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RESUMO

O presente estudo visou avaliar a resposta ovagamataxa de recuperacao
embrionaria em éguas tratadas com EPE nas doges8de12,5 mg sendo o tratamento
iniciado apods a aplicacdo de prostaglandina @ oitavo ou sexto dia apds a ovulacéo
com a finalidade de reduzir o tempo e custo darmanhto. Foram realizados dois
experimentos, para o experimento 1, 40 ciclos issti@ éguas Mangalarga Marchador,
entre cinco e 24 anos, e para o segundo experimd3@ntalos estrais de éguas mesticas
entre quatro e 12 anos de idade, foram estudadams.aplicada 7,5 mg i.m.de
prostaglandina F2 (Dinoprost Trometamina) no oitavo (experimento dij sexto
(experimento 2) dia apds a ovulacdo. Nesse momasitéguas foram distribuidas
aleatoriamente em cinco grupos para o experimenfo=38 ciclos estrais/grupo): Grupo
F20-23mm 6mg e F20-23mm 8mg receberam 6 e 8mgaetgpmente, de EPE por via
i.m. a cada 12 horas, a partir da deteccéo deufo(&) entre 20-23mm de didmetro. Nos
Grupos D8 - 6mg e D8 - 8mg foi aplicado 6 ou 8 rad=#PE, respectivamente, a cada 12
horas por via i.m. a partir do D8 (concomitanteGFRx). No Grupo F20-23mm Salina
(Controle): as éguas receberam solucdo salinaitasge os mesmos intervalos que 0s
grupos tratados com EPE a partir da deteccao arilim{s) entre 20-23mm de diametro.
No experimento 2, a metodologia foi similiar ao esmento 1, contudo, as éguas
receberam 12,5 mg de EPE, e o tratamento foi ohicizo sexto dia apds a ovulacao
para o Grupo D6-12,5 mg (n=9), ou quando detectoteEculo(s) entre 20-23mm,
Grupo F20-23mm 12,5 mg (n=10) e F20-23mm Salinan(©te, n=10). Em todos os
grupos (Exp. 1 e 2) o tratamento (EPE ou saline)nantido até 12 horas anterior a
deteccgédo de foliculo(s) com didame&85 mm, nesse momento a ovulagdo foi induzida
com Unica dose de 2500 U.l. de hCG, i.v. (Vet8cohs variaveis foram analisadas
através da Analise de Variancia de Perfil (ANOVA3te (F) seguida do teste Scott-
Knott para comparacédo das médias, com nivel défiségmcia de 5%. No momento da
aplicacao do hCG, o grupo F20-23mm 8mg apresentmeato (R0,05) do numero de

foliculos >30mm em relacdo aos demais grupos (exp 1). Aderess® aumento foi



observado nos grupos tratados com EPE no expeoneatrefletiu em maior nimero
de ovulagdes (2,00£0,27) no grupo F20-23mm 8mgl(expnos grupos F20-23mm
12,5mg (2,70+£0,40) e D6 - 12,5mg (2,33%£0,37) expento 2.Entretanto, a maior
porcentagem observada de embrides recuperadoyplacao foi no grupo F20-23mm
6 mg (79%). O tempo de tratamento (dias) assim comodmero de aplicacdes de EPE
ou solucéo salina foi menor<@,05) para todos os grupos tratados a partir deutok
entre 20-23 mm em ambos o0s experimentos. Todosrygsog tratados com EPE
apresentaram diametro folicular de F1, F2 e F3 resialo que do grupo Controle.
Conclui-se que o inicio do tratamento com populdghcular entre 20-23 mm foi capaz
de reduzir o tempo de tratamento, e a dose de 8omefetiva em promover dupla

ovulagéo.

Palavras chave: Egua, Extrato de Pituitaria EquinaSuperovulagéo
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the ovariggtores® and embrionary recovery in
mares treated with doses of 6, 8 and 12.5 mg of. EFie treatment was started after
application of prostaglandin k2for reduce the period and cost of treatment. Two
experiments were conducted, for the experiment difeestrous cycles of Mangalarga
Marchador mares and ranged in age from 5 to 24 and, for the second experiment 30
estrous cycles of crossbreed mares ranged in ageféur to 12 yrs was used. In the eighth
(experiment 1) or sixth (experiment 2) after ovidiat was applied 7.5 mg i.m. of
prostaglandin F& (Dinoprost Trometamina). In this moment, all maregxperiment 1 was
randomly assigned to treatment and control groupdodlows: Groups 1 and 2 (n=8
cycles/group) received 6 mg of EPE, i.m. twice ydieginning when largest follicle (s) was
(were) 20-23 mm (Group F20-23mm 6mg) or regardiédsllicle size on Day 8 (Group D8
— 6 mg); Groups 3 and 4 (n=8 cycles/group), recki@emg of EPE, i.m. twice dalily,
beginning when largest follicle was 20-23 mm (Grdtg0-23 mm 8 mg) or regardless of
follicle size on Day 8 (Group D8 — 8mg); Group FZBnm Saline (Control, n=8 cycles)
received saline, i.m. beginning when largest fldlits) was (were) 20-23 mm in the same
range of groups treated with EPE. In the secon@mrxgnt was used the same methodology
of the experiment 1, however, the mares receivefim@ of EPE, and the treatment began in
the sixth day after ovulation for the Group D6-53ifg (n=9), or when the largest follicle (s)
was (were) 20-23 mm, Group F20-23mm 12,5 mg (n=1(j20-23mm Saline (Control,
n=10). Treatments with EPE or saline continued| di&tihours before detection of follicle (s)
reached 35 mm, at which time a single dose of he%®q U.l., i.v., Vetecdt was given.
Groups were compared using ANOVA and mean diffegen@mong groups were located
with Scott-Knott Test. There was an effect of grq#0.05). In the moment of hCG, the
group F20-23mm 8mg had largest follicle numb8dmm (R0.05) compared with the others
groups (exp 1). Furthermore, this increased ocduire the groups receiving EPE in
experiment 2, and reflected in an increase of timabers of ovulations (2,00+0,27) in the
group F20-23mm 8 mg (expl) and in the groups F26r@312,5mg (2,70+0,40) e D6 -
12,5mg (2,331£0,37) exp 2. Nevertheless, the higieecentage of embryo recovery was of



group F20-23mm 6 mg (79%). The period of treatnfidays) as well as the number of EPE
or saline application was lessex(P05) for all the groups treated with follicles2i-23 mm

in both experiments. All groups treated with EPEibi follicular diameter of F1, F2 and F3
higher than Control group. It is concluded that 8tarting the treatment with follicle
population between 20-23 mm was able to reducedntesg# period, and 8 mg dose was

effective in promoting double ovulation.

Key words: Equine Pituitary Extract, Mare, Superovulation
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1. INTRODUCAO

O agronegécio do cavalo movimenta R$ 7,3 bilhdesapo gerando 3,2 milhdes
de empregos diretos e indiretos no Brasil. O plaag@ino do pais ocupa a terceira
posicdo no ranking mundial, com 5,9 milhées de aliniGUERRA & MEDEIROS,
2006). Sob essa perspectiva 0 mercado equino apriseo diariamente produzindo
animais geneticamente superiores ao longo das Ggyag?ara acompanhar esse
desenvolvimento, a reproducdo assistida utilizatébiicas visando incrementar a
eficiéncia reprodutiva desses animais.

Na maioria dos programas de transferéncia de estodndice de recuperacao
embrionaria estd em torno de 65 %, logo, tem-seomdr um embrido recuperado por
doadora por coleta, levando a um aproveitamenficieete das receptoras, e elevando
0 custo relacionado a manutencéo e sincronizacévuacao entre receptora e doadora
(ORLANDI, 2008, SQUIREt al.,1999).

A inducdo de multiplas ovulacdes visa aumentar merd de embribes por
coleta, por selecionar maior numero de foliculos whea mesma onda folicular
(ORLANDI, 2008). Fatores como, dose utilizada, fréacia de aplicacédo, tipo de
horménio e individualidade contribui para a var@aghe resposta. As respostas mais
eficientes até o0 momento na espécie equina sadasbgjuando utilizado o Extrato de
Pituitédria Equina (EPE), FSH equino purificado (Blf® FSH recombinante reFSH
(MEYERS-BROWNet al.,2010; ROSASet al, 1997).

Alguns trabalhos indicam que se obtém melhor reapmgariana ao realizar o
tratamento com EPE duas vezes ao dia (ALVAREN&Aal., 2001; SCOGGINet
al.,2002). Além disso, Orlandi (2008) conseguiu mellheposta ovariana quando
comecou o tratamento com uma populacao folicultree2d e 23 mm comparado aos
resultados do tratamento iniciado com foliculo@enm de diametro.

O efeito da resposta ovariana é dose dependentejauo aumento da dose de
EPE promove uma maior estimulagdo ovariana. Todalgans trabalhos mostram que
guanto maior o numero de ovulagdes, menor a taxeeceeracdo embrionaria por
ovulacdo, isso provavelmente devido a formacdo rdecaagulo na regido da fossa
ovulatéria (ALVARENGAEet al.,2001 ; CARMOet al.,2006).

Farinasso (2004) e Rocha Filho (2005) optaram g&tat o uso de baixas doses
de EPE, com a finalidade de obter ovulacdo dupdaireentar a taxa de recuperacao

embrionaria por ovulacao.



16

Dentro desse contexto, viu-se necessario testaoala baixa dose iniciando o
tratamento com populacéo folicular entre 20 e 23 tando como objetivo a dupla

ovulagéo e a reducdo do tempo de tratamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle Do Eixo Hipotalamico-Hiposario-Gonadal

A égua é uma espécie classificada como poliéstistacional, apresentando a
atividade reprodutiva nos meses com maior displaéloie de luz, sendo o fotoperiodo
o principal regulador da ciclicidade equina (GINTRI&L al, 1972 apud McKINNONMNet
al., 1992). Horménios gonadotroficos (FSH e LH) e ovaota(estradiol, progesterona,
inibina, ativina e fator de crescimento semelhantaesulina - IGF) sdo responsaveis
pelo controle da dinamica folicular agindo atradésmecanismos de feedback no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (GINTHER92).

O hipotalamo libera GnRH em forma de pulsos pgapefise, através do
sistema porta hipofisario (CON& al, 2003). A variacdo da frequéncia associada a
amplitude dos pulsos € variavel ao longo do dedemvento sexual e do ciclo estral, e
é o fator determinante para liberagdo dos horm@méte hipdfise. O hormdnio foliculo
estimulante (FSH) é liberado na presenca de ungaéreia lenta de pulsos do GnRH.
Entretanto, quando ha uma elevacao abrupta daéinegue da amplitude dos pulsos de
GnRH ocorre a liberacdo do horménio luteinizantd)((MARSHALL et al. 1986 apud
FERRIS & SHUPNIK, 2006).

Todo o mecanismo de controle do eixo hipotalamipofisario-gonadal nao
era bem elucidado até a descoberta do gene KiGskiss-1 codifica uma proteina
denominada Kisspeptina que age através de recsptreplados a proteina G
denominado GPR54 estimulando a liberacdo de gomdithais (LEEet al.,1996). Esses
receptores GPR54 estdo expressos predominantementéicleo arqueado (ARC) e
nucleo anteroventral paraventricular (AVPV) do hgamo (SMITHet al, 2005).

A Kisspeptina age nos neurdnios que liberam GnRithakndo a liberacédo do
pool de GnRH. Aparentemente, ndo ha ativacdo dadrigdo do gene de GnRH, pelo
menos em uma resposta rapida (NAVARB(al.,2005). A via de acao da Kisspeptina
para liberacdo de gonadotrofinas comeca com adligala Kisspeptina no receptor
GPR54 ativando a proteina G e liberando a subuei@agll que ira agir na fosfolipase
C. Essa por sua vez atua clivando a fosfotidiltobdbifosfato (PIP2) em inositol
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O DAG atvos canais receptores com potencial

transitorio (TRP) e inibe os canais de potassimtdas canais TRP quanto os de
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potassio também podem ser modulados pelo célcracelular ou pela calmodulina
dependente da proteina kinase (COLLEGE, 2008).

Tem sido sugerido que os efeitos estimulatoriosKéspeptina no GnRH
requerem a ativagdo da fosfolipase C (PLC) e a limab@io do calcio intracelular
(CASTELLANO et al., 2006). Entretanto, sao independentes da acédo dalaade
ciclase, ndo requerendo a acdo da adenosina méatofagclico (CAMP) nem do

influxo de célcio extracelular.

2.2Dinamica Folicular

Nas éguas o crescimento folicular ocorre em orglrsjo caracterizadas como
ondas maiores, nas quais ha presenca de folicatoghdntes e subordinados, e ondas
menores, 0 maior foliculo ndo atinge o tamanho partornar dominante (GINTHER,
1992, 1993). As ondas maiores podem ser subdiadida onda primaria e secundaria.
Na onda primaria ha o inicio do desenvolvimentactddr no meio do diestro, e a
ovulacdo do foliculo dominante estd associada adogm®e de estro. JA na onda
secundaria, a emergéncia da onda ocorre no finakestm ou inicio do diestro
apresentando regressdo do foliculo dominante olagém de diestro (GINTHER &
BERGFELT, 1993).

A emergéncia de uma onda folicular esta associadaaumento das
concentracdes de FSH, e ocorre por volta de te&satites do pico de FSH, na presenca
de foliculos de 6 mm de diametro na espécie eq@dTHER, 2000; GINTHERet
al., 2003).

O FSH atinge seu pico quando o maior foliculo ddacsicanca o didametro13
mm, sendo necessaria a diminuicdo de suas concentratfmgs da acdo da inibina e
do estradiol, para a ocorréncia da divergéncia (GHS et al.,1997. O futuro foliculo
dominante emerge em média um dia antes, em rekg&doliculos subordinados e
continua seu desenvolvimento por apresentar magponsividade as gonadotrofinas.
Os foliculos subordinados crescem em uma taxa c@atiygmente menor ou entram em
atresia. Todavia, os foliculos subordinados podemtosnar dominantes caso haja
inibicdo dos fatores que inibem o0 seu crescimentmno por exemplo, em uma

aspiracao folicular (GASTAIlet al, 1999a). Os fatores presentes no fluido folicglae
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participam da divergéncia séo: fator de crescimeetoelhante a insulina, estrogeno,
ativina e inibina (DONADEU & GINTHER, 2002; GINTHE®& al, 1997).

A inibina, produzida por diversos foliculos antes divergéncia, € uma das
principais responséaveis pela diminuigéo inicial dascentracdes de FSH. Nas éguas, a
concentracéo total de inibina, aumenta antes dida queda do FSH (BERGFEIET
al., 2001; DONADEU and GINTHER,2001). Sua acao € saedvbre o FSH, de modo
que, ndo promove interferéncia na liberacdo de LHbwatros horménios hipofisarios
(GINTHER, 1992; GASTALet al, 1999a; GASTAL et al.,1999b; BERGEFELE
al.,2001; DONADEU & GINTHER, 2001).

Além disso, a inibina auxilia no crescimento folamuapds a divergéncia,
disponibilizando andrégenos como substrato paradyg@o de estradiol. As
concentracoes de inibina variam conforme o desgmehto folicular. A inibina-A tem
suas concentragcdes aumentadas de acordo com ovaleseento do foliculo
dominante, o que nao ocorre com os foliculos subadds ou com a inibina-B
(DONADEU & GINTHER, 2002).

Apds a divergéncia, os foliculos subordinados amt@sn uma queda das
concentracdes de inibina-A e —B correspondentarandicdo da taxa de crescimento
folicular. O aumento dos niveis de inibina-A noidalo dominante tanto antes da
divergéncia como depois dela, pode sugerir quendsdgenos sado disponibilizados
como substrato para producdo de estradiol peloculoli dominante em éguas
(DONADEU & GINTHER, 2002).

O estradiol também exerce participacdo na queda&®d no momento da
divergéncia junto com a inibina. Seus niveis comeg@umentar um dia antes da
divergéncia, de modo que a partir desse aumentoiaiseé um sistema de
retroalimentacao positiva através da acéo da sigkesandrostenediona pelas células da
teca e aumento da pregnenolona pelas células dmlgsa, inibindo a sintese de
progesterona pelas células da teca e da granUB#SaTAL et al,1999b; WRATHAL
& KNIGHT, 1995). Nas éguas o estradiol ndo mosteyuefeito direto no crescimento
folicular, como ocorre em outras espécies. No hmvin estradiol promove o
desenvolvimento dos foliculos pré antrais e esanmallesteroidogénese na célula da
granulosa e da teca (GINTHESR al.,2004).

Na espécie equina, sua via de acdo é através daumanto da atividade da
aromatase devido sua acdo autocrina e paracrineéhdas da granulosa (GASTAL et

al.,1999b). Desse modo, ocorre um aumento tantexpgeessao dos receptores de LH
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como da sensibilidade ao FSH e LH. Sendo assimglioufo dominante consegue
continuar seu desenvolvimento com baixas concéiggacle FSH (GASTALet al,
1999a; BERGEFELTet al,2001; DONADEU & GINTHER, 2001; DONADEU &
GINTHER, 2002; HILLIER, 1985 apud GINTHE& al,2001).

Ja o foliculo subordinado, apresenta um aumengianfdos niveis de estradiol
em relacdo ao foliculo dominante, de modo que sserd/olvimento acaba sendo mais
lento. Pode ser observada maior concentracao destedediona nesses foliculos, o que
comprova a menor acdo da aromatase (GASTeiLal., 1999b; DONADEU &
GINTHER, 2002).

O estradiol aumenta no foliculo dominante antesdidargéncia e tem uma
participacdo para o desencadeamento da divergénosidovinos, uma vez que ao se
aplicar um antisoro antiestradiol ha um decréscimo desenvolvimento dos dois
maiores foliculos da onda, além de um atraso nergiwicia, independente dos efeitos
no FSH. Todavia, isso ndo € visualizado na espaiena (BEGet al, 2003; BEG &
GINTHER, 20086).

Assim como o estradiol, o sistema IGF possui agéOcana e paracrina. Nas
éguas o0 aumento das concentracfes de IGF-1 liem@néidente com o aumento das
concentracdes de estradiol, e ocorre antes dagémneia (DONADEU & GINTHER,
2002).

O sistema IGF inclui IGF-1, IGF-2, IGF proteinagalites (IGFBPs) e as
IGFBPs proteases (WEB& al.1999). Entre os fatores foliculares responsaveia pa
ocorréncia da divergéncia, o sistema IGF é o fa¢gessario para o inicio do desvio na
espécie equina. Ele prepara o futuro foliculo damie para aumento do LH e para a
menor disponibilidade de FSH, potencializando & algiFSH nas células da granulosa
e auxiliando no desenvolvimento do foliculo domieaapds a divergéncia (DONADEU
& GINTHER, 2002; GINTHERet al.,2008).

O foliculo dominante apresenta maiores concentsagédGF-1 apds o diametro
folicular de 16 a 19,9mm, sendo que essas congcéesase mantém mais elevadas em
relacdo aos foliculos subordinados até o momentdivkrgéncia. Nos dois maiores
foliculos subordinados, ha um decréscimo das coragies de IGF-1 apos a
divergéncia, concomitante com aumento das cong@®sade IGFBP-2 (DONADEU &
GINTHER, 2002).

Ademais, sabe-se que outras IGFBPs como a IGFBREABP-5 podem estar

envolvidas nessa queda. Gerard & Monget (1998)fiw@ram altas concentracdes
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dessas IGFBPs em foliculos subordinados em égués éisso, foi demonstrado que
cultivo de células da granulosa produzem IGFBPRPe5 quando estimuladas com
FSH (DAVIDSON et al., 2002).

O aumento das concentracdes de IGF-1 esta tenmgpuoearie associado ao
aumento das concentracdes de progesterona e estfB@INADEU & GINTHER,
2002). Doses fisiolégicas de IGF-1 estimulam o autmela inibina-A, ativina-A, e do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)s méo aumenta a concentracao de
estradiol (GINTHERet al, 2004). As concentragbes de IGF-1 livre aumentam
segundo maior foliculo da onda momento antes dargi#ncia entre o segundo e o
terceiro maiores foliculos, quando o foliculo doamte é submetido a ablacéo,
entretanto, os demais fatores foliculares n&o seraah. Administracdo de IGF-1
recombinante (rh)IGF-1 no inicio do desvio, no selgu maior foliculo da onda,
promove a continuidade do crescimento e dominawiamesmo. Contudo, aplicacdo de
IGFBP-3 no maior foliculo da onda no inicio da dgéncia, causa regressado desse
foliculo, sendo a dominancia assumida pelo segumalor foliculo da onda (GINTHER
et al.,2008).

Donadeu & Ginther (2002) sugerem que a ativina-Alepestar envolvida na
estimulacdo da atividade da aromatase, isso dewidpresentacdo de um aumento
coincidente com o do estradiol no foliculo domieantomentos antes da divergéncia
em éguas. Receptores de ativina sdo encontradoélula da granulosa e na teca. A
ativina estimula a acdo da aromatase e secrecasti@daliol pelas células da granulosa
em vacas, ratos e primatas (KNIGHT & GLISTER, 2001)

O aumento inicial do LH ocorre proximo a diverg@)germanecendo crescente
durante o desenvolvimento do foliculo, e chegand@aima concentragdo um dia apés
a ovulacdo (GASTAIlet al, 1997, 1999a, 2000; BERGFELIeT al 2001, WHITMOREet
al 1973 apud GINTHER teal,2004). As células da teca sob acdo do LH ativam a
aromatase que por sua vez estimula a producdo dedgemos (DONADEU &
GINTHER, 2002). Ja células da granulosa adquirerepteres para LH préximo ao
momento da divergéncia, promovendo uma via funtipaea elevacéao inicial do LH e
atuando como um dos fatores desencadeadores ddecdscdesvio, no momento em

gue as concentracdes de FSH continuam decres¢&iEHER et al, 2001).



22

Uma reducao dos niveis de LH antes da divergémoiagve menor diametro do
foliculo dominante, e menores concentracdes dadksly inibina e IGF-1livre no fluido
folicular, contudo, ndo impede a divergéncia. Dessedo, acredita-se que o LH exerca
funcdo na producéo do estradiol, inibina e IGF-ASGAL et al, 1999c, BERGFELT
et al, 2001;GINTHERet al, 2004).

O aumento das concentracdes de LH é requeridoapacarréncia da ovulacéo,
bem como para a luteinizacdo das células folicslai@do origem ao corpo luteo e
consequentemente ao periodo de diestro (GINTHER2)1Na fase de diestro as
células do corpo luteo tém caracteristica seceet®rsao responsaveis pela sintese de
progesterona (GINTHER, 1992). Nas éguas a progesie® secretada pelas células da
granulosa sob acédo do FSH e do LH. O aumento da®otracdes de androstenediona
pode agir como substrato apds a divergéncia paa®ento da secrecdo de estrogeno
pelo foliculo dominante (SIROI&t al.,1991). No fim do diestro ocorre a lise do corpo
luteo pela acdo da prostaglandinaaFpromovendo queda das concentracbes de
progesterona e liberagdo do LH hipofisario. Uma a@xnpletado o processo luteolitico
inicia-se um novo estro.

O conhecimento da fisiologia permite o desenvolvito@le tratamentos visando
aperfeicoar protocolos superovulatorios mais eiteig para a espécie equina. Pois,
observa-se grande variabilidade na resposta owafi@mte aos agentes utilizados, a
dose, a frequéncia de aplicagdo, dia do ciclo lest@s caracteristicas foliculares no
inicio do tratamento (SCOGGINt al, 2002; SQUIRESet al, 2003, WELCH &
BRUEMMER, 2006). Assim sendo, novos estudos saoddmentais para o
estabelecimento de protocolos que reduzam o tenquste do tratamento, mantendo
taxa de recuperacdo embriondria por ovulacao sttit.

3.3 Superovulacao

A inducdo de mdltiplas ovulacdes visa aumentar merd de embribes por
coleta, por selecionar maior niumero de foliculos whea mesma onda folicular
(ORLANDI, 2008). Um protocolo eficiente que promowa superovulacdo trara
beneficios para o mercado de transferéncia de éeshriminuindo o custo por embrido
coletado e promovendo melhor aproveitamento dapte@s que tornam onerosos 0s
programas de TE, além de fornecer embrides pagetaamento e vitrificacdo (McCUE,
1996).
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Protocolos utilizando GnRH e FSH suino (pFSH)jzatiios com sucesso na
inducdo de multiplas ovulagbes em bovinos, aprasemesultados inconsistentes na
espécie equina (ALLEN, 1982, DINGER al, 1982, FORTUNE, 1993, SQUIRES
al., 1986). Pois, o GnRH requer altas doses e nunerm@siicacdes ou sistemas de
liberacdo continua por meio de bombas, o que ifdabseu uso na pratica
(JOHNSON, 1986, 1987; GINTHER & BERGFELT, 1990)pBSH utilizado nas doses
de 8 a 150 mg em éguas ciclicas, apresenta badtwiddde, ndo sendo capaz de
aumentar satisfatoriamente o ndmero de ovulagdesitemdo média inferior a 1,8
ovulagbes/égua (FORTUNE & KMMINCH, 1983; SQUIRESal, 1986;).

Fortune & Kmminch (1983) testaram doses de 8,38 mg administradas duas
vezes ao dia, tendo o tratamento iniciado no seitapos a ovulagdo. Os resultados
encontrados foram de 1,83, 1,54 e 1,50 ovulac@spectivamente. Squire al.,
(1986) ao utilizar 150 mg de pFSH a cada 12 hooédeve uma média de 1,6
ovulacbes/égua, sendo que apenas 44,4 % (4/9)na=@on ao tratamento apresentando
multiplas ovulag@es. Cullingforet al., (2010) testaram as doses de 25, 50 e 100 mg de
pFSH em éguas com inicio do tratamento quando maségpresentavam populagéo
folicular entre 20 e 22 mm de diametro. O tratamemt interrompido na presenca de
foliculos maiores que 30 mm, sendo observado nuchem@vulacdes e porcentagem de
recuperacdo embrionaria similar entre os grupéados com pFSH e o grupo controle.

Losino et al, (2007) em um ensaio preliminar, utilizaram gaieafina
menopausica humana (hMG), um horménio com semeadhanglecular ao FSH,
existindo entdo a possibilidade de ligacdo do hM& receptores de FSH dos equinos,
com a finalidade de promover multiplas ovulagbes é&guas, uma vez que esse
horménio apresentou resultados satisfatérios emahom e bovinos. Neste estudo,
foram detectadas ovulacdes duplas em 57,1% das éguiadas versus 0,0% nas éguas
controle.

Uma nova proposta para os tratamentos superoviosit&m éguas é a utilizacao
dos hormodnios recombinantes. Os primeiros trabalW®@sm testando doses para
averiguar a melhor resposta quanto ao numero deagbas e numero de embrides
recuperados. Deluccat al., (2008) testaram doses de 0,35; 0,5 e 0,65 mg FSH
recombinante (reFSH) em éguas com foliculos d2522m, sendo essas administradas
duas vezes ao dia at&0% dos foliculos apresentassem diametro 35mm. (home
resultado obtido em numero de ovulagcbes foi conosedde 0,5 mg (4,59 +0,64)

entretanto, a recuperacdo embrionaria por ovul&@ado grupo tratado com 0,65mg
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reFSH (2,69 embrides em 3,34 ovulagdes). Culliyédral., (2010) ao utilizar a dose
de 0,5 mg de reFSH obtiveram apenas 0,85 ovulagieto 0,69 embrides recuperados.
Observaram um numero expressivo de foliculos adiend5 mm quando comparado ao
namero de ovulacdes (1,32 e 0,85,respectivamentérpesses foliculos ndo ovulam.
Roseret al, (2008) visualizaram resultados semelhantes quamtdesenvolvimento de
foliculos acima de 35 mm e falha no processo déagéin. Segundo Ginthet al.2007
isso pode ser decorrente do efeito negativo dadistrquando em altas concentragdes,
levando a supressédo da onda pré ovulatéria de LH.

Meyers-Brownet al(2010) utilizaram o reFSH e reLH com a finalidade d
promover aumento do numero de ovulacdes em égdasiuir o numero de foliculos
gue atingem diametro de pré ovulatorio e ndo ovuRana isso iniciaram o tratamento
com foliculos entre 20 e 25 mm utilizando 0,85 regeFSH , até o0 momento em que o
foliculo atingia 29mm , entre os diametros de 32 anm era administrado reFSH/reLH
ou reFSH/salina. Apos o diametro de 32 mm, era @idtredo reLH ou salina até o
didmetro de 35 -38mm.O numero de ovulagbes foi madogrupo reFSH/reLH (3,9
+0,87) do que no grupo reFSH/salina (2,00 + 0,p8y¢ém embrides recuperados por
lavado foi similar entre os grupos. Concluindo quératamento utilizando reFSH e
reLH é eficiente em aumentar o nimero de ovulagddisninuir o numero de foliculos
anovulatérios, entretanto ha necessidade de mamstglos para determinar uma
dosagem eficiente em aumentar a taxa de recupeeagdaonaria por ovulacao.

As respostas superovulatérias mais eficientes atd®mento na espécie equina
sdo obtidas quando utilizado o Extrato de Pitatdiquina (EPE), FSH equino
purificado (eFSH) e o FSH recombinante (reFSH) (MR%- BROWNet al., 2010;
ROSASet al, 1997).

Um dos primeiros trabalhos realizados com o EPE tevno objetivo testar sua
efetividade na inducéo de multiplas ovula¢cGes evaggiclicas. Lapin e Ginther (1977)
aplicaram 0,66 mg/kg de EPE em éguas em diferentesentos do ciclo estral. Um
grupo comecou tratamento no D11 (DO=dia da ovulag@osegundo grupo teve o
tratamento iniciado no primeiro dia do estro, e tengeiro grupo (grupo controle) néo
recebeu tratamento. Os animais receberam EPE dwaist dias. Os resultados obtidos
demonstraram que o numero de éguas com mais dewrtesdo foi maior quando o
tratamento foi iniciado no D11(4/7) ou no primed@ do estro (3/7) em relacdo ao
grupo controle (0/7). Concluindo assim que o eatrde pituitaria equino induz

multiplas ovulacbes em éguas durante a estacaatovial
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Posteriormente diversos trabalhos foram realizadogparando EPE com pFSH
e eFSH. Em 1986, Squires al realizaram um trabalho com a finalidade de coapar
efichcia do EPE e do pFSH na ocorréncia de mudtiplalacdes em éguas. Para isso
utilizaram 60 éguas, sendo 30 pertencentes ao grooole, 18 estavam inseridas no
grupo EPE e 9 no grupo pFSH. O tratamento foi zadb com 750 unidades
(determinadas por resposta ovariana em ratos -|d~eirsaw rat units) de EPE
administrada uma vez ao dia e nove animais foratados com 150 mg pFSH a cada
12 horas. No dia do inicio do tratamento as égeesberam 5 mg de P&ftutalyse,
Upjohn Corporation, Kalamazoo, Ml). O tratamentondéPE ou pFSH foi interrompido
na presencga de foliculos com diametmm. Nesse momento administrou-se dose
Gnica de 3300 Ul de hCG. Os resultados mostraram @uratamento com EPE
promoveu numero de ovulacdes significativamenteomé&2,2 ovulagcdes/égua) em
relacdo ao tratamento com pFSH (1,6 ovulacbes/égua) ao controle (1,0
ovualgcédo/égua). O EPE também promoveu duplas otiptagl ovulacées em um maior
percentual de éguas (72,2%) comparada ao FSHE#4R autor concluiu que EPE foi
mais efetivo na inducéo de multiplas ovulagbes emparacdo ao FSHp.

Rosaset al 1997 testaram a eficiéncia do eFSH e do EPE dacévo de
multiplas ovulacdes em éguas no periodo reprodetimealiaram a taxa de recuperacéo
embrionéria. Para isso utilizou cinco éguas paratamento com fracdo enriquecida de
FSH (feFSH) e cinco éguas para tratamento com BP&perimento foi realizado em
dois ciclos, sendo o primeiro ciclo controle e gw®lo o ciclo tratado. As éguas
receberam 250 microgramas de cloprostenol no dsaessete do ciclo. O tratamento
consistiu em aplicacdo diaria de 25mg im de feF8HEBE até a deteccdo de um ou
dois foliculos com diametro>35 mm ou por no maximo 10 dias. Nesse momento o
tratamento era interrompido e as éguas recebiaim@5v de EPE para induzir a
ovulacéo, a coleta de embrido foi realizada no D®ad (DO = dia da ovulacéo). Os
resultados indicaram que o tempo de tratamento gatex pelo menos dois foliculos
com diametro>35 mm foi o similar para os dois tratamentos. Aposta foi similar
guanto ao numero de ovulacdes (4,6+1,6 e 3,6t0n0nmeero de embrides recuperados
(2,00+1,1 e 2,0£0.5) para os grupos feFSH e EPdperivamente, e ambos superiores
ao grupo controle. O numero de embrides recupenaaiogvulacéo (0,36+0,2, 0,53+0,1
e 0,4 £0,5) para os grupos feFSH, EPE e contre$pectivamente, nao foi afetada pelo

tratamento superovulatério, sendo similar entrd geupos.
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Alvarenga et al(2001) relacionaram a resposta ovariana a fregaéde
aplicacdo do EPE. Para tal, utilizaram 25 mg de E&hdo realizada uma (Grupo 1) ou
duas (Grupo 2) vezes ao dia. Obtiveram melhor ta$nino grupo cujas aplicagbes
foram realizadas duas vezes ao dia. Sendo que eralthe ovulacdes por égua foi de
2,4 1,8 no Grupo 1, e no Grupo 2 foi de 7,1 tEftretanto, a taxa de recuperacéo
embrionaria/ovulacdo foi maior no grupo tratadonggseuma vez ao dia, 68% contra
49% do Grupo 2.

Sccoginet al. (2002) fizeram relacao de dose e frequiéncia gatex ama melhor
resposta superovulatéria quanto ao niumero de dwesae embribes coletados. Para
isso, foram utilizadas quarenta éguas sendo digtids em 4 grupos: Grupo 1(n=10) as
éguas receberam 25 mg de EPE uma vez ao dia; @r(rpdl0) foram administradas 50
mg de EPE uma vez ao dia; Grupo 3 (n=10) foi agbck2.5 mg de EPE duas vezes ao
dia e Grupo 4 (n=10) foi utilizado a dose de 25negHPE duas vezes ao dia. O
tratamento de todas as éguas comecou 5 dias apotagado, sendo fornecido 250ug de
cloprostenol sodium (Estruméte i.m. sete dias ap6s a ovulagdo. O maior ndmero d
ovulacdes/égua foi com o uso de 25mg ministrada dezes ao dia (4,7 +0,6). Porém, a
maior taxa de recuperacdo embrionaria/ ovulacacp (6@) foi observada quando se
utilizou a dose de 12,5 mg duas vezes ao dia enpa@pao a dose de 25 mg que foi de
43,2% (19/44). O aumento da frequéncia de aplicadéeEPE proporcionou melhores
resultados, provavelmente por manter constantagvess de gonadotrofina sérica.

Orlandi (2008) obteve melhor resposta ovariana dpaniciou o tratamento
com 12,5 mg de EPE no momento em que o maior folida onda atingiu diametro
entre 20 e 23 mm. Assim, observou maior nimermlieufos com didmetro médi30
mm (1,91+0,23 e 1,83+0,21) e ovula¢des (1,91+0,28,99+0,21) para 0S Qgrupos
iniciados com diametro de 20 e 23mm, respectivamenimelhor taxa de recuperacao
embrionaria/ovulacdo 73% nas éguas cujo tratamésitoniciado na presenca de
foliculos com diametro de 20mm.

Visando avaliar os efeitos de baixa dose de EPE F&He sobre o
desenvolvimento folicular, taxa de ovulacao e @eiperacao embrionaria, Rocha Filho
(2005) utilizou doses de 4 mg de EPE e 5 mg de al8&lvez ao dia, detectando maior
namero de foliculo&30 mm (1,7 + 0,2) em relacdo ao controle (1,2 §) @dra o
tratamento com EPE. Esse tratamento promoveu umpost de duas ou mais
ovulacbes em apenas 30,8% (4/13) das éguas trat@dasimento do numero de

foliculos maiores do que 30mm néao refletiu em umento do namero de ovulagdes
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por égua. A baixa resposta foi atribuida a hetereigade da populacéo folicular no
inicio do tratamento.

Farinasso (2004) obteve melhores resultados naem@agem de ovulacdes
multiplas em seu experimento com baixas doses d& ERste experimento, foram
utilizados 2 mg, 4 mg e 6 mg de EPE uma vez agalia induzir multiplas ovulacdes
em éguas, o ciclo anterior de cada égua represergapo controle sem tratamento. As
éguas apresentaram 1,17 + 0,39, 1,92 + 0,64 e+1(B84 ovulacdes apds o tratamento
com 2 mg, 4 mg ou 6 mg ao dia, respectivamenteeddltado indica o tratamento
utilizando 4 ou 6 mg foi superior ao ciclo contrgbedendo ser utilizado para aumentar
0 numero de ovulagbes. A maior incidéncia de ovidacmultiplas encontradas por
Farinasso (2004) ao utilizar 4 mg de EPE foi afdbua populacdo folicular mais
homogénea no inicio do tratamento.

A populacéo folicular presente no inicio do tratatoeinfluencia o tempo de
tratamento em dias. Orlandi (2008) ao iniciar o EBB foliculos no diametro entre 20
(3,75£0,39 dias) ou 23 mm (2,36+0,36 dias) precideumenos dias para detectar
presenca de foliculos com diametro 35 mm, quando comparado ao tempo de
tratamento de protocolos que iniciavam a aplicad@dEPE ou eFSH 5 dias apés a
ovulacdo que necessitavam de uma meédia de 7 as&dia alcancar essa populacéo
folicular (SCCOGINet al.,2002; McCueet al, 2006).

Com base nos dados da literatura consultada, abserque a reposta ovariana
das éguas aos tratamentos para induzir mdultiplaglagdes apresenta grande
variabilidade. Fatores como, dose utilizada, fregiggde aplicacéo, tipo de horménio e
individualidade contribui para a variacdo de retposNas éguas com resposta
exacerbada, especialmente quando se utiliza alsesdesultando em muitas ovulagbes
ou luteinizacdo de foliculos, observa-se considdréeducdo na taxa de recuperagao
embrionaria por corpo lateo (Scoggin et. al, 2003).fato pode estar relacionado com
falhas nos processos de maturacdo oocitaria, Aalefu captacdo do oocito pelas
fimbrias do oviduto (Carmet al, 2006). Portanto, a ampliacdo do conhecimento em
relacdo as variaveis mencionadas, aliado a utdzalp doses mais baixas visando um
menor numero de ovulacdes e a coleta de um emiddgua em média, justificou-se a

realizacdo da presente pesquisa.
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3. OBJETIVOS
Os objetivos gerais dos experimentos foram:
a) Reduzir o tempo de tratamento em dias, atravéplizagdo da prostaglandina
F., antes de iniciar o tratamento com EPE;
b) Iniciar o tratamento com a presenca de foliculdsee20 e 23 mm de diametro

com a finalidade de reduzir o niumero de aplicac@esSPE.

Os objetivos especificos dos experimentos foram:
Experimento 1
a) Avaliar a resposta ovariana perante o tratamento lt@xas doses, 6 e 8mg de
EPE, com relacdo ao numero de foliculos e ovulagéo;
b) Verificar o intervalo em dias entre a injecdo daFRGealizada 8 dias apos a

ovulacgéo,e o inicio do tratamento com EPE.

Experimento 2

a) Verificar o intervalo em dias entre a injecdo daFRGealizada 6 dias apos a

ovulacgéo,e o inicio do tratamento com EPE.



29

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparacgdo do Extrato de Pituitaria (EPE)

Glandulas pituitarias foram obtidas em abatedoguon® e acondicionadas a -
20°C até que fossem processadas segundo a técnicaadpec Guilou & Combarnous
(1983). Ap6s o descongelamento, as pituitariasnfolmnhadas em agua destilada
/deionizada, trituradas em liquidificador doméstiom solucdo de 40% de etanol e 6%
de acetato de amoénia. A utilizacdo da solucdo aleoke acetato de amodnia teve como
objetivo a extracdo das gonadotrofinas. A frac&malpos extracao foi precipitada e a
concentracdo de etanol aumentada para 80%, sendegrnda dializada, liofilizada e
conservada a uma temperatura déc20

Para o presente estudo, o conteudo liofilizadamded as partidas foi pesado em
balanca analitica, misturado e diluido com solufggiologica 0,9% para atingir uma
concentracdo de 5 mg/mL. Tal procedimento visowrafo de uma partida Unica e

homogénica para o experimento 1 e 2.

4.2.Delineamento Experimental

4.2.1. Experimento 1

Foi realizado no Haras Fazenda das Aguas JM, hachli no municipio de
Tijucas do Sul- PR (Latitude 25°55’41"” e Longitud@°11'56") no km 639 da BR 376.
No periodo de novembro de 2008 a fevereiro de 2009.

Foram utilizados 40 ciclos estrais de 14 eguasagda Mangalarga Marchador
com idade entre cinco e 24 anos, ciclando regulaien® com bom escore corporal. Os
animais foram mantidos em piquetes e alimentados femo de coast cros€ynodon
dactylon, suplementados com racdo concentrada sal mieégiaad libitum.

As éguas foram avaliadas por meio de palpacéorasstinografia transretal
utilizando aparelho de ultrassom Aloka modelo 56th dransdutor linear de 5 MHz
para acompanhamento do desenvolvimento foliculdeteccéo do dia da ovulagdo. O
dia da ovulacao foi considerado o dia zero (DO0).diavo dia (D8) todas as éguas

receberam 7,5 mg de PgF(Dinoprost Trometamida) i.m.. Em seguida, foram
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distribuidas aleatoriamente em cinco grupos dedacoom os tratamentos descritos a
seguir (n=8 ciclos estrais/grupo):

Grupo F20-23mm 6 mg —As éguas foram tratadas com 6 mg de EPE por via
i.m. com intervalo de 12 horas entre as aplicagdesando-se a partir do momento que
o maior foliculo apresentou diametro entre 20 en28

Grupo D8-6mg — As éguas receberam 6 mg de EPE por via i.m.intervalo
de 12 horas entre as aplicacfes a partir de D8amdo-se concomitante a aplicacdo da
PGF2y.

Grupo F20-23mm 8 mg- As éguas foram tratadas com 8 mg de EPE por via
i.m. com intervalo de 12 horas entre as aplicagdesando-se a partir do momento que
o maior foliculo apresentou didametro entre 20 en®3

Grupo D8-8mg— As éguas receberam 8 mg de EPE por via i.m.intervalo
de 12 horas entre as aplicacdes, a partir do D8amnto-se concomitante a aplicacdo da
PGF2u.

Grupo F20-23mm Salina (Controle) -As éguas receberam soluc¢do salina a
0.9% (Solucéo fisiologica) por via i.m. com intdovale 12 horas a partir do momento
gue o maior foliculo apresentou diametro entre 28 enm.

Em todos os grupos o tratamento com EPE ou sabnéintiou até 12 horas
antes da deteccdo de um ou mais foliculos com diénte 35 mm, sendo entédo
interrompido. Na avaliacdo seguinte e coincidindm@ detecgédo de pelo menos um
foliculo >35 mm, foi aplicado dose Unica de 2500 U.l. de hf@,via i.v. (Vetecdt

Calier) para induzir o processo de ovulacao.

4.2.2. Experimento 2

Foram utilizados 30 ciclos estrais de éguas mestigen idade entre quatro e 12
anos, com bom escore corporal e historico repreduibrmal. Os animais do foram
mantidos no Posto de Monta da Fazenda do LageadeSBN- Botucatu, S&o Paulo
(Latitude 22° 53'09” e Longitude 48°26'42"), almjlos em piquetes e alimentados com
feno de coast cros€ynodon dactylon silagem de sorgo, sal mineral e agddibitum

As éguas foram avaliadas por meio de palpacaorasstinografia transretal
utilizando aparelho de ultrassofshioka modelo 500 com transdutor linear de 5 MHz
para acompanhamento do desenvolvimento foliculdeteccdo do dia da ovulagdo. O

dia da ovulacéo foi considerado o dia zero (D0).d¢®&to dia apos a ovulacédo (D6)
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todas as éguas receberam RQPinoprost Trometamida; 7,5 mg i.m.). Em seguida,
foram distribuidas aleatoriamente em trés grupascdedo com os tratamentos descritos
a sequir:

Grupo F20-23mm 12,5 mg (n=10) -As éguas foram tratadas com 12,5 mg de
EPE por via i.m. com intervalo de 12 horas entragacodes, iniciando-se a partir do
momento que o maior foliculo apresentou diamettee2d e 23 mm;

Grupo D6-12,5mg (n=9)— As éguas receberam 12,5 mg de EPE por via i.m.
com intervalo de 12 horas entre as aplicacOesta garD6;

Grupo F20-23mm Salina (Controle) (n=10) -As éguas receberam solucéo
salina a 0,9% (Solucéo fisiologica) por via i.mmcotervalo de 12 horas a partir do
momento que o maior foliculo apresentou diamettee20 e 23 mm.

Em todos os grupos o tratamento com EPE ou sadintnciou até a deteccéo de
um ou mais foliculos com diametro de até 34,9 memds entdo interrompido. Na
avaliacdo seguinte e coincidindo com a deteccmhbernenos um folicule35 mm, foi
aplicado dose Unica de 2500 U.l. de hCG, por via(Vetecof Calier) para induzir o

processo de ovulagao.

4 .3.Desenvolvimento Folicular

A partir do momento da aplicacdo de BG&s éguas foram examinadas com
intervalos regulares de 24 horas através de palpacdexame ultrassonografico
transretal, visando acompanhar o crescimento falicet diagnosticar o momento da
ovulacdo. Em cada exame, mensurou-se o didmetrqudiso maiores foliculos para o
experimento 1 e dos trés maiores para o experingnatravés da média da altura e
largura dos foliculos em imagem congelada, detemnuio-se o maior foliculo como F1,
segundo, terceiro e quarto maiores como F2, F3, edspectivamente. As ovulacdes
foram detectadas pela evacuacéo do fluido de umaisi foliculos. Os dados obtidos no
experimento 1 e 2 foram utilizados para avaliarélian do crescimento folicular diario
através da formula (diametro final — diametro w@lic/ nimero de dias. Numero de
foliculos entre 17-19,9; 20-23>5 mm no inicio do tratamento com EPE ou salina,
namero de foliculos de 25-29,9>80 mm no momento da indugdo da ovulacao,
didmetro maximo atingido pelos F1, F2, F3 e F4 mend de ovulacbes por égua. O
tempo de tratamento e numero de aplicacoes de EPEalma foi determinado pelo

tempo necessario para que o(s) foliculo(s) atie¢issdiametro maximo de 34,9 mm. O
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nimero de embrides coletados também foi avaliadel&cionado ao numero de

ovulacoes.

4.4.Inseminacgao Artificial e Colheita de Embrides

Nos dois experimentos as éguas foram inseminadas BB horas apos a
aplicacdo do hCG, ou até a deteccdo de pelo menas dvulagbes sendo as
inseminacdes realizadas a cada 24 horas. Como fatianadas doadoras de interesse
comercial em programa de transferéncia de embrniéesxperimento 1, o sémen usado
foi obtido de quatro diferentes garanhdes por éifes técnicos. No experimento 2 foi
utilizado sémen de dois garanhdes com fertilidadmhecida. Em ambos os
experimentos o sémen utilizado foi diluido em estena base de leite desnatado,
resfriado por até 24 horas e transportado. A dieseminante variou de 500X1@
1x10 espermatozéides méveis pré resfriamento.

As éguas foram submetidas a colheita de embrid@itano dia apos a deteccéo
da primeira ovulagdo no experimento 1 e no sex@pdds a ovulagdo no experimento 2.
O meio de coleta foi utilizado Ringer com Lactae3bdio no volume de um litro por
lavado distribuido em ambos os cornos uterinosvédrala sonda de coleta. Apos
massagem do utero o meio foi recuperado por grdeidan filtro de 0,75 micrébmetros.
O mesmo procedimento foi repetido por quatro vepegiazendo quatro lavados por
coleta. Em seguida, os embrides foram localizasowspkaca de petri com auxilio de
Microscopio estereoscopio (Lupa), lavados em maiocdltivo TQC Holding Plus

(Nutricell, Campinas - SP) por dez vezes e avaiado

4 5. Andlise Estatistica

Para analisar as variaveis: diametro do maiordtwioo momento da aplicacdo
de PGREa, bem como no final do tratamento, nimero foliculas categorias de 17-
19,9mm, 20-23mm &25 mm no inicio do tratamento com EPE ou salinaero de
foliculos entre 25-29,9 mm>30 mm no momento da inducéo da ovulacéo, numero de
ovulagbes, embrides recuperados, taxa de cresamdenEl, F2, F3 e F4, intervalo em
dias entre a injecdo de Pgsfe o inicio do tratamento, assim como o intervaltveca
primeira e ultima aplicacdo de EPE ou salina e mande aplicacées do hormdnio e

intervalo entre a aplicacdo de hCG e deteccaoideepa ovulacao foi utilizada Analise
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de Variancia de Perfil (ANOVA) teste (F) seguidatdste Scott-Knott para comparacao
das médias, com nivel de significancia de 5%.

Para analise do acompanhamento do desenvolvimelitalér diario os dados
foram normatizados para o dia da inducdo da ovalag@abulados retroativamente,
desse modo a analise de cada foliculo ocorreu em fase de desenvolvimento

correspondente entre eles.
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5. RESULTADOS

O numero de foliculos das categorias 17 a 19,9 &0+23 mm €25 mm no
inicio do tratamento com EPE ou solucdo salina 0g9%Umero de foliculos com
diametro entre 25 e 29,9 mm e >30 mm no momentodigdo da ovulacdo, nimero de
ovulacbes e numero de embribes coletados (MédidPM)Eestdo representados na
Tabela 1 e 2, referente ao experimento 1 e 2, céspmente.

Os resultados do experimento 1 e 2 quanto ao di@rdetmaior foliculo (Média
+ EPM) no momento da aplicacdo de RF no fim do tratamento com EPE ou
solucéo salina 0,9% e intervalo em dias do momeéataplicacdo da PQé& até o inicio
do tratamento com EPE ou solugéo salina 0,9% evalteentre a aplicacdo de hCG e
deteccao da primeira ovulacéo nos diferentes gregid® apresentados na Tabela 3 e 4.

O numero de aplicacdes e intervalo em dias enpréveeira e a ultima aplicacao
de EPE ou solucdo salina 0,9% pode ser visualizeddabela 5 e 6 (exp 1 e 2,
respectivamente).

O diametro maximo dos F1, F3 e F4 do experimerfardm similares entre os
grupos (p>0,05). Como esperado, o0 F2 dos gruptedtvea com EPE apresentou maior
didmetro maximo quando comparado ao grupo F20-233alna (Tabela 7). Ademais,
no experimento 2 o didmetro maximo de F1 ndo aptesaliferenca entre 0s grupos
(p>0,05), contudo o tratamento proporcionou desemaento significativamente maior
para o F2 e F3 dos grupos F20-23 mm 12,5 mg e B+ hg em relacdo ao controle
(Tabela 8)

A baixa dose utilizada de EPE foi eficaz em promaverescimento folicular do
F2, apresentando taxa diaria de crescimento similae 0os grupos tratados e superior
ao grupo Salina (P<0,05), entretanto, as doses deB6mg de EPE ndo apresentou
diferenca estatistica quanto ao crescimento dose F8 em relacdo ao grupo Salina
(Tabela 9). JA com a dose de 12,5 mg de EPE dtlizeo experimento 2 houve
diferenca estatistica no crescimento folicular dtea tratamento com EPE para o F2 e
F3 somente no grupo que iniciou o tratamento camsiro folicular entre 20 e 23mm

como representado na Tabela 10.
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Tabela 2 —Média + EPM: do numero de foliculos com diameinoree 17 e 19,9;
20-23 e> 25 mm no inicio do tratamento (EPE ou solucéonaali
0,9%), do namero de foliculos com diametro enfre 29,9 mm e >30
mm no momento da indu¢do da ovulagdo, do nimeovulacdes e do
numero de embrides coletados nos diferentes gii@ppgrimento 2).

Grupo
F20-23mm 12,5 mg D6-12,5mg F20-23mm Salina
. Fol 17-19,9mm 1,00+0,30 0,33+0,24 0,60+0,22
Inicio do
tratamento ) 50.23mm 1,10+0, 70 0,00+0,00 1,300, 2f
Fol 25-29,9mm 0,70+0,30 0,90+0,39 0,50+0,22
Momento
dohCG 1= 30mm 2 40+0.50 2 11+0.26 1.20+0,13
Ovulacées 2,70+0,40 2,33+0,37 1,20+0,13
Embrides 0,40+0,16 0,89+0,42 0,4040,16

Médias seguidas de letras diferentes na linhaatdifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 3 -Média + EPM do didmetro do maior foliculo (no moreeda aplicacéo
da PGRa e no fim do tratamento com EPE ou solucdo saljgéope
dos intervalos (em dias) da P#Fao inicio do tratamento e indugéo

com hCG e 12 OV, nos diferentes grupos (experimento

Diametro do maior foliculo (mm)

Intervalo (dias)

Grupo No momento No fim do PGRoa. / inicio Indug&o com
da PGEa tratamento do tratamento hCG e 12 OV
F20-23mm 6mg 16,73+1,47 36,02+0,55 3,56+0,51° 1,69+0,34
D8-6mg 17,59+2,51 36,27+0,69 0,00+0,00° 3,19+0,60°
F20-23mm 8mg 18,08+1,32 33,3110,6*’/ 2,50+0,28 2,441LO,52O
D8-8mg 15,42+2,09 35,42+0,9% O,OOiO,OOb 1,31+0,16
F20-23mm
sl 15,81+1,81 33,12+1,13 3,38+0,65 1,81+0,13
allna

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Tabela 4 -Média £ EPM do diametro do maior foliculo (no monteda aplicacao
PGRa e no fim do tratamento com EPE ou solucdo saljag&pe dos
intervalos (em dias) da P@tao inicio do tratamento e indu¢do com

hCG e 12 OV, nos diferentes grupos (experimento 2).

Diametro do maior foliculo (mm)

Intervalo (dias)

Grupo No momento No fim do PGRa /inicio Indug&o com
da 9PGEq tratamento do tratamento hCG e 12 OV
F20-23mm
13,95+0,76 34,55+0,83 3,60+0,58 2,60+0,22
12,5mg
D6-12,5mg 15,50+2,06 31,94+0,72 1,00+0,00 2,44+0,30
F20-23mm
Sai 14,95+1,44 31,75+0,61 3,3010,37 2,60+0,16
allna

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 5 —Média £ EPM do numero de aplicacbes de EPE ou &olsalina
0,9% e intervalo (em dias) do inicio e final daamaento (EPE ou
solucéo salina 0,9%) nos diferentes grupos (ex@erionl).

] L Intervalo entre
Numero de aplicagbes = =
Grupo _ inicio / final do tratamento
de EPE ou Salina

(dias)
F20-23mm 6mg 9,25+0,90° 4,62+0,45
D8-6mg 13,88+1,56’ 7,00+0,83
F20-23mm 8mg 9,38+1,27° 4,69+0,63
D8-8mg 14,63+1,59 7,25+0,76°
F20-23mm Salina 9,75+0,82 4,88+0,69

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Tabela 6 —Média £+ EPM do numero de aplicacdes de EPE owg&olaalina 0,9%
e intervalo (em dias) do inicio e final do tratamee(EPE ou solucéo
salina 0,9%) nos diferentes grupos (experimento 2).

) o Intervalo entre
Numero de aplicagbes = =
Grupo _ inicio / final do tratamento
de EPE ou salina

(dias)
F20-23mm 12,5mg 10,00+0,860 5,00+0,46
D6-12,5mg 14,22+1,16 7,11+0,58
F20-23mm Salina 9,50+0,83 4,75+0,42

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 7 —Média £ EPM do diametro maximo alcancado pelomeiio (F1),
segundo (F2), terceiro(F3) e quarto(F4) maioredcidtds nos
diferentes grupos (experimento 1).

Diametro Maximo

Grupo

F1 F2 F3 F4
F20-23mm 6mg 38,51+1,38 34,42+3,57 21,98+1,60 18,17+1,73
D8-6mg 42,39+1,64 30,34+3,34 20,42+1,69 17,50+1,51
F20-23mm 8mg 40,10%2,29 34,15+2,87 27,68+2,51 22,76x2,25
D8-8mg 38,47+0,80 36,04+1,25 24,1412 82 16,86+3,37
F20-23mm Salina 39,39+1,27 22,05+1,71 18,66+1,76 17,22+1,70

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Tabela 8 —Média £ EPM do diametro maximo alcancado pelosneiio(F1),
segundo(F2) e terceiro(F3) maiores foliculos ndereintes grupos
(experimento 2).

Diametro Maximo

Grupo
F1 F2 F3
F20-23mm 12,5mg 39,75+1,30 36,05+1,04 23,28+2,62
D6-12,5mg 39,20+1,47 33,92+1,33 26,23+2 87
F20-23mm Salina 37,77+0,62 23,00+1,84 17,23+1,17F

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 9 - Média + EPM do crescimento folicular diario dosatjo maiores

foliculos (F1, F2, F3 e F4) nos diferentes grugogérimento 1).

Crescimento folicular diario durante o tratamerto d

Grupo

F1 F2 F3 F4
F20-23mm 6mg 3,07 £ 0,27 2,40+0,31 2,15+0,26 1,00 £ 0,26
D8-6mg 2,84 +0,23 1,93 +£0,22 1,33 +0,23 0,80 £ 0,27
F20-23mm 8mg 2,73+0,29 2,08 +0,34 1,87 +0,35 1,63 £ 0,37
D8-8mg 2,90 +£0,32 2,41+0,10 1,48 £ 0,22 0,89 £ 0,37
F20-23mm Salina 2,03 +0,26 0,59 + 0,15 0,38 £0,07 0,24 £ 0,06

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Tabela 10 - Média + EPM do crescimento folicular diario dogstrmaiores

foliculos (F1, F2 e F3) nos diferentes grupos (8rpEnto 2).

Crescimento folicular diario durante o tratamemnto d

Grupo F1 F3
F20-23mm 12,5mg 4,45+0,36 3,94+0,29 2,37+0,47
D6-12,5mg 2,61+0,18 2,43+0,17 1,45+0,25
F20-23mm Salina 3,73+0,30F 2.27+0,4C0 1,47+0,25

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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6. DISCUSSAO

As éguas submetidas a tratamentos superovulasgbfomm influéncia de fatores
determinantes como momento do ciclo estral, popoldglicular presente no inicio do
tratamento, dose e frequéncia das gonadotrofiniasada. Tais variaveis influenciam na
resposta ovariana ao tratamento quanto ao numerdold®ilos préovulatorios,
ovulacdes, taxa de recuperacdo embrionéria por équa ovulacdo, assim como, no
tempo do tratamento hormonal.

Orlandi (2008) obteve melhor resposta quando ioicidoratamento com 12,5 mg
de EPE duas vezes ao dia no momento em que o fiodiicwlo da onda atingia o
diametro entre 20 e 23 mm.

O numero de foliculos das categorias 17 a 19,9 n2® & 23 mm no inicio do
tratamento com EPE nao refletiu em aumento do mumerfoliculos maiores que 30
mm no momento da aplicacdo de hCG e nem no nuneepudacdes. Pois, a populacao
média dos foliculos nas categorias F20-23mm 6n&f)-Zmm 8mg (experimento 1) e
F20-23mm 12,5 mg (experimento 2) foram similaresmoio do tratamento, entre o0s
grupos dos respectivos experimentos. A despeitoioero de foliculos nas duas
categorias ser numericamente inferior no grupo Z26m 8mg, em relacdo ao de 6 mg
no inicio do tratamento, observou-se maior numeréoticulos >30mm no grupo F20-
23mm 8mg em relagdo ao F20-23mm 6mg ou controle0,(B). Portanto, atribui-se
essa diferenca a maior dose de EPE utilizada, namtbora ndo tenha refletido em
maior numero de ovulacdo, apenas em relacdo aogolmr(Tabela 1). A mesma
observacdo foi feita no experimento 2, onde obsese uma populacdo folicular
numericamente inferior a dos grupos F20-23mm 6mig2€-23mm 8mg (experimento
1), no inicio do tratamento com 12,5mg de EPE. mpréom resposta maior
numericamente quanto ao numero de ovulacfes (B,AD}(Tabela. 8). Ao analisar os
resultados do grupo D8-8mg (exp 1), o nimero décutmls de 20 a 23mm foi
significativamente menor que nos grupos F20-23mm & mg, mas o numero de
foliculos >30mm no momento da inducdo da ovulagdiosimilar, ndo refletindo
superioridade no numero de ovulacdes, o0 que refongssa afirmativa (Tab.1).

Diversas pesquisas tém demonstrado que a respnstitéria é dose
dependente (ALVARENGAet al, 2001; SCOGGINet al, 2002, MEIRAet al, 2008).
Os autores citados utilizaram doses de 12,5 a 50mg, ou duas vezes ao dia e sdo

unanimes em relacionar as maiores doses com maimeno de ovulacdes, entretanto
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nao reflete em maior niumero de embrides por ovalagg@armo et al (2006)
relacionaram essa queda na recuperacdo a umagdisfaia captacdo do odécito pelas
fimbrias da tuba uterina, devido a presenca de efguwo sanguineo formado na fossa
de ovulacdo em éguas superovuladas. No preseb&hinafoi observado menor taxa de
embrides/ ovulacdo nos grupos tratados com 8m&¥3e 34%) para os grupos F20-
23mm 8mg e D8-8mg, respectivamente (exp 1). Isse ger atribuido a variagcdo dos
padrées de sémen utilizado no experimento 1. Parédgaas do experimento 2 que
receberam 12,5 mg de EPE, o numero de embridepaemios/ovulacdo foi de 31%
(F20-23 12,5mg) e D6-12,5mg (38%). Essa baixa m@gdo embrionaria por ovulacéo
pode ser devido ao manejo instituido no local deeermento. A melhor porcentagem de
embrides/ovulacéo foi observada no grupo F20-23nmg §79%) do experimento 1.

O numero de ovulagdes no grupo D8-6mg foi 0 meh@8¢0,18) de todos os
grupos tratados, e similar ao controle@®5), possivelmente devido ao numero de
foliculos com diametro de 20 a 23 mm mais baixanico do tratamento, deve-se ter
cautela em atribuir o baixo resultado a populagdicuiar no presente estudo. Outros
dois fatores podem ter contribuido a dose utilizadana égua com foliculo (31 mm) de
diestro foi utilizada nesse grupo, ocorrendo apemam ovulacdo. O inicio dos
tratamentos para inducdo de multiplas ovulacbegguas com dominancia folicular ja
estabelecida, evidenciam resultados aquém do espedalandi (2008) obteve o pior
indice de ovulagdo quando tratou éguas com 12,5lengPE duas vezes ao dia na
presenca de foliculos com diametro superior a 26anmmonda folicular induzida pela
aspiracao e atribuiu a presenca do foliculo memcion

Para alguns foliculos da onda atingir o diamettoeems 20 e 23 mm a partir do
momento da aplicagdo da Pf&Ho experimento 1 foi necessario um intervalo de
3,56+0,51, 2,50+0,28 e 3,38+0,65 dias nos grupdsZnm 6mg, F20-23mm 8mg e
F20-23mm Salina, respectivamente. Observa-se ngpogrF20-23mm 8mg um
intervalo mais curto, porém nao significativo. Atri-se tal fato a uma égua do grupo
qgue apresentava dois foliculos entre 20 e 24 mutiateetro no momento da aplicagédo
da PGE,, portanto o tratamento com EPE foi iniciado no m@smomento, sendo
considerado intervalo zero para efeito da analsatistica. Em outras trés éguas
(37,5%) do mesmo grupo, detectou-se uma populag&padtro foliculos da onda com
didametro de 17 a 20 mm, também no dia da aplicdgd®GF,, cujos animais atingiram
o diametro folicular proposto para o inicio dodaraento com EPE, um a dois dias mais

tarde.
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Ademais, no experimento 2, o intervalo em dias eddo para os foliculos
alcancarem o diametro entre 20 e 23mm, foi em méddia3,60+0,58 (F20-23mm
12,5mg) e 3,30%0,37 (F20-23mm Salina), ndo sen@oethte do experimento 1.

A duragdo dos tratamentos convencionais utilizas®lasma ou duas doses
diarias de 12,5 a 50 mg de EPE, com inicio dortratdo no dia 5 ou 7 ap6s ovulacéo e
mantendo até a presenca de foliculos com 35 mnadeetto encontra-se ao redor de 8
dias (SCOGGINet al, 2002; ALVARENGA et al, 2001), maior que o obtido no
presente estudo para os grupos F20-23 mm - 62&%ed) e similar aos grupos D8 — 6 e
8mg e D6-12,5mg .

A duracdo média do tratamento, bem como o nUmeaddenistracdes da EPE
para os grupos F20-23 - 6 e 8mg e F20-23 salirexgerimento 1 e F20-23mm 12,5mg
e F20-23 salina do experimento 2, foi menor (P0Mue para 0S grupos Cujo 0S
tratamentos iniciaram em D8 e D6. O uso da RGRguardando-se o crescimento dos
foliculos da onda atingir diametro entre 20 e 23 rpara iniciar o tratamento
objetivando a reducéo do tempo de tratamento, vatiea resposta ovariana tanto para
a baixa dose utilizada, visando obter ovulacdoauplanto para a dose convencional
de 12,5 mg.

Observou-se resultado mais expressivo em relacamuatero de foliculos
>30mm e numero de ovulagdes no grupo F20-23-8mgniPéoi similar na taxa de
recuperacdo embriondria (Tabela 1), neste casof#tores de interferéncia no indice
de recuperacdo embrionaria devem ser consideradosp a nao padronizacdo do
sémen utilizado. Por se tratar de um programa aoataete TE, o sémen foi obtido de
diferentes garanhdes, bem como a avaliagdo, diuecéefrigeracdo foi realizada por
diferentes técnicos, ndo respeitando um padraoeemos de qualidade, outro fator
importante trata-se da idade das doadoras, queuvde cinco a 24 anos, o que pode ter
interferido, pois a éguas mais velhas tendem ssaptar fertilidade mais baixa.

O experimento 2 apresentou resultados satisfatagisanto ao numero de
foliculos >30mm e numero de ovulac¢des, porém, a tx recuperacdo embrionéria/
ovulacdo dos grupos tratados foi similar ao grupetrole (34 %). Todavia, o dia da
coleta dos embrides foi realizada 6 dias apOs ecd@&b da primeira ovulacdo. Meea
al. (1993) e Ferreirat al. (1997) ndo detectaram diferengca no nimero de ep¥rid
coletados seis ou sete dias apds a ovulagéo.

Outro fator que pode estar relacionado a baixa d@xeecuperacdo embrionaria

em éguas superovuladas, € a presenca de altos déveH séricos, que poderiam levar
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a uma alteracdo da maturacao oocitaria (HYTEERI.,1991). Ademais, Carmet al,
(2006) observaram atraso no desenvolvimento endmimem éguas superovuladas, e
sugeriram que o atraso na maturacdo dos odciteeameento da ovulacdo poderia se
relacionar a baixa recuperagédo embrionaria.

Os resultados obtidos neste estudo quando o tratarfe iniciado no momento
gue os foliculos da onda apos a aplicacdo de,fP@Engiram 20 a 23 mm estdo de
acordo com os resultados obtidos por Orlandi (2@08grmitiu reducdo do tempo de
tratamento, mantendo resposta ovulatéria satisfagrconsequentemente redugcdo de
custo.

O intervalo entre a aplicacdo de hCG e a detecadaricheira ovulacdo variou
de 1,31+0,16 a 3,19+0,60 dias, no experimento hdseobservado intervalo
significativamente maior nos grupos D8-6mg e F2@82ng. Uma vez que a literatura
menciona o ocorréncia da ovulacdo entre 24 a 48 apdducdo com hCG, o maior
tempo necessario para a deteccdo da primeira @wlapos a inducdo nesses dois
grupos foi atipico. No grupo D8 - 6mg um grandeervdlo foi observado para a
ocorréncia da primeira ovulacdo em 37,5% (3/8)étdpms apods indugdo, sendo que uma
demorou quatro dias e as outras duas éguas saeisap@s aplicacdo do hCG para
ovularem. No grupo F20-23mm 8mg 12,5% (1/8) dasaggiiveram a ovulacéo
detectada seis dias ap0s a aplicacdo do hCG. Aetposta desses animais ao hCG
refletiu em maior tempo médio para a deteccao aema ovulacdo nesses dois grupos,
cuja causa nédo foi determinada. O experimento &, apesentou variacao (P<0,05)
entre 0s grupos, tendo a média entre 2,44+0,360x@,22.

A diferenca no didmetro maximo do maior foliculo fim do tratamento,
apresentando-se menor para 0s grupos F20-23 - S8punteole (Tab. 2) deve-se a
variacdo do intervalo do ultimo tratamento até ameoto da aplicacdo do hCG (fol
>35mm). Orlandi (2008) observou um intervalo enttea230 horas entre o final do
tratamento até administracdo de hCG, intervalo ziddu quanto comparado ao
encontrado por Welcét al (2006) quando utilizaram a dose de 12,5 ou 25lengFSH
e interrompeu o tratamento quando os foliculosngi@eam o diametro de 32 mm, para
realizar o “coasting” e induziu as éguas na pregseate foliculos de 35 mm. Eles
denominaram de coasting esse intervalo entre mailtiplicacdo de eFSH e a aplicacéo
do indutor de ovulacdo. Entretanto, a presencaHied EPE, que € responsavel pela
maturacao final e ovulacdo (GASTAdL al.,2000) pode ter sido um fator favoravel ao

menor tempo de tratamento observado por Orlan@8R0
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A similaridade na taxa de crescimento diaria ensrgrupos para o F1, F2, F3 e
F4 ocorreu de acordo com o esperado para o expeomeOs dois maiores foliculos
(F1 e F2) cresceram dois a trés mm por dia, sinaite resultados de estudos que
avaliaram o desenvolvimento do foliculo dominanteandas induzidas pela aspiracédo
folicular (GASTAL et al, 1999a). A baixa dose de EPE utilizada foi safite para
estimular o desenvolvimento do F2, na maioria dasg, porém nao exerceu acao sobre
o F3 e F4. J4 a dose de 12,5 mg foi eficiente etim@ar o crescimento do F3
evidenciando uma diferenca numérica entre os griptaslos e o grupo controle.

O diametro maximo alcancado pelo F2 no experimérith superior nos quatro
grupos tratados com EPE comparado ao controle opmeéamento com EPE estimula o
desenvolvimento de foliculos que se tornariam glibados, como ocorreu no grupo
controle. No experimento 2, houve essa diferenti@ es grupos tratados com EPE e
solucéo salina parao F2 e F3.

O numero de ovulac¢des do grupo Fol20-23mm 6mg £0,716) foi similar ao
encontrado por Farinasso (2004) 1,84+0,58 ao atilia mesma dose. Entretanto,
somente 37,5% (3/8) das éguas do grupo D8-6mgeapeam dupla ovulacdo, o que
levou a uma média de ovulagdes de 1,38+0,18 sidithr grupo salina (1,00+0,00).

A resposta ovulatoria diante a utilizacdo de 8mgHRE foi considerada
adequada, visto que 75% (6/8) das éguas dos dopogrresponderam com dupla

ovulagéo.
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7. CONCLUSOES

O tratamento com baixa dose de EPE (6 ou 8mg) aomennimero médio de
foliculos >30mm e de ovulagbes quando iniciadoneagnca de foliculos com diametro
médio entre 20 e 23mm apos a aplicacdo da,f@Bpecialmente quando se utiliza
8mg.

Quando se inicia a estimulacdo ovariana com EPBamento que os foliculos
atingem 20 a 23mm de diametro posterior a aplicalgAi® G, reduz-se o tempo de
tratamento, tanto para uso de baixas doses comoapaose convencional (12,5 mg) e
consequentemente o numero de administracdes dodhmrnmantendo-se resposta
ovariana satisfatoria.

O intervalo entre a aplicacdo da BE€ o inicio do tratamento com EPE é
similar quando realizado no sexto ou oitavo dissagpévulagéao.

Embora o nimero de embribes por ovulacdo tenhaasgido similar entre os
grupos tratados, resultou no dobro de embriGespezados por colheita em relagdo ao

controle, demonstrando o] beneficio do tratamento ecqmizado.
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9. TRABALHO CIENTIFICO

Trabalho a ser enviado para revista Ciéncia Rumalnfas de publicacéao

especificadas no Anexo 1).
RESPOSTA OVARIANA EM EGUAS TRATADAS COM BAIXA DOSBE
EXTRATO DE PITUITARIA EQUINA (EPE)
OVARIAN RESPONSE IN MARES TREATED WITH LOW DOSE GEQUINE
PITUITARY EXTRACT (EPE)
GIMENES, A.M.,RESPOSTA OVARIANA EM EGUAS TRATADAS COM BAIXA
DOSE DE EXTRATO DE PITUITARIA EQUINA (EPE) . Botucatu, 2010. Xp.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina rviétiéa e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

O presente estudo visou avaliar a resposta ovagamataxa de recuperacao
embrionéria em éguas tratadas com EPE nas doges8de12,5 mg sendo o tratamento
iniciado apos a aplicacdo de prostaglandina é&n a finalidade de reduzir o tempo e
custo do tratamento. Foram realizados dois expetmse para 0 experimento 1, 40
ciclos estrais de éguas Mangalarga Marchador, eito® e 24 anos, e para o0 segundo
experimento 30 ciclos estrais de éguas mesticas quatro e 12 anos de idade, foram
utilizados. Foi aplicada 7,5 mg i.m.de prostaglaad+2. (Dinoprost Trometamina) no
oitavo (experimento 1) ou sexto (experimento 2)agtiés a ovulacdo. Nesse momento as
éguas foram distribuidas aleatoriamente em cinopayr para o experimento 1: (n=8
ciclos estrais/grupo): Grupo F20-23mm 6mg e F20+B38mg receberam 6 e 8mg,
respectivamente, de EPE por via i.m. a cada 1Xharpartir da deteccao de foliculo(s)
entre 20-23mm de didametro. Nos Grupos D8 - 6mg e 88g foi aplicado 6 ou 8 mg

de EPE, respectivamente, a cada 12 horas pormiaaipartir do D8 (concomitante a
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PGF2y). No Grupo F20-23mm Salina (Controle): as éguaslreram solugcdo salina
respeitando os mesmos intervalos que os grup@sltstcom EPE a partir da detecgao
de foliculo(s) entre 20-23mm de didmetro. No experito 2, a metodologia foi similiar
ao exp 1, contudo, as éguas receberam 12,5 mg Heee® tratamento foi iniciado no
sexto dia apds a ovulacdo para o Grupo D6-12,5 ms§)( ou quando detectou-se
foliculo(s) entre 20-23mm, Grupo F20-23mm 12,5 mglQ) e F20-23mm Salina
(Controle, n=10). Em todos os grupos (Exp. 1 e 2)atamento (EPE ou salina) foi
mantido até 12 horas anterior a deteccao de foligukcom didmetra35 mm, nesse
momento a ovulagéo foi induzida com Unica dose58®2).1. de hCG, i.v. (Vetecdy.

As variaveis foram analisadas através da Analiséati@ncia de Perfil (ANOVA) teste
(F) seguida do teste Scott-Knott para comparac@aordalias, com nivel de significancia
de 5%. No momento da aplicagéo do hCG, o grupoZBadn 8mg apresentou aumento
(p<0,05) do numero de foliculos30mm em relagcdo aos demais grupos (exp 1).
Ademais, esse aumento foi observado nos grup@sltsicom EPE no experimento 2 e
refletiu em maior nimero de ovulagfes (2,00+0,2¥grupo F20-23mm 8mg (expl) e
nos grupos F20-23mm 12,5mg (2,70+0,40) e D6 - 18,62183+0,37) exp 2.Entretanto,
a maior porcentagem observada de embrides recysermd ovulagdo foi no grupo
F20-23mm 6 mg (79%). O tempo de tratamento (di@s)na como o numero de
aplicacdes de EPE ou solucéo salina foi mengd,(}5) para todos os grupos tratados a
partir de foliculos entre 20-23 mm em ambos os exy@atos. Conclui-se que o inicio
do tratamento com populagéo folicular entre 20-28 foi capaz de reduzir o tempo de
tratamento, e a dose de 8 mg foi efetiva em promadwela ovulacéo.

Palavras chave: Egua, Extrato de Pituitaria EquinaSuperovulag&o
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GIMENES, A.M.,OVARIAN RESPONSE IN MARES TREATED WITH LOW DOSE
OF EQUINE PITUITARY EXTRACT (EPE) . Botucatu, 2010. Xp. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria et&mia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.
ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the ovariaporse and embrionary
recovery in mares treated with doses of 6, 8 an@ iy of EPE. The treatment was
started after application of prostaglandiruF@r reduce the period and cost of treatment.
Two experiments were conducted, for the experimeme, 40 estrous cycles of
Mangalarga Marchador mares and ranged in age fraenZ3 yrs, and for the second
experiment 30 estrous cycles of crossbreed mangedan age from four to 12 yrs was
used. In the eighth (experiment 1) or sixth (expent 2) after ovulation was applied 7.5
mg i.m. of prostaglandin 2(Dinoprost Trometamina). In this moment, all maies
experiment 1 was randomly assigned to treatment @mwdrol groups as follows:
Groups 1 and 2 (n=8 cycles/group) received 6 mgRE, i.m. twice daily, beginning
when largest follicle (s) was (were) 20-23 mm (Grdt20-23mm 6mg) or regardless of
follicle size on Day 8 (Group D8 — 6 mg); Groupar®l 4 (n=8 cycles/group), received
8 mg of EPE, i.m. twice daily, beginning when lag#llicle was 20-23 mm (Group
F20-23 mm 8 mg) or regardless of follicle size aay[3 (Group D8 — 8mg); Group F20-
23mm Saline (Control, n=8 cycles) received salime, beginning when largest follicle
(s) was (were) 20-23 mm in the same range of gringaged with EPE. In the second
experiment was used the same methodology of theriement 1, however, the mares
received 12.5mg of EPE, and the treatment begémeisixth day after ovulation for the
Group D6- 12.5mg (n=9), or when the largest fali¢t) was (were) 20-23 mm, Group

F20-23mm 12,5 mg (n=10) e F20-23mm Saline (Contrel,0). Treatments with EPE
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or saline continued until 12 hours before detectérfollicle (s) reached 35 mm, at

which time a single dose of hCG (2500 U.l., i.vetstof) was given. Groups were

compared using ANOVA and mean differences amongpgavere located with Scott-

Knott Test. There was an effect of group (P<0.0%)the moment of hCG, the group

F20-23mm 8mg had largest follicle numb&0mm (p<0.05) compared with the others

groups (exp 1). Furthermore, this increased ocduimethe groups receiving EPE in

experiment 2, and reflected in an increase of tmabers of ovulations (2,00+0,27) in

the group F20-23mm 8 mg (expl) and in the grou@sZ&anm 12,5mg (2,70+0,40) e

D6 - 12,5mg (2,33+0,37) exp 2. Nevertheless, tighdr percentage of embryo recovery
was of group F20-23mm 6 mg (79%). The period oéttreent (days) as well as the
number of EPE or saline application was lesse0 @b) for all the groups treated with

follicles of 20-23 mm in both experiments. It isnctuded that the starting the treatment
with follicle population between 20-23 mm was atdereduce treatment period, and 8
mg dose was effective in promoting double ovulation

Key words: Equine Pituitary Extract, Mare, Superovulation

10.INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O agronegocio do cavalo movimenta R$ 7,3 bilhdesgmm gerando 3,2 milhfes de
empregos diretos e indiretos no Brasil. O planéimo do pais ocupa a terceira posicéao
no ranking mundial, com 5,9 milhdes de animais (BBR & MEDEIROS, 2006). Sob
essa perspectiva 0o mercado equino aprimora-seaiante produzindo animais
geneticamente superiores ao longo das geracbesa Raompanhar esse
desenvolvimento, a reproducdo assistida utilizaébiocas visando incrementar a
eficiéncia reprodutiva desses animais. Desse modioersos protocolos de

superovulacao sado estudados a fim de aperfeic@@naca para obter um maior nimero
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de embrides por coleta, o que contribui nos progeanhe transferéncia de embrides
(TE).

Superovulagao

A inducdo de multiplas ovulagfes visa aumentar mmerd de embrides por coleta, por
selecionar maior numero de foliculos de uma mesmda éolicular (ORLANDI, 2008).
Um protocolo eficiente que promova a superovuldg@@ beneficios para o mercado de
transferéncia de embrides, diminuindo o custo pubré&o coletado e promovendo
melhor aproveitamento das receptoras que tornamosoe 0s programas de TE.As
respostas mais eficientes na espécie equina sa@a®sljuando utilizado o Extrato de
Pituitaria Equina (EPE) ou FSH equino purificadeel) (ROSAS:t al, 1997).

Visando avaliar os efeitos de baixa dose de EPESHesobre o desenvolvimento
folicular, taxa de ovulacdo e de recuperacdo eméria, Rocha Filho (2005) utilizou
doses de 4 mg de EPE e 5 mg de eFSH uma vez adetikgtando maior nimero de
foliculos>30 mm (1,7 + 0,2) em relagdo ao controle (1,2 3 pdka o tratamento com
EPE. Esse tratamento promoveu uma resposta deoduasis ovulagcbes em 30,8%
(4/13) das éguas tratadas. Todavia, esse aumertategoria de foliculos30mm néao
refletiu em um aumento do namero de foliculos @rélatorios e nem no numero de
ovulacdes por égua, a baixa resposta foi atriblieterogeneidade da populacéo
folicular no inicio do tratamento.

Farinasso (2004) obteve melhores resultados nap@agem de ovulagdes multiplas em
seu experimento com baixas doses de EPE. Nestdragpéo, foram utilizados 2 mg, 4
mg e 6 mg de EPE uma vez ao dia para induzir nfastipvulacbes em éguas, o ciclo
anterior de cada égua representou 0 grupo congela tratamento. As éguas
apresentaram 1,17 + 0,39, 1,92 + 0,64 e 1,84 + &vbdacdes apds o tratamento com 2

mg, 4 mg ou 6 mg ao dia, respectivamente. O reBuliadica que o tratamento
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utilizando foi superior ao ciclo controle, podersdr utilizado para aumentar o nimero
de ovulagdes. A maior incidéncia de ovulacbes plaki encontradas por Farinasso
(2004) ao utilizar 4 mg de EPE foi atribuida a papéo folicular mais homogénea no
inicio do tratamento. A ampliacdo do conhecimento eelagdo as variaveis
mencionadas, aliado a utilizacdo de doses maisadailsando um menor nimero de
ovulacdes e a coleta de um embrido por égua emampditificou a realizacdo da
presente pesquisa
11.MATERIAL E METODOS

O experimento 1 foi realizado no Haras FazendaAdpms JM, localizado no
municipio de Tijucas do Sul- PR (Latitude 25°S egitude 49° O) no km 639 da BR
376. Foram utilizados 40 ciclos estrais de 14 églaasica Mangalarga Marchador com
idade entre cinco e 24 anos, ciclando regularmertem bom escore corporal. Para o
experimento 2 foram utilizados 30 ciclos estraiségeas mesticas com idade entre
guatro e 12 anos, com bom escore corporal e histéeprodutivo normal. Os animais
do foram mantidos no Posto de Monta da Fazendaageddo UNESP — Botucatu, Sao
Paulo (Latitude 22° 53'09” e Longitude 48°26'420s animais do experimento 1 e 2
foram mantidos em piquetes e alimentados com fermédst crosOynodon dactylon
suplementados com ra¢do concentrada sal minegaiaad libitum.

As éguas foram avaliadas por meio de palpacaorasséinografia transretal
utilizando aparelho de ultrassom Aloka modelo 56fh dransdutor linear de 5 MHz
para acompanhamento do desenvolvimento foliculdeteccdo do dia da ovulagdo. O
dia da ovulacdo foi considerado o dia zero (DO).ditavo dia (D8) e sexto (D6) as
todas as éguas do experimento 1 e 2, respectivajremgberam 7,5 mg de PGF

(Dinoprost Trometamida) i.m.. Em seguida, forantriisidas aleatoriamente em cinco
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grupos para o experimento 1 e trés grupos pargperiemento 2.de acordo com o0s
tratamentos descritos a seguir:

Grupo F20-23mm 6 mg (n=8) e Grupo F20-23mm 8 mg(n¥8 As éguas
foram tratadas com 6 mg e 8 mg, respectivamentPdepor via i.m. com intervalo de
12 horas entre as aplicacoes, iniciando-se a pdotimomento que o maior foliculo
apresentou diametro entre 20 e 23 mm,;

Grupo D8-6mg(n=8) e Grupo D8-8mg(n=8)— As éguas receberam 6 mg e 8
mg, respectivamente de EPE por via i.m. com interda 12 horas entre as aplicagdes a
partir de D8, iniciando-se concomitante a aplicad@® GFa.

Grupo F20-23mm Salina (Controle) (n=8) As éguas receberam solucao salina
a 0.9% (Solucao fisiologica) por via i.m. com inedo de 12 horas a partir do momento
gue o maior foliculo apresentou diametro entre 28 enm.

Os grupos do experimento 2 foram:

Grupo F20-23mm 12,5 mg (n=10) -As éguas foram tratadas com 12,5 mg de
EPE por via i.m. com intervalo de 12 horas entra@gacoes, iniciando-se a partir do
momento que o maior foliculo apresentou diamettee20 e 23 mm;

Grupo D6-12,5mg (n=9)— As éguas receberam 12,5 mg de EPE por via i.m.
com intervalo de 12 horas entre as aplicacOesta garD6;

Grupo F20-23mm Salina (Controle) (n=10) -As éguas receberam solucao
salina a 0,9% (Solucéo fisiolégica) por via i.mncatervalo de 12 horas a partir do
momento que o maior foliculo apresentou diamettee20 e 23 mm.

Em todos os grupos o tratamento com EPE ou sadintnciou até a deteccéo de
um ou mais foliculos com didmetro de até 34,9 memds entdo interrompido. Na

avaliacdo seguinte e coincidindo com a detecc¢gmelbermenos um folicule35 mm, foi
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aplicado dose Unica de 2500 U.l. de hCG, por via(Vetecof Calier) para induzir o
processo de ovulagéo.

A partir do momento da aplicacdo de BG&s éguas foram examinadas com
intervalos regulares de 24 horas através de papacdexame ultrassonografico
transretal, visando acompanhar o crescimento falicel diagnosticar o momento da
ovulacdo. Em cada exame, mensurou-se o didmetrqudiso maiores foliculos para o
experimento 1 e dos trés maiores para 0 experimgntdeterminando-se o maior
foliculo como F1, segundo, terceiro e quarto maiommo F2, F3 e F4,
respectivamente. As ovulagdes foram detectadas gualeuacédo do fluido de um ou
mais foliculos. Nos dois experimentos as éguasrfandeminadas 12 e 36 horas apés a
aplicacdo do hCG, ou até a deteccdo de pelo menas dvulagbes sendo as
inseminacoes realizadas a cada 24 horas. Em arsb®gperimentos o sémen utilizado
foi diluido em extensor a base de leite desnatadsfriado por até 24 horas e
transportado. A dose inseminante variou de 500&10x16 espermatozéides méveis
pré resfriamento.As éguas foram submetidas a ¢albeiembrides no oitavo dia apds a
deteccdo da primeira ovulagdo no experimento 1 sexto dia apds a ovulagdo no
experimento 2.

Para analise foi utilizada Analise de Variancia Rexfil (ANOVA) teste (F)
seguida do teste Scott-Knott para comparacdo ddmsyé&om nivel de significancia de
5%.Para analise do acompanhamento do desenvoladnielitular diario os dados
foram normatizados para o dia da inducédo da ovalag@abulados retroativamente,
desse modo a analise de cada foliculo ocorreu em fase de desenvolvimento
correspondente entre eles.

12.RESULTADOS

Os resultados do experimento 1 e 2 estdo apressntad forma de tabela.
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197 Tabela 1 —Média + EPM: do numero de foliculos com diametntoree 17 e 19,9;

198 20-23 e> 25 mm no inicio do tratamento (EPE ou solucaonaali

199 0,9%), do numero de foliculos com diametro entre 29,9 mm e >30

200 mm no momento da inducao da ovulacdo, do nimeovulacdes e do

201 namero de embrides coletados em diferentes grgxg& imento 1).
F20-23mm F20-23mm F20-23mm

Grupos D8 - mg D8 - 8mg

6mg 8mg Salina

Inicio do Fol 17-19,9mm  1,25+0,31 0,13+0,12 1,13+0,30 0,58%0, 0,88+0,48

tratamento Fol 20-23mm 1,25+0,6 0,38+0,18 1,00+0,19 0,50+0,38 1,75+0,37

Momento Fol 25-30mm  (,25+0,25 0,38+0.26  0,63+0,26  0,63+0,37  0,13+0,12

do hCG Fol >30mm 1,50+0,19 1,50+0,19 2,25+0,37 1,88+0,12 1,00+0,00
Ovulacdes 1,75+0,f6 1,38+0,18 2,00+0,27 1,88+0,28 1,00+0,06
Embrides 1,38+0,18 0,75+0,31 0,75%0,25 0,63+0,26 380,18
202 Médias seguidas de letras diferentes na linhaadifeentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
203 Tabela 2 —Média £ EPM: do namero de foliculos com diametnoree17 e 19,9;
204 20-23 e> 25 mm no inicio do tratamento (EPE ou solucéonaali
205 0,9%), do namero de foliculos com diametro enfre 29,9 mm e >30
206 mm no momento da inducdo da ovulagdo, do nimeovulacdes e do
207 numero de embrides coletados em diferentes grgxgeiimento 2).
F20-23mm 12,5 F20-23mm
Grupos D6-12,5mg
mg Salina
Inicio do Fol 17-19,9mm 1,00+0,30 0,331£0,24 0,60%0,22
tratamento Fol 20-23mm 1,10+0,70 0,00+0,00 1,30+0,21
Momento ©l25-29,9mm 0,70%0,30 0,90+0,39 0,50%0,22
dohCG  kol>30mm 2,40%0,50 2,11#0,26 1,20£0,13
Ovulacdes 2,70+0,40 2,33+0,37 1,20+0,13
Embrides 0,40+0,16 0,89+0,42 0,40+0,16
208 Médias seguidas de letras diferentes na linhaeadifegntre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 3 —Média + EPM do ndmero de aplicacdes de EPE ou &olsalina
0,9% e intervalo (em dias) do inicio e final daamento (EPE ou
solugéo salina 0,9%) em diferentes grupos (expetionk).

Intervalo entre

Numero de aplicacdes
Grupos inicio e final do tratamento
de EPE ou Salina

(dias)

F20-23mm 6mg 9,25+0,90° 4,62+0,45
D8-6mg 13,88+1,56° 7,00+0,83
F20-23mm 8mg 9,38+1,27° 4,69+0,63
D8-8mg 14,63+1,59 7,25+0,76°
F20-23mm

9,75+0,82 4,88+0,6F
Salina

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Tabela 4 —Média £+ EPM do numero de aplicacdes de EPE owg&olaalina 0,9%
e intervalo (em dias) do inicio e final do tratamee(EPE ou solucéo
salina 0,9%) em diferentes grupos (experimento 2).
Intervalo entre

Numero de aplicacbes
Grupos inicio e final do tratamento
de EPE ou salina

(dias)

F20-23mm

10,00+0,80 5,000,460
12,5mg
D6-12,5mg 14,22+1,16 7,11+0,58
F20-23mm

9,50+0,83 4,75+0,42
Salina

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifentre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

DISCUSSAO
As éguas submetidas a tratamentos superovulasgbfomm influéncia de fatores
determinantes como momento do ciclo estral, popoldglicular presente no inicio do

tratamento, dose e frequéncia das gonadotrofiiiggsada. Tais variaveis influenciam na
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resposta ovariana ao tratamento quanto ao numerdoliiulos préovulatorios,
ovulacoes, taxa de recuperacdo embrionéria por équa ovulacdo, assim como, no
tempo do tratamento hormonal.

Segundo Woods e Ginther (1985) o numero de folécelistentes no dia do
inicio do tratamento esta diretamente relacionagim © nimero de ovulagbes dos
animais submetidos a tratamentos superovulatéftandi (2008) obteve melhor
resposta quando iniciou o tratamento com 12,5 m¢EHE duas vezes ao dia no
momento em que o maior foliculo da onda atingiégdémetro entre 20 e 23 mm.

O numero de foliculos das categorias 17 a 19,9 n2® & 23 mm no inicio do
tratamento com EPE nao refletiu em aumento do nuirderfoliculos maiores que 30
mm no momento da aplicagdo de hCG e nem no nuneeooudacdes. Pois, a populacao
média dos foliculos nas categorias F20-23mm 6n&f)-Zmm 8mg (experimento 1) e
F20-23mm 12,5 mg (experimento 2) foram similaresmoio do tratamento, entre os
grupos dos respectivos experimentos. A despeitoinero de foliculos nas duas
categorias ser numericamente inferior no grupo Z2@m 8mg, em relacdo ao de 6 mg
no inicio do tratamento, observou-se maior numeréoticulos >30mm no grupo F20-
23mm 8mg em relagdo ao F20-23mm 6mg ou controle0,(B). Portanto, atribui-se
essa diferenca a maior dose de EPE utilizada, nauntbora nédo tenha refletido em
maior numero de ovulagdo, apenas em relacdo agobor(fTabela 1). A mesma
observacdo foi feita no experimento 2, onde obsese uma populacao folicular
numericamente inferior a dos grupos F20-23mm 6mig28-23mm 8mg (experimento
1), no inicio do tratamento com 12,5mg de EPE. mpréom resposta maior
numericamente quanto ao numero de ovulagfes (B,AD}x(Tabela. 8). Ao analisar 0s
resultados do grupo D8-8mg (exp 1), o niumero décutuls de 20 a 23mm foi

significativamente menor que nos grupos F20-23mm & mg, mas o numero de
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foliculos >30mm no momento da indugdo da ovulagdiosimilar, ndo refletindo
superioridade no numero de ovulacdes, o que refongssa afirmativa (Tab.1).

Diversas pesquisas tém demonstrado que a respatatoéria é dose
dependente (ALVARENGAet al, 2001; SCOGGINet al, 2002), os autores citados
utilizaram doses de 12,5 a 50mg, uma ou duas \&zdg e sdo unanime em relacionar
as maiores doses com maior nimero de ovulacOewtartd ndo reflete em maior
namero de embrides por ovulacdo. Caretcal (2006) relacionaram essa queda na
recuperacdo a uma disfuncdo da captacdo do odeits fimbrias da tuba uterina,
devido a presenca de um coagulo sanguineo formadossa de ovulagdo em éguas
superovuladas. No presente trabalho, foi observaeloor taxa de embrides/ ovulacao
nos grupos tratados com 8mg (37,5% e 34%) paraupeg F20-23mm 8mg e D8-8mg,
respectivamente (exp 1). Isso pode ser atribuid@raacdo dos padrbes de sémen
utilizado no experimento 1. Para as éguas do erpetbd 2 que receberam 12,5 mg de
EPE, o numero de embrides recuperados/ovulacatefoB1% (F20-23 12,5mg) e D6-
12,5mg (38%). Essa baixa recuperacdo embrionariaoydacdo pode ser devido ao
manejo instituido no local do experimento. A melhgrorcentagem de
embrides/ovulacéo foi observada no grupo F20-23nmg §79%) do experimento 1.

O numero de ovulagdes no grupo D8-6mg foi 0 meh@@8¢0,18) de todos os
grupos tratados, e similar ao controle®5), possivelmente devido ao numero de
foliculos com diametro de 20 a 23 mm mais baixonicio do tratamento, deve-se ter
cautela em atribuir o baixo resultado a populagdicuiar no presente estudo. Outros
dois fatores podem ter contribuido a dose utilizadana égua com foliculo (31 mm) de
diestro foi utilizada nesse grupo, ocorrendo apemas ovulacdo. O inicio dos
tratamentos para inducdo de mdultiplas ovulacdeggumas com dominancia folicular ja

estabelecida, evidenciam resultados aquém do espedalandi (2008) obteve o pior
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indice de ovulagdo quando tratou éguas com 12,5lengPE duas vezes ao dia na
presenca de foliculos com didmetro superior a 26emmonda folicular induzida pela
aspiragao e atribuiu a presenca do foliculo memcion

A duragdo dos tratamentos convencionais utilizas®lasma ou duas doses
diarias de 12,5 a 50 mg de EPE, com inicio dorratdo no dia 5 ou 7 apds ovulagéo e
mantendo até a presenca de foliculos com 35 mméadeetto encontra-se ao redor de 8
dias (SCOGGINet al, 2002; ALVARENGA et al, 2001), maior que o obtido no
presente estudo para os grupos F20-23 mm - 62&%ed) e similar aos grupos D8 — 6 e
8mg e D6-12,5mg .

A duracdo média do tratamento, bem como o nimearddenistracdes da EPE
para os grupos F20-23 - 6 e 8mg e F20-23 salirexgerimento 1 e F20-23mm 12,5mg
e F20-23 salina do experimento 2, foi menor (P0ue para 0S grupos Cujo 0S
tratamentos iniciaram em D8 e D6. O uso da RGRguardando-se o crescimento dos
foliculos da onda atingir didametro entre 20 e 23 rpara iniciar o tratamento
objetivando a reducéo do tempo de tratamento, vatiea resposta ovariana tanto para
a baixa dose utilizada, visando obter ovulacdoauplhanto para a dose convencional
de 12,5 mg.

Observou-se resultado mais expressivo em relacdmuatero de foliculos
>30mm e numero de ovulagdes no grupo F20-23-8mgniPéoi similar na taxa de
recuperacdo embriondria (Tabela 1), neste casosf#tores de interferéncia no indice
de recuperagdo embrionaria devem ser consideragosp a ndo padronizacdo do
sémen utilizado. Por se tratar de um programa coatete TE, o sémen foi obtido de
diferentes garanhdes, bem como a avaliagdo, diuecéefrigeracdo foi realizada por

diferentes técnicos, nao respeitando um padraoeemos de qualidade, outro fator



295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

68

importante trata-se da idade das doadoras, queuvde cinco a 24 anos, o que pode ter
interferido, pois a éguas mais velhas tendem saptar fertilidade mais baixa.

O experimento 2 apresentou resultados satisfatégisanto ao namero de
foliculos >30mm e numero de ovulacgdes, porém, a tx recuperacdo embrionéria/
ovulagédo dos grupos tratados foi similar ao grupetrole (34 %). Todavia, o dia da
coleta dos embrides foi realizada 6 dias aposecd@b da primeira ovulacdo. Meegt
al. (1993) e Ferreirat al. (1997) ndo detectaram diferengca no nimero de ep¥orid
coletados seis ou sete dias apos a ovulagao.

Os resultados obtidos neste estudo quando o tratarf@ iniciado no momento
que os foliculos da onda apds a aplicacdo de,P@Engiram 20 a 23 mm estdo de
acordo com os resultados obtidos por Orlandi (2@08grmitiu reducao do tempo de
tratamento, mantendo resposta ovulatéria satisfagrconsequentemente redugcdo de
custo.

O numero de ovulagdes do grupo Fol20-23mm 6mg £D,16) foi similar ao
encontrado por Farinasso (2004) 1,84+0,58 ao atila mesma dose. Entretanto,
somente 37,5% (3/8) das éguas do grupo D8-6mgeaperam dupla ovulacdo, o que
levou a uma média de ovulac6es de 1,38+0,18 sirmildm grupo salina (1,00+0,00).A
resposta ovulatéria diante a utilizacdo de 8mg EE Ei considerada adequada, visto
que 75% (6/8) das éguas dos dois grupos responasm@andupla ovulagéo.

CONCLUSAO

O tratamento com baixa dose de EPE aumentou o numeédio de foliculos
>30mm e de ovulac¢des quando iniciado na presendalidalos com diametro médio
entre 20 e 23mm apds a aplicacdo daR@&sSpecialmente quando se utiliza 8mg.

Quando se inicia a estimulacdo ovariana com EPBamento que os foliculos

atingiram 20 a 23mm de diametro posterior a apficae PG, reduz-se o tempo de
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tratamento, tanto para uso de baixas doses comoapaose convencional (12,5 mg) e
consequentemente o numero de administracdes dodhmrnmantendo-se resposta
ovariana satisfatoria.

Embora o niumero de embrides por ovulacdo tenhaaseido similar entre os
grupos tratados, resultou no dobro de embribegpezados por colheita em relagdo ao

controle, demonstrando o beneficio do tratamergogmizado.
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