupos:14 pontos percentuais superior no grupo tratado com rbST (tabela 1).

Também n&do houve diferenca (p> 0,05) entre o grupo controle e o grupo
tratado em relacdo as taxas de ovulacdo por égua (2,93 + 0,83 e 2,86 + 0,86,
respectivamente) e a taxa de embrides recuperados por égua (1,36 + 0,63 e 1,71 +
0,61).

Todas as éguas responderam ao tratamento com duas ou mais ovulacoes, e
em 100% das éguas do grupo tratado foi recuperado pelo menos um embrido.

Em relacdo ao numero de ovulacfes obtidas no estudo, observamos que no
grupo tratado, 42,9% das éguas apresentaram dupla ovulagdo e 57,1%
apresentaram tripla ovulacdo (tabela 1) e no grupo controle, 39,3% das éguas
apresentaram dupla ovulacdo e 64,3% apresentaram tripla ovulagdo, ou seja, a
resposta ao EPE com o rbST para estimulagéo ovariana foi de 100% das éguas para
multiplas ovulagdes (> 2 ovulacdes) em ambos 0s grupos experimentais.

No grupo controle houve uma égua com dupla ovulagdo, porém ndo houve
recuperacdo de embrido, caracterizando em 7% o indice de éguas com lavados
negativos. Apesar de néo ter tido diferencga significativa (p> 0,05), o grupo tratado
com rbST apresentou 21% a mais de lavados com dois ou mais embrides do que o
grupo controle (64,3% versus 42,9%, p=0,27).

Uma égua do grupo tratado foi descartada pelo fato de ter apresentado uma
hiperestimulacdo ovariana com 6 foliculos de didametro pré-ovulatorio, embora
nenhum tenha ovulado (anexo B).

N&o houve aumento na populacdo de foliculos e no nimero de ovulagdes (p>

0,05) ao administrar o rbST conforme demonstrado na tabela 2.
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Tabela 1: Efeito da aplicacdo da somatotrofina recombinante bovina (rbST) no
namero de ovulacbes e recuperacdo de embribes entre 0s grupos controle e
tratamento.

GRUPO
CONTROLE TRATAMENTO
EPE rbST + EPE
N° de éguas (n) 14 14
N° Ovulagdes 41 40
Total de embrides recuperados (n) 19 24
Percentual de recuperacgao por ovulagéo 46,3%2 60,0%?
Numero médio de ovula¢cbes/égua 2.93+0,83" 2.86 + 0,86°
Numero médio de embribes/égua 1,36 +0,63°¢ 1,71 +0,61°
Eguas com 2 ovulacdes 5/14 (39,3%)" 6/14 (42,9%)"
Eguas com > 3 ovulagBes 9/14 (64,3%)° 8/14 (57,1%)°
Nenhum embri&o recuperado 1 (7,1%)' 0 (0%)'
1 embrido por colheita 7/14 (50%)° 5/14 (35,7%)°
2 embrides ou mais por colheita 6/14 (42,9%)" 9/14 (64,3%)"

Valores na mesma linha, com letras diferentes diferem estatisticamente.

*(p=0,93);" (p = 0,99); ° (p=0,97); “ (p = 0,70); *(p = 0,71); "(p = 0,31); ° (p = 0,26); " (p = 0,27)

Tabela 2: Numero total de foliculos maiores que 5 mm no D4 (dia de aplicacdo de
rbST no grupo tratamento), no dia do inicio do tratamento superovulatério com EPE
(D7), até o dia da ultima ovulacdo (DOV) nos grupos controle (EPE) e tratado (EPE +
rbST).

D4 D7 D ovulacdes

N° foliculos N° foliculos N° ovulacGes
Controle 30° 32° 21°
Tratado 34° 35° 20°

Valores na mesma coluna, com letras diferentes, diferem estatisticamente.

Obs.: D4 dia de aplicagdo do rbST (grupo tratado); D7 dia de inicio do protocolo de superovulagéo
com EPE em ambos os grupos
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Tabela 3: Dias de tratamento com EPE, intervalo entre a primeira ovulacdo e a
ultima ovulagéo (I0V), intervalo entre inicio de tratamento e ultima ovulagéo (ITOV)
diametro folicular médio (DMFOV) dos foliculos que culminaram em ovulacdo (média
+ desvio padréo).

CONTROLE TRATAMENTO
EPE rbST + EPE
Dias de tratamento 8,14+11°% 829+12%2
IOV 0,86+0,8" 0,71+0,4°
ITOV 9,21+1,2° 9,27 + 1,3°¢
DMFOV 36,05 + 2,27 ¢ 33,68+ 2,58°

Valores na mesma linha, com letras diferentes, diferem estatisticamente.
4(P=0,811); b (P =0,718);°(P = 0,891); de (P=0,003)

Tabela 4: Médias e desvios-padrdo referentes ao didmetro dos foliculos (mm) que
culminaram em ovulacdo segundo momento e grupo experimental.

Grupo D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 Di4

Controle 10,2gh 11,0gh 11,8fg 125fg 14,2f 16,8f 20,3e 23,4d 27,3c 30,6b 339a
+31 +31 +29 +31 +29 +35 +44 +48 +41 +43 +33

Tratado 10.0gh 10,7gh 11,4g 12,1eg 14,6ef 17,4de 20,0cd 22,4c 25,55¢ 29,0b 31,3a
+36 +38 +39 +42 +38 +35 +33 +38 +42 +43 +52

Médias de cada grupo seguidas de diferentes letras diferem estatisticamente

N&o houve diferenga entre os grupos em cada momento.
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Grafico 1 — Perfil de crescimento dos foliculos (mm/dia) que culminaram em
ovulagdo no grupo controle e no grupo tratado
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Gréfico 2 - Niveis plasmaticos de insulina coletada do D4 (dia da aplicacao do rbST
no grupo tratamento) até a Ultima ovulacdo nos grupos controle (EPE) e Tratado
(EPE + rbST).

140 +
120 4
100 +

80 -

—&— Grupo Controle
= Grupo Tratado

60 -

INSULINA pUI/ml

40 +

20 A

0 T T T T T T T T T T T T T 1
D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 Di4 D15 D16 D17

DIAS DO CICLO

38



Gréfico 3 — Médias dos niveis plasmaticos de insulina do grupo tratado (EPE+ rbST)
do D4 (momento de aplicacdo do rbST) até a ultima ovulacéo.
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Gréfico 4 — Médias dos niveis plasmaticos de insulina do grupo controle (EPE) do D4
até a ultima ovulacao.
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DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que ndo houve efeito do rbST sobre a
populacdo dos foliculos, no nimero de ovulacdes e nem no nimero de embrides
recuperados em éguas superovuladas com EPE.

Pavlok et al. (1996) ao trabalhar com vacas, também n&o obtiveram aumento
no numero total de foliculos com a administracao de rbST trés dias antes da colheita
dos ovarios em abatedouro. Esses autores atribuiram este achado a possiveis
fatores como: dosagem utilizada, condicdo nutricional dos animais e a diferenca
entre ragas, contrariando, assim, os achados de Gong et al (1993), que relataram o
dobro de ovulacdes ao administrar rbST em vacas superovuladas comparado com
animais sem administracao da droga.

Cochran et al. (1999) foram os Unicos a estudar os efeitos da aplicacdo de ST
equino na dindmica ovariana em éguas. Estes autores utilizaram a dose de 25 pg/kg
diariamente entre os dia D6 até D12 do ciclo (Grupo A) e D13 até D19 do ciclo
(Grupo B), ndo observando aumento do numero de foliculos maiores ou igual a 8
mm, porém, ao analisar oS momentos, os autores puderam observar um aumento
somente no numero de foliculos pequenos no sétimo dia de tratamento e nos dias 3
e 7 poOs tratamento, ndo tendo sido observada influéncia nos foliculos médios e
grandes. Estes achados s&o discordantes dos presentes resultados, pois nao
observamos alteragcdo na dinamica ovariana, independente do tamanho dos foliculos.

A dose empregada no presente estudo poderia ser um fator determinante para
a ineficiéncia do rbST. Contudo, a opc¢ao de usar a dose de 250 mg e nédo a dose de
500mg foi decorrente dos relatos do Buonomo et al. (1996) que ao utilizarem 500 mg
de rbST em éguas observaram uma reacao inflamatoria local muscular intensa e
também pelos resultados obtidos por De Kock et al (2001) onde estes autores ao
utilizarem 250 mg, observaram efeito sistémico similar a 500 mg. A reacdo
inflamatéria seria indesejavel por se tratarem de éguas doadoras de embrides de alto
valor financeiro. Nao foi observada reacdo inflamatéria nos animais utilizados no

presente experimento apos aplicacdo intramuscular de 250 mg de rbST.
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Em relacdo a opc¢ao pelo momento do inicio do tratamento com rbST, ou seja,
trés dias antes do inicio do protocolo superovulatorio, foi-se baseado em
experimentos anteriores realizados em vacas e eéguas 0S quais demonstraram que
apos trés dias de aplicagdo de ST foram detectados niveis altos de IGF-1 circulante
(GONG et al., 1991; BUONOMO et al.,1996; DE KOCK et al., 2001).

Ficou claro através da avaliacdo dos niveis séricos de insulina que o
tratamento com rbST provocou efeito metabdlico sistémico desejado, a despeito de
nao ter interferido na dindmica folicular, nem na resposta estimulatoria do EPE.

Houve um aumento sérico significativo de insulina ja detectado 24 horas apos
aplicacdo do rbST ocorrendo um pico em 48 horas, concordando com o aumento de
insulina observado por outros autores em éguas quando da aplicagdo do bST e pST
(BUONOMO et al.,1996); e de IGF-1 observado por Cochran et al. (1999) ao aplicar
eST em éguas e em vacas da mesma forma Gong et al., (1993) ao aplicar ST bovino.
Este efeito indicou pronta absorcao do rbST logo apdés sua aplicagdo, aumentando 0s
niveis de insulina, por decorréncia de uma hiperglicemia (mobilizacdo de glicose
hepética) provocado pela ST exdgena (GOPINATH & ETHERTON, 1989) no intuito
de reverter o quadro de aumento de glicose sanguinea. Este achado vai contra a
afirmacéo de Spinosas et al., (1999), pois estes autores mencionaram gue a maioria
das espécies de animais domeésticos ndo séo responsivas a somatotrofina de outras
espécies animais.

Comprovadamente as mudancas nos niveis plasméaticos séricos de IGF-1 sao
muito similares a mudancas nas concentragcdes de insulina em vacas (RADCLIFF et
al., 2003) e em éguas (BUONOMO et al., 1996).

Molento et al. (2005), observaram que ha uma interagdo entre a insulina e o
rbST no mesmo padréo que os niveis de IGF-1 circulante, indicando que este possa
ser um possivel mediador dessa interacdo. Esta observacdo vem de encontro aos
resultados obtidos, pois a concentracdo plasmatica de insulina aumentou
significantemente apds 24 horas de aplicacdo do rbST tendo o pico 48 horas. Apds
tratamento, o perfil de insulina foi similar ao de IGF-1 circulante observado por Gong
et al. (1993) frente a administracdo de rbST em vacas superovuladas e semelhante

ao observado por De Kock et al. (2001) usando a mesma dose (250 mg de rbST),
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onde os niveis de IGF-1 aumentaram dois dias depois da administracdo se mantendo
elevados por mais 6 dias. Este resultado € de suma importancia para o presente
estudo, pois a idéia seria iniciar o protocolo superovulatério com os niveis altos de
IGF-1 circulante e que este se mantivessem altos durante todo o protocolo de
superovulagéo.

Quando analisado o grupo controle foi observado que a égua 7 apresentou
maiores variacfes nos niveis hormonais comparadas com as outras éguas do seu
grupo, tendo sido esta diferenca estatisticamente significativa somente quando
comparado com outras duas éguas (égua 1 e égua 3).

Quando analisadas as éguas do grupo tratado foi observado que a égua 3
aparentemente ndo respondeu ao tratamento do rbST pelo menos via mensuragao
de insulina sérica, e a égua 8 apresentou somente um ligeiro aumento de insulina
apos aplicacao do rbST, porém sem diferir estatisticamente dos outros dias de
dosagem. Estes dois animais apresentaram: égua 3 — duas ovulagdes e dois
embrides e égua 8 — quatro ovulacdes e 3 embrides.

Buratini et al. (1999) apds aplicar ST em vacas observou aumentos intensos
dos niveis circulantes de IGF-1 acompanhados de respostas foliculares modestas,
enquanto outras apresentaram aumentos suaves das concentracfes plasméticas de
IGF-1 acompanhadas de respostas foliculares mais evidentes, como observado em
nosso estudo. Portanto, estas observacdes sugerem que a intensidade da resposta
folicular ovariana aos aumentos dos niveis de insulina e IGF-1 decorrentes do
tratamento com bST varia entre individuos. Esta variacdo pode envolver diferencas
individuas relativas ao grau de expressao dos receptores para IGF-1 e/ou insulina ou
entdo a atividade plasmatica da IGFBP.

Quando foram analisadas as concentracfes de insulina plasmatica circulante
pode-se observar que o rbST aumentou em sete vezes os niveis de insulina iniciais
no grupo tratado enquanto no grupo controle os niveis plasmaticos praticamente se
mantiveram o mesmo desde a aplica¢do até o dia dos lavados.

N&o houve variagdo significativa dos niveis de insulina circulante no grupo
controle, tendo apresentado o mesmo perfil hormonal de insulina observados em
outros trabalhos em vacas (GONG et al. 1993) e éguas (BUONOMO et al. 1996).

42



A insulina e IGF-1 tem sido apontada como provavel mediadora do rbST sobre
o desenvolvimento folicular. A associacdo entre o aumento dos niveis circulantes de
insulina e o aumento de foliculos apés tratamento com bST sustenta esta hipotese
(GONG et al., 1993; GONG et al., 1997). Além disso, assim como o IGF-1, a insulina
também estimula in vitro a esteroidogénese e a proliferacdo de células da granulosa
bovinas (GONG et al., 1993; SPICER & ECHTERNKAMP, 1995).

No presente estudo ndo foi observada relagcdo entre a populagéo folicular
existente no inicio do tratamento e o niumero de ovulacdes; ao contrario do relatado
por Woods & Ginther (1985). Estes autores sugeriram que o numero de foliculos com
mais de 10 mm, no 15° dia do diestro, pode indicar o nimero de ovulacdes; tendo
sido observado um numero maior de foliculos > 10 mm em éguas com cinco ou mais
ovulagcbes do que em éguas com uma ou duas ovulacdes (6,5 + 0,6 versus 3,6 +
0,7), e uma tendéncia a ser maior (p<0,1) quando comparado com éguas com trés ou
quatro ovula¢des. Da mesma forma Carmo (2003) verificou uma correlacdo positiva
entre a populacao de foliculos com diametro de 16 a 20 mm, no inicio do tratamento,
e 0 numero de ovula¢des. Machado et al., (2003) observou que a populacédo de
foliculos com didametro entre 16-20mm no segundo dia de tratamento com EPE tem
boa correlagdo com o numero de ovulagbes em éguas submetidas ao estimulo
ovariano com FSH equino ou EPE.

O intervalo entre o inicio do tratamento e ovulacao obtida neste estudo foi de
9,21 + 1,2 e 9,27 + 1,3 dias no grupo controle e tratado, respectivamente, nao
apresentando diferenca (p> 0,05) entre os grupos. Estes achados estdo de acordo
com os encontrados por Machado et al. (2003) utilizando o eFSH durante a estacéo
ovulatoria (intervalo da primeira ovulacdo apés 9,0 =+ 0,9 dias do inicio do
tratamento), proximo ao encontrado por Carmo (2003) 9,8 + 2,9 dias e Alvarenga et
al. (2001) que relataram um periodo de 8,3 dias entre o inicio do tratamento a
primeira ovulacdo. Entretanto, Rosas et al. (1998) relataram um periodo mais longo
de tratamento (10,2 dias).

Nenhuma ovulacdo ou luteinizacdo foi observada antes da administragcdo do

hCG. Este dado mostra que mesmo com a interrupcdo das administracdes de EPE
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os foliculos continuaram a crescer e que eles ja estavam responsivos ao LH. Esta
observacédo € amparada pelos achados de Fay & Douglas (1987) que relataram estar
elevado o numero de receptores de LH nas células da teca, quando o foliculo
possuia 29 mm de diametro. Wiepz et al. (1988), trabalhando com éguas em final de
transicdo, relataram que o foliculo dominante torna-se responsivo a administracéo do
hCG, ao atingir um diametro de 30 a 35 mm. Outros autores (GINTHER, 1992;
BERGFELT, 1998), por sua vez, descrevem que 0 momento mais adequado para a
aplicacdo do hCG deve se basear na identificacdo das principais caracteristicas preé-
ovulatdrias do foliculo dominante, como tamanho, alteracdes de formato e espessura
da parede folicular.

Ao aplicar somatrotofina em suinos Echternkamp et al. (1994) observaram um
aumento no didmetro de foliculos pequenos e médios nos ovarios, discordando dos
resultados encontrados ja que nao foi observada diferenca significativa no
crescimento médio dos foliculos quando comparados os dois grupos. Rosas et al.
(1998) descrevem a presenca de foliculos pré-ovulatérios com o didmetro médio de
38,1 mm em éguas superovuladas, sendo proximos aos achados bem como Carmo
(2003) quando utilizou em as éguas doses decrescentes de EPE (37,2 mm), porém,
maiores do que as éguas tratadas em doses constantes (30,9 mm).

Os foliculos dominantes do grupo controle e tratado apresentaram taxa de
crescimento similar (2,25 mm/dia) ao relatado na literatura em éguas superovuladas
durante a estacdo ovulatéria (GINTHER, 1992; MACHADO et al., 2003; CARMO,
2003, PERES, 2004), demonstrando que o ST nao tem influéncia no crescimento dos
foliculos grandes.

Também néo foi observada diferenca entre o grupo controle e o grupo tratado
quando comparadas o numero de ovulagées por égua (2,93 + 0,83 e 2,86 + 0,86,
respectivamente). Estas taxas de ovulagcdes sao similares aos encontrados por
Woods & Ginther (1983), Rosas et al., (1998) e Bézard et al.,, (1995) os quais
obtiveram 2,9; 3,0 e 2,39 ovulag¢des por égua respectivamente, porém estes autores
aplicaram EPE uma vez ao dia em doses mais altas (25 mg). Contudo, o nimero de

ovulacdes foi inferior as encontradas por Carmo (2003) e Carmo (2007) que foi 4,0 e
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4,7 ovulagbes por égua, respectivamente, utilizando o dobro de dose usada no
presente experimento (25 mg de EPE duas vezes ao dia). O niumero de ovulacdes
observado no presente estudo foi préximo ao encontrado de Scoggin et al. (2002);
(3,4 ovulagodes) utilizando a mesma dose e frequéncia de EPE (12,5 mg duas vezes
ao dia).

Peres (2004) utilizando eFSH em éguas transicionais obteve um ndmero
médio de ovulacdes por égua tratada de 5,57 + 4,54 sendo superior ao relatado por
Rosas et al. (1998), Machado et al. (2003) e Alvarenga et al. (2003) que utilizaram o
eFSH em éguas ciclando e alcangcaram taxas de 4,6, 4,2 e 4,0, respectivamente; e
também foi superior ao relatado por Niswender et al. (2004), que obtiveram apenas
2,5 + 1,7 ovulagbes por égua, utilizando protocolo semelhante ao do presente
estudo.

Em relagdo ao numero de multiplas ovulagBes obtidas neste estudo,
observamos que no grupo tratado, 42,9% das éguas apresentaram duplas ovulactes
e 57,1% apresentaram triplas ovulacdes (tabela 1) e no grupo controle, 39,3% das
éguas apresentaram duplas ovulacdes e 64,3% apresentaram triplas ovulacdes, ou
seja, a resposta ovariana foi de 100% das éguas para mdultiplas ovulacdes (> 2
ovula¢gBes) em ambos os grupos experimentais. Estes dados sdo compativeis com
0s encontrados por Woods & Ginther (1977), Douglas (1979), Squires et al., (1987),
Scoggin et al., (2002), Carmo (2003) e Carmo (2007), onde 70%, 86%, 92%, 84%,
90% e 92% de éguas apresentaram multiplas ovulagdes, respectivamente, apoés
tratamento com EPE.

Neste estudo foram recuperados em média 1,36 embrides por égua no grupo
controle e 1,71 embrides no grupo tratado com o rbST. O numero de embrides
obtidos no grupo tratado com rbST foi similar aos encontrados por Dippert et al.
(1992) os quais obtiveram 2, 0 £ 1,8 embribes por égua, quando utilizaram uma
dose mais alta de EPE (40mg) por dia e superiores aos observados por Carmo
(2003) e Machado et al., (2003), que relataram 1,2 e 1,0 embribes de média
respectivamente por égua quando do tratamento com dose mais elevadas de EPE

(25 mg duas vezes ao dia).
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No presente estudo ndo houve diferenca estatistica significativa em associar o
horménio de crescimento recombinante bovino ao protocolo de superovulacgéo,
entretanto, a diferenga numérica foi evidente entre os grupos (14% superior no grupo
tratado com rbST). A utilizacdo de um maior nUmero de éguas em experimentos
futuros talvez possa tornar estatisticamente significativa a melhora numérica
observada no niumero de embriées recuperados quando do uso do rbST. Hofferer et
al. (1991) foram os unicos autores a estudar o efeito do uso da somatotrofina suina
em éguas superovuladas com EPE. Estes autores concluiram que a adigcdo do
horménio de crescimento suino ndo levou a nenhum aumento aparente da
efetividade do tratamento com EPE, a dose utilizada de pST neste experimento foi
baixa quando comparada as doses utilizadas para outras espécies, conforme
concluséo dos autores.

Os resultados do presente experimento sdo contraditorios aos encontrados em
vacas por Neves et al. (2005); Gong et al. (1993); Gong et al. (1997). Estes autores
observaram um aumento no numero de embrides viaveis ao associar o bST ao
tratamento superovulatorio (39,37% versus 63,11%; 48,2% versus 90,0%; 66%
versus 92%, respectivamente), entretanto Gray et al. (1993) ndo observaram este
aumento (49% versus 58%).

Apesar de néo ter sido observada diferenca significativa, o grupo tratado com
rbST apresentou 21% a mais de lavados com dois ou mais embrides do que o grupo
controle (64,3% versus 42,9%). Ramos et al. (2007) observaram que ao administrar
somatrotopina em vacas superovuladas antes de aspirar os foliculos, observaram
uma melhora no desenvolvimento dos ovocitos de grau 1 (20,67% versus 32,37%),
havendo também um aumento nas taxas de clivagem (46,11% versus 60, 47%) e de
producéo de blastocistos (7,78% versus 19,38%).

Neves et al. (2005) observaram que ndo houve aumento no numero de
estruturas totais colhidas ao utilizar o bST (doses de 250 e 500 mg) em vacas antes
do inicio do protocolo superovulatorio, porém, houve um aumento no numero de
embrides viaveis, independente da dose utilizada, sem alterar as taxas de gestacdes

das receptoras. Fato este decorrente provavelmente da acdo direta ou indireta do
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bST no estimulo metabdlico de foliculos antrais que normalmente entrariam em
atresia, como sugerido por Gong et al. (1996).

Uma égua do grupo tratado foi descartada por ter apresentado uma
hiperestimulacdo ovariana com 6 foliculos de diametro pré-ovulatorio, que nao
culminaram com ovulagdo. Este fato também foi observado por Machado et al.
(2003) e Scoggin et al. (2002), onde em ambos os estudos houve éguas que nao
responderam ao agente indutor de ovulagao.

A dose utilizada no presente experimento (12,5mg duas vezes ao dia)
demonstrou ser um excelente protocolo para superestimular éguas, uma vez que
tanto no grupo controle quanto no grupo tratado, os indices de recuperacao
embrionaria (51,0% e 66,0%) estdo dentro da média de recuperacdo encontrada em
ciclos normais sem superestimulacdo (SQUIRES & SEIDEL, 1995). Em ambos os
grupos o indice de recuperacao embriondria apresentou resultado superior a maioria
dos trabalhos com EPE aplicando-se 25 mg duas vezes por dia, devendo este fato
estar relacionado a menor dose utilizada (ALVARENGA et al., 2001; SCOGGIN et
al., 2002) .

Uma das hipoteses do presente trabalho foi a de que o rbST pudesse
potencializar o efeito do EPE quando utilizado nesta dose mais baixa (12,5 mg duas
vezes ao dia) no intuito de aumentar o numero de ovulagcfes obtidos por Scoggin et
al. (2002). Sabidamente o rbST aumenta a resposta ovariana frente as
gonadotrofinas, sugerindo que este hormonio aumente ligacao de receptores para LH
nos foliculos e previna atresia folicular (HOMBURG et al., 1990), bem como pode
contornar disturbios ovulatorios (KIRKWOOD et al.1990). Também foi demonstrado
em cultura de células da granulosa de ratos que o estimulo do FSH é aumento
quando da incubacdo com IGF-1 (JIA et al.,, 1986), e que, a adicdo do hormdnio
recombinante humano aumentou a resposta ovariana em mulheres superovuladas
com gonadotrofina da menopausa humana (HOMBURG et al.,1988).

Gong et al. (1993) observaram um maior numero de ovulacdes (23,2 versus
12,5 ovulagbes) e de embribes recuperados (7,4 versus 3,8 embrides) ao associar o
rbST ao protocolo superovulatério em vacas, corroborando com a melhora numérica,

porém sem diferenca estatistica observada no presente estudo.
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O protocolo usado no experimento (12,5 mg duas vezes ao dia) provocou uma
resposta superovulatéria (2,93 + 0,83 e 2,86 + 0,86, ovulacbes grupo controle e
tratado, respectivamente) aquém do reportado quando utilizado a dose de 25 mg
duas vezes ao dia (ALVARENGA et al.,, 2001; CARMO, 2003; SCOGGIN et al.,
2003), contudo o numero de embribes recuperados (1,36 + 0,63 e 1,71 + 0,61
embribes grupo controle e tratado, respectivamente) foram proximos aos
encontrados utilizando o protocolo de 25mg duas vezes ao dia. Isto € explicavel, pois
as taxas de recuperacao por ovulacdo (51% grupo controle e 66% grupo tratado)
foram superiores as encontradas por Alvarenga et al. (2001) de 49%; Machado et al.
(2003) de 26%; Carmo (2003) de 30%; Peres (2004) de 44%, indicando que este
protocolo por utilizar uma dose mais baixa de EPE deve ter proporcionado uma
melhora na maturagdo oocitaria. Conforme citado anteriormente Carmo (2007)
observou alteragdes estruturais na maturacdo citoplasmatica e nuclear de ovdcitos

oriundos de éguas superovuladas com altas doses de EPE.
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CONCLUSOES

1- A aplicagdo da somatotrofina recombinante bovina em éguas submetidas a

superovulacéo nao teve efeito na dindmica folicular;

2- O uso da somatotrofina recombinante bovina ndo melhorou a resposta
superovulatoria nem a recuperacdo de embribes em éguas tratadas com extrato de
pituitaria equina;

3- O protocolo de superovulacdo com a dose 12,5 mg duas vezes ao dia
independente da associagdo ou ndo com rbST, foi eficiente em induzir resposta

superovulatéria com boa taxa de recuperacao de embrides;

4- A somatotrofina recombinante bovina foi biologicamente ativa em éguas.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A somatotrofina recombinante bovina provou ser biologicamente ativo em
equinos. A partir desse achado, o rbST pode ser usado como uma ferramenta para
modelo experimental no intuito de avaliar outras aplicagcbes em equinos, como:

- Repetir o mesmo experimento com um maior nimero de éguas.

- Definir se existe um melhor momento do ciclo para a aplicacdo da rbST em

éguas no intuito de recrutar um maior nimero de foliculos.

- Utilizar a rbST em éguas idosas (melhorar ovulacdo e qualidade dos ovdcitos)

- Associar a rbST a protocolos com doses mais altas de EPE (melhorar a

maturacao oocitaria e aumentar o nimero de embrides produzidos).
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ANEXOS

ANEXO A -Valores meédios de motilidade total, motilidade progressiva, teste
supravital e teste hiposmotico dos trés garanhdes utilizados no experimentol

MOTILIDADE MOTILIDADE TESTE TESTE
TOTAL PROGRESSIVA SUPRA-VITAL HIPOSMOTICO
GARANHAO 1 82% 46% 68% 63%
GARANHAO 2 80% 41% 61% 58%
GARANHAO 3 76% 32% 59% 56%

ANEXO B: Numero de ovulacdes e percentual de recuperacdo embriondria de cada
égua do grupo controle (EPE) e do grupo tratado (EPE + rbST).

GRUPO CONTROLE EPE GRUPO TRATADO EPE + rbST
(0}

£ N° de N° de embriGes | - 0 N Neoe

gua ~ Egua | N” de ovulagbes | embrides
ovulacdes recuperados
recuperados

El 3 2 El 4 2
E2 3 2 E2 2 1
E3 4 2 E3 2 2

E 4 2 0 E4 3 2

E 6 4 2 E6 3 1
E7 4 1 E7 2 2

E 8 2 1 ES8 4 3
E9 2 1 E9 3 2

E 10 2 1 E 10 2 2

E 11 4 1 E 11 4 1

E 12 3 2 E 12 4 2

E 13 3 1 E 13 2 1

E 14 2 2 E 14 2 1

E 15 3 1 E 15 3 2

Total 41 19 Total 40 24

OBS.: O animal 5 no Grupo Tratado nao ovulou de nenhum dos seis foliculos e por isso foi retirado do

experimento
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ANEXO C: Numero de foliculos de acordo com didametro (mm) no D4 e D7 (inicio do
tratamento com E.P.E.) nos grupos controle (EPE) e tratamento (EPE+rbST).

CONTROLE TRATAMENTO
EPE rbST + EPE

D4 D7 D4 D7

5-10 mm 16 13 24 17
11-15 mm 14 12 8 12
16-20 mm 0 7 2 6
21-25 mm 0 0 0 0

N. Total de fols. 30 32 34 35

Obs.: D4 dia de aplicacao do rbST (grupo tratado); D7 dia de inicio do protocolo de superovulacdo

com EPE em ambos 0s grupos

ANEXO D - Niveis plasmaticos de insulina individuais das éguas do grupo controle

(EPE) do D4 até a ultima ovulagéo.

300 -

250 4

200 -

150 +

INSULINA pUI/ml

100 +

50 -

GRUPO CONTROLE

—e—egual
——egua2

egua3

eguad
—¥—eguab
—o—egua’
—+—egua8

D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17

DIAS DO CICLO
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ANEXO E — Niveis plasmaticos de insulina individuais das éguas do grupo tratado
(EPE + rbST) do D4 até a ultima ovulacao.
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