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EFICACIA DO HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE EQUINO
RECOMBINANTE (reFSH) PARA SUPEROVULACAO EM EGUAS

Leticia Rodrigues Santana

RESUMO

Na equideocultura ha necessidade de melhorar a eficiéncia reprodutiva para maior
aproveitamento dos animais. A superovulagdo em éguas facilitaria as biotecnologias
da reproducgao existentes, aumentando os ganhos de producdo. Na égua, muitos
foliculos ovarianos iniciam o processo de maturagdo, mas geralmente um unico
ovula devido a inibicdo da liberagdo de hormodnio foliculo-estimulante. Portanto,
manter altas concentragcdes desse hormdnio circulantes, poderia aumentar as taxas
de ovulagdes/ciclo. Algumas substadncias com esse horménio ja se mostraram
eficazes para superovulagao de éguas, porém como seus suprimentos se tornaram
dificeis de adquirir, foi desenvolvido um horménio foliculo-estimulante equino
recombinante como alternativa. Com base nisto, desenvolveu-se esta revisdo
sistematica de literatura com o objetivo de avaliar a hipétese de que o uso do
horménio foliculo-estimulante equino recombinante seja eficaz para superovulagao
de éguas. Foram analisadas varias bases de dados por meio do Portal de Periddicos
CAPES, utilizando duas estratégias de pesquisa com os descritores mare e reFSH,
superovulation ou multiple ovulations. Os critérios de inclusdo foram: publicacbes
relacionadas ao assunto, que apresentavam o delineamento do tipo ensaio clinico
randomizado, publicadas em inglés, resultando em sete artigos. Mesmo que o
hormonio foliculo-estimulante equino recombinante na maioria dos experimentos
tenha se mostrado eficaz para superovulagdo em éguas, para que se chegue a uma
conclusdo mais confiavel sobre o assunto, verifica-se a necessidade de se realizar
mais ensaios clinicos com melhor qualidade cientifica e que tenham protocolos,

sazonalidade das éguas e grupos comparados padronizados.

Palavras-chave: Cavalos. Ovulagdo. Hormoénios.



THE EFFICACY OF RECOMBINANT EQUINE FOLLICLE
STIMULATING HORMONE (reFSH) FOR SUPEROVULATION IN
MARES

Leticia Rodrigues Santana

SUMMARY

In equideoculture there is a need to improve the reproductive efficiency for a greater
exploitatin of the animals. Superovulation in mares would facilitate the
biotechnologies of existing reproduction, increasing production gains. In mare, many
follicles initiate the maturation process, but usually have a single ovulated due to
inhibition of follicle stimulating hormone release. Therefore, maintaining high
concentrations of this circulating hormone could increase ovulation rates per cycle.
Some substances with this hormone have already proved effective for superovulation
of mares, but as their supplies became difficult to acquire, a recombinant equine
follicle stimulating hormone was developed as an alternative. Based on this, this
systematic literature review was developed with the objective of evaluating the
hypothesis that the use of recombinant equine follicle stimulating hormone is effective
for mares superovulation. Several databases were analyzed through CAPES
Journals Portal, using two search strategies with the descriptors mare and reFSH,
superovulation or multiple ovulations. The inclusion criteria were: publications related
to the subject, which presented the design of the randomized clinical trial, published
in English, resulted in seven articles. Even though the recombinant equine follicle
stimulating hormone in most experiments has been shown to be effective for
superovulation in mares, in order to arrive a more reliable conclusion on the subject,
there is a need to carry out more scientific trials with better scientific quality that have

protocols, seasonality of mares and standardized groups compared.

Palavras-chave: Horses. Ovulation. Hormones.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Quadro 1. Caracteristicas dos trabalhos incluidos nesta revisdo sistematica segundo

0s grupos comparados e 0s protocolos utilizados...........ccovvveiviiiniiiiiiieeeeeei, 18-21



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificagdo dos trabalhos incluidos nesta revisdo sistematica quanto ao
ano de publicagdo, tipo de estudo e sua confiabilidade e qualidade cientifica,
utilizando-se as escalas de Cook et al. (1995) e Jadad et al. (1996).............ccccoue.. 17



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BID = Duas vezes ao dia

eCG = Gonadotrofina coridénica equina

ECR = Ensaio clinico randomizado

eFSH = Hormonio foliculo-estimulante equino

eLH = Hormoénio luteinizante

EPE = Extrato de pituitaria equino

FSH = Horménio foliculo-estimulante

GnRH = Horménio liberador de gonadotrofina

hCG = Gonadotrofina coridbnica humana

IM = Intramuscular

IV = Intravenoso

LH = Horménio luteinizante

n = numero de animais ou ciclos

P & E = Progesterona e estradiol

PBS = Solucédo salina tamponada com fosfato estéril
pFSH = Hormonio foliculo-estimulante suino

PGF.a = Prostaglandina F; alfa

PICO = Paciente, Intervencdo, Comparacao e Outcome
reFSH = Horménio foliculo-estimulante equino recombinante
reLH = Horménio luteinizante equino recombinante
SID = Uma vez ao dia

TE = Transferéncia de embrides

TID = Trés vezes ao dia

US = Ultrassonografia



a = Alfa

B = Beta

= = Maior ou igual que
% = Por cento

< = Menor ou igual que
< = Menor que

> = Maior que

LISTA DE SiMBOLOS



SUMARIO

11 5] 7Y SO 14
MATERIAL E METODOS ... eeeeeeeeee s e s eeeeeseeeeeeseeseeeeesseseeeesseeeeeeenes 15
RESULTADOS E DISCUSSAO ..o eseee e eeeeeseeseeeeeeseseeeeeeseesneeeens 17
(070 N[0T KU L7V JRTNN 23

REFERENCIAS ..ot e e e et e e e e e e e e e e e e e eee e e e e e e eeeeaaes 23



14

INTRODUGAO

Na equideocultura atual ha necessidade de melhorar a eficiéncia reprodutiva
para maior aproveitamento dos animais geneticamente superiores. Neste sentido, se
faz necessario o desenvolvimento e utilizagao de biotecnologias mais produtivas.

O sucesso da utilizacdo de biotecnologias avancadas de reproducéo na égua
pode ser facilitado pela superovulacéo efetiva, a qual tem o potencial de aumentar o
fornecimento de odcitos e embrides multiplos, beneficiando diretamente biotécnicas
rotineiras como a transferéncia de embrides (TE) e outras mais avangadas como a
transferéncia intratubarica de gametas e a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ROSER; MEYERS-BROWN, 2012). A superovulagdo poderia
valorizar a TE por possibilitar colheita de embrides multiplos, a qual eleva as taxas
de prenhez e favorece o emprego da congelagdo de embrides (MCKINNON;
SQUIRES, 2006).

O aumento da quantidade de ovulagbes pode melhorar as taxas de prenhez
em éguas normais e até nas subférteis. Este pode viabilizar a utilizacdo de sémen de
garanhdes subférteis (ROSER; MEYERS-BROWN, 2012).

Os protocolos para multiplas ovulagbes podem antecipar a estagao de monta
por possibilitar a primeira ovulagao viavel ainda no periodo de transicao da estacao
de monta fisioldgica, aumentando as chances de melhores taxas de prenhez
(MEYERS-BROWN et al., 2017).

Apesar do grande potencial de agregacdo de valor as biotécnicas da
reprodugcdo, a superovulacdo nas éguas ainda carece de melhor entendimento
quanto ao numero de ovulacdes e repetibilidade das respostas diante dos protocolos
utilizados. Parece que outras limitagcbes como a recuperacdo dos odcitos em nivel
tubarico, qualidade embrionaria e viabilidade ovariana sado fatores limitantes a
superovulagcao nas éguas (CARMO et al, 2006). Entretanto, entende-se que a
pesquisa deve ser conduzida inicialmente ao entendimento da eficacia de uma
metodologia para superovulagédo e depois para sua viabilidade comercial.

O padrdo regular do ciclo estral das éguas depende do equilibrio entre
horménios produzidos pela glandula pineal, hipotalamo, hipéfise, ovarios e
endométrio. O horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) estimula a sintese e
liberagdo do hormdnio foliculo-estimulante de gonadotrofina (FSH) e do horménio

luteinizante (LH) pela hipofise. Estes hormdnios entram na circulagdo sistémica e,
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nos ovarios, o FSH é responsavel pelo recrutamento folicular, enquanto o LH pela
maturacédo folicular, produgdo de estrogénio, ovulagéo e luteinizagdo. A inibina e o
estrégeno produzidos por foliculos que estdo crescendo tém efeito de
retroalimentagao negativa na liberacdo de FSH. Muitos foliculos iniciam o processo
de maturacdo, mas geralmente somente um se torna dominante e ovula. (BRINSKO
et al., 2010).

A porcentagem de duplas ovulagdes em éguas € baixa (ROSER; MEYERS-
BROWN, 2012), mas se mantidas as concentragdes de FSH circulantes em altas
concentragdes durante o desenvolvimento folicular, pode haver aumento do numero
de foliculos ovulatorios e ovulagdes (JENNINGS et al., 2009).

O extrato de pituitaria equino (EPE) e o horménio foliculo estimulante equino
(eFSH) tiveram sucesso em induzir consistentemente ovulagdes multiplas em éguas
(SQUIRES; MCCUE, 2007), entretanto, a obtengcdo dos suprimentos dessas
substancias, encontradas na pituitaria de equideos, tornou-se dificil e onerosa desde
o fechamento de matadouros desta espécie nos Estados Unidos, o que resultou na
retirada dos produtos comerciais do mercado (CULLINGFORD et al., 2010).

O horménio foliculo estimulante equino recombinante (reFSH) surgiu como
alternativa potencial para substituir o EPE e o eFSH, o qual foi projetado como uma
quimera de cadeia unica, anexando as subunidades a e B de eFSH usando o
peptideo carboxilico terminal de gonadotrofina coribnica equina / horménio
luteinizante equino (eCG / eLH) B (JENNINGS et al., 2009). As vantagens de sua
preparacdo incluem pureza, esterilidade e consisténcia da bioatividade de FSH
(MCCUE et al.,, 2015). Como o reFSH pode ser clonado repetidas vezes e em
quantidades consideraveis, pode ser usado comoO recurso para aprimorar a
superovulacdo em éguas (MEYERS-BROWN et al., 2010). Com base nas
informagdes apresentadas, desenvolveu-se esta revisdo sistematica de literatura
com o objetivo de avaliar a hipétese de que o uso do reFSH seja eficaz para

superovulagao de éguas.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se esta revisdo sistematica de literatura com o intuito de avaliar a
eficacia do reFSH para superovulacdo em éguas. A pergunta — O reFSH para

superovulagdo em éguas € eficaz? — utilizada para a realizagdo da reviséo
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sistematica foi estruturada com base nos elementos do PICO - Paciente,
Intervencdo, Comparacao e Oufcome — conceituado pela “Medicina Baseada em
Evidéncia”. Paciente: éguas. Intervenc¢ado: uso do reFSH. Comparagao: grupo
controle e/ou varias doses de reFSH e/ou outros protocolos de superovulagao e/ou
associagdo com hormoénio luteinizante equino recombinante (reLH). Outcome:
superovulacdo. Essa pergunta de pesquisa gerou a seguinte estratégia para busca:
mare AND reFSH AND superovulation.

O levantamento bibliografico foi realizado em maio de 2017 por meio do Portal
de Periddicos CAPES, o qual selecionou 13 bases de dados que mais possuem
publicacdes sobre o assunto: Science Direct Journals (Elsevier), Elsevier (CrossRef),
Scopus (Elsevier), Science Citation Index Expanded (Web of Science), One Fire
(GALE), AGRIS (United Nations, Food and Agriculture Organization),
MEDLINE/PubMed (NLM), Technology Research Database, Materials Science &
Engineering Database, BioOne, SpringerLink e PMC (PubMed Central).

Por meio da estratégia de busca utilizada foram encontradas 16 publicagées.
O critério de inclusao utilizado neste trabalho foi a analise do resumo e da
metodologia, selecionando as publicagdes relacionadas com a utilizagédo de reFSH
para superovulagdo em éguas, que apresentavam o delineamento do tipo ensaio
clinico randomizado, publicadas em inglés, resultando entdo em sete artigos.
Entretanto, devido a existéncia de duas publicacbes que continham o mesmo
experimento, a mais antiga foi excluida por se tratar de um resumo, reduzindo para
seis artigos.

Para aumentar a quantidade de trabalhos, foi utilizada uma nova estratégia de
busca utilizando termos sinbnimos de superovulagdo. A nova estratégia foi mare
AND reFSH AND (multiple ovulations), em que o Portal de Periédicos CAPES
selecionou as bases de dados ScienceDirect Journals (Elsevier), Elsevier
(CrossRef), Scopus (Elsevier), Science Citation Index Expanded (Web of Science),
OneFile (GALE), AGRIS (United Nations, Food and Agriculture Organization),
MEDLINE/PubMed (NLM), BioOne, sendo encontradas 12 publicagdes. Apds excluir
as que estavam duplicadas e selecionar aquelas que se enquadravam nos critérios
de inclusdo, foi selecionada apenas uma publicagdo, totalizando sete artigos.
Nenhum critério de seleg¢ao foi aplicado se baseando no ano de publicagdo dos
artigos.
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Os trabalhos foram classificados de acordo com as escalas de Cook et al.
(1995) e de Jadad et al. (1996), avaliando-se quanto a confiabilidade e qualidade.
Além disso, os resultados relacionados as taxas de ovulagédo de cada artigo avaliado
foram utilizados para concluir se o uso de reFSH em éguas é eficaz para
superovulacdo, baseando-se no consenso ou nao dos autores a respeito do assunto.
Literatura complementar relacionada ao assunto, mas sem critério especifico foi

utilizada para redagao da introdugao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisou-se sete trabalhos envolvendo o uso do reFSH para a superovulagéo
de éguas, sendo que um deles apresentava trés experimentos, totalizando nove

experimentos analisados, todos ensaios clinicos randomizados (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo dos trabalhos incluidos nesta revisdo sistematica quanto ao ano de
publicacgao, tipo de estudo e sua confiabilidade e qualidade cientifica, utilizando-se as escalas
de Cook et al. (1995) e Jadad et al. (1996).

Autores An_o de~ Tipo de Escala de Escala de
publicagao Estudo* Jadad Cook
Jennings et al. 2009 ECR 0 1
?"Eiﬁrf}rf!ﬁtvﬂ ?tza;':,') 2010 ECR 0 i
Cullingford et al. 2010 ECR 0 11
Meyers-Brown et al. 2011 ECR 0 11
Ross et al. 2012 ECR 0 11
Meyers-Brown et al. 2013 ECR 3 11
Meyers-Brown et al. 2017 ECR 0 Il

*ECR = Ensaio Clinico Randomizado

Os trabalhos foram classificados de acordo com a escala de Cook et al.
(1995), a qual possui pontuagao de | a VIl, aumentando o grau de confiabilidade de
forma decrescente. Todas as publicacbes estudadas receberam pontuacao llI,
sendo classificadas como de boa confiabilidade. Os artigos também foram
classificados pela escala de Jadad et al. (1996), avaliando-se quanto a qualidade
cientifica. Nessa classificacdo, as notas aplicadas variam de 0 a 5, sendo que
apenas aqueles que tém pontuacado =3 sido considerados de alta qualidade. Dentre

os trabalhos, apenas um foi classificado como de alta qualidade (Tabela 1). Tendo
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isso em vista, pode-se perceber que a maioria dos artigos encontrados na literatura
sobre o0 assunto ndo possui qualidade cientifica satisfatéria.

Entre os sete trabalhos analisados existem muitas variacbes em relacdo aos
protocolos utilizados, aos grupos comparados e a sazonalidade em que se
encontravam as éguas (Quadro 1). Entretanto, todos comparam a quantidade de
ovulacdes entre os grupos analisados e utilizaram ultrassonografia (US) via
transretal para confirmar a data e quantidade dessas ovulagbes. Em relacdo a
ciclicidade das éguas utilizadas, 77,8% dos experimentos trabalharam com éguas
que ja estavam ciclando e 22,2% deles utilizaram éguas em anestro. O critério
adotado para o anestro foi a existéncia de foliculos <20 mm e os niveis séricos de
progesterona <1,0 ng / mL, quando examinados uma vez por semana durante trés

semanas consecutivas antes do inicio dos estudos.

Quadro 1. Caracteristicas dos trabalhos incluidos nesta revisdo sistematica segundo os

grupos comparados e os protocolos utilizados.

Referéncia Grupos comparados Protocolo utilizado
Jennings et | n total = 15 animais As éguas receberam prostaglandina F, alfa (PGF,a) — 5
al. (2009) e Grupo 1 (n=5): 0,5 mg | mg de dinoprost’® - durante a fase litea para
de reFSH em 1 mL de | sincronizacdo do estagio dos ciclos. A ovulagdo foi
solugao salina | detectada por US via transretal. Nos dias um a 14 pds-
tamponada com fosfato | ovulagéo, as concentracbes  endogenas  de
estérii  (PBS) duas | gonadotrofina e atividade folicular foram suprimidas por
vezes ao dia (BID) | injecéo diaria de 150 mg de progesterona e 10 mg de
intravenoso (1V); 17B-estradiol (P & E) em dleo (3 mL, Hagyard
e Grupo 2 (n=5): 0,85 mg | Pharmacy, Lexington, KY) intramuscular (IM). A PGF.a
de reFSH em 1 mL de | foi administrada no dia seis pds-ovulagéo para induzir a
PBS BID IV; lutedlise. As éguas foram distribuidas aleatoriamente
e Grupo 3 (n=5): placebo | @0os grupos e os tratamentos foram realizados entre os
de 1 mL de PBS BID IV. | dias oito e 14 pés-ovulagdo. Quando havia um foliculo
de 35 mm, as éguas receberam 0,75 mg IV de reLH®
para induzir ovulagao.
Meyers- Experimento 1 As éguas passaram por um ciclo estral e a detecgéo da
Brown et | ntotal =16 animais ovulagao foi realizada por US via transretal. Quando um
al. (2010) e Grupo 1 (n=8): placebo | foliculo de 22 a 25 mm estava presente, as éguas foram
de PBS BID e uma vez | distribuidas aleatoriamente aos grupos e comegaram a
ao dia (SID) IV; receber o tratamento. No segundo dia de tratamento,
e Grupo 2 (n=8): 0,85 mg | todas elas receberam PGF,a IM - 250 ug de
de reFSH® em 1,0 mL | Cloprostenol sodico®” para lisar o corpo luteo. As éguas
de PBSBID e SID IV foram tratadas BID por trés dias e SID, até que
houvesse foliculo de aproximadamente 32 mm de
diametro, quando o tratamento com reFSH? foi cessado.
As éguas ficaram 36 horas sem receber medicamentos.
Quando havia foliculo de 35 a 38 mm de diametro, as
éguas receberam 0,75 mg IV de reLH®> e 12 horas
depois 2.500 Ul de gonadotrofina coribnica humana
(hCG)° IV para induzir ovulagao.

Continuacgao
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Continuacao

Quadro 1. Caracteristicas dos trabalhos incluidos nesta revisdao sistematica segundo os

grupos comparados e os protocolos utilizados.

Referéncia

Grupos comparados

Protocolo utilizado

Meyers-
Brown et
al. (2010)

Experimento 2

n total = 67 ciclos (28

animais)

¢ Grupo 1
Controle;

e Grupo 2 (n=11): 12,5
mg eFSH® BID IM;

¢ Grupo 3 (n=14): 0,35
mg reFSH BID IM;

¢ Grupo 4 (n=11): 0,5 mg
reFSH BID IM;

e Grupo 5 (n=12): 0,65
mg reFSH BID IM;

(n=19):

As éguas passaram por um ciclo estral, a detec¢ao da
ovulacao foi realizada por US via transretal e entdo
foram distribuidas em grupos aleatoriamente. As éguas
foram usadas em mais de um grupo de tratamento,
desde que passassem por um ciclo sem tratamento
antes de serem incluidas no novo grupo. O tratamento
foi iniciado quando havia foliculo de 22-25 mm de
diametro e continuou até que 250% dos foliculos
atingiram 32 mm de didmetro. As éguas receberam
PGF,a - 250 ug de Cloprostenol sodico® ~ no segundo
dia de tratamento. As éguas ficaram 36 horas apds o
tratamento sem receber medicamentos antes de
receberem 2.500 Ul IV de hCG® para induzir ovulag&o.

Meyers-
Brown et
al. (2010)

Experimento 3

n total = 20 animais

¢ Grupo 1 (n=5): 0,85 mg
de reFSH BID 1V;

¢ Grupo 2 (n=5): 0,85 mg
de reFSH SID 1V;

¢ Grupo 3 (n=5): 0,50 mg
de reFSH BID 1V,

¢ Grupo 4 (n=5): 12,5 mg
eFSH® BID IM.

As éguas passaram por um ciclo estral e a detecgéo da
ovulagdo foi realizada por US via transretal. O
tratamento foi iniciado quando havia foliculo de 22 a 25
mm de didmetro. As éguas foram distribuidas
aleatoriamente em um dos grupos. No segundo dia de
tratamento as éguas receberam PGF,a IM - 10 mg de
dinoprostz. Os tratamentos foram continuados até pelo
menos dois foliculos chegarem ao tamanho de
aproximadamente 32 - 35 mm de didmetro. As éguas
ficaram 36 horas sem receber medicamentos, apds o
que receberam 1,5 mg de reLH IV para induzir a
ovulacéo.

Cullingford,
et al. (2010)

n total = 66 ciclos (29

animais)

e Grupo 1
Controle;

¢ Grupo 2 (n=8): 0,50 mg
de reFSH BID IM;

¢ Grupo 3 (n=10): 25 mg

(n=23):

de hormdnio foliculo
estimulante suino
(pFSH) BID IM;

¢ Grupo 4 (n=9): 50 mg
de pFSH BID IM;

e Grupo 5 (n=8): 100 mg
de pFSH BID IM;

¢ Grupo 6 (n=8): 150 mg
de pFSH BID IM.

As éguas foram usadas até trés vezes. Elas passaram
por um ciclo estral com a ovulagdo monitorada por US
via transretal. Quando um foliculo de 20 a 22 mm estava
presente, as éguas foram distribuidas aleatoriamente
aos grupos e comegaram a receber o tratamento de 25,
50 ou 100 mg de pFSH (FoIItropin-V®, Bioniche Animal
Health, Bogart, GA, EUA), BID até que a maioria dos
foliculos tivessem didmetro =30 mm. No dia dois do
tratamento, foram administrados PGF,a IM - 250 ug de
Cloprostenol sddico’. As éguas receberam 2.500 Ul IV
de hCG®, 24 a 38 horas apos a ultima injecao de pFSH.
O grupo controle foi composto de 23 ciclos de 23 das
éguas apos os primeiros ciclos de tratamento. Neste
grupo, quando varios foliculos atingiram =35 mm de
diametro, foi administrado 1,5 mg / mL IM de acetato de
deslorelina (Franck's Pharmacy, Ocala, FL, EUA) para
induzir ovulagdo. Os tratamentos 150 mg de pFSH e 0,5
mg de reFSH foram constituidos apds o grupo controle.

Continuagao
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Quadro 1. Caracteristicas dos trabalhos incluidos nesta revisdo sistematica segundo os
grupos comparados e os protocolos utilizados.

Referéncia

Grupos comparados

Protocolo utilizado

Meyers-
Brown et
al. (2011)

n total = 16 animais

¢ Grupo 1 (n=8): 0,65 mg
de reFSH® em 1 mL de
PBS BID e SID IV /
placebo de 2 mL de
PBS BID e trés vezes
ao dia (TID) IV;

¢ Grupo 2 (n=8): 0,65 mg
reFSH® em 1 mL de
PBS BID e SID IV /0,75
mg de reLH® em 2 mL
de PBS BIDe TID IV.

As éguas passaram por um ciclo estral e a detecgéo da
ovulagao foi realizada por US via transretal. Quando um
foliculo de 22 a 25 mm estava presente, as éguas foram
distribuidas aleatoriamente aos grupos e comegaram a
receber o tratamento. Todas elas receberam reFSH?
BID durante 3 dias e SID até que um foliculo ou mais
atingissem aproximadamente 32 mm de diametro.
Quando havia um ou mais foliculos de 29 mm de
didmetro foram administrados IV BID ao Grupo 1 dois
mL de PBS e ao Grupo 2, dois mL de reLH® em PBS.
Quando um ou mais foliculos atingiram 32 mm de
didmetro passou-se para TID até que a maioria dos
foliculos atingira 35-38 mm. No segundo dia de
tratamento, todas as éguas receberam 250 ug de
Cloprostenol sédico (Schering-Plough, Atlanta, GA) para
lisar o corpo luteo. Quando os foliculos atingiram 35 a
38 mm foi administrado 2.500 Ul IV de hCG® para
induzir ovulagao.

Ross et al.
(2012)

n total = 48 animais

¢ Grupo 1 (n=12):
reFSH® / reLH® +
Acetato de desloreling;

¢ Grupo 2 (n=12):
reFSH®/ reLH® + reLH3;

¢ Grupo 3 (n=12):
reFSH?® + Acetato de
deslorelina;

¢ Grupo 4 (n=12):
reFSH® + reLH®.

As éguas passaram por um ciclo estral e a detecgao da
ovulagao foi realizada por US via transretal. Uma vez
que o maior foliculo estava entre 20-25 mm, o
tratamento com reFSH® foi iniciado. Foi administrado
0,65 mg IM de reFSH® BID durante 3 dias e depois SID
até um foliculo de 32 mm (Grupos 1-2) ou 35 mm
(Grupos 3-4) ter sido detectado. As éguas nos Grupos 1
e 2 receberam 1,5 mg IV de reLH® BID quando havia
foliculo de 29 mm e TID ao atingir 32 mm de didmetro.
No dia dois do tratamento, todas as éguas receberam
cloprostenol sédico. As éguas ficaram 24-36 horas sem
receber medicamentos apés um foliculo >35 mm ser
detectado. Em seguida, foram administrados 1,5 mg de
acetato de deslorelina (IV, Grupo 1 e 3) ou 3 mg de
reLH® (IV, Grupo 2 e 4) para induzir ovulagdo. Eguas
que nao ovularam em um periodo de 48 horas também
receberam 1.500 IU hCG (IV).

Meyers-
Brown et
al. (2013)

n total = 60 animais

¢ Grupo 1 (n=30): 0,65
mg de reFSH® em 1,3
mL de PBS IM;

¢ Grupo 2 (n=30):
placebo de 1,3 mL de
PBS IM.

As éguas em anestro estacional foram distribuidas em
dois grupos aleatoriamente. O periodo de tratamento foi
realizado até: a égua desenvolver um ou mais foliculos
de 235 mm de didmetro ou por um periodo maximo de
15 dias consecutivos. As éguas que desenvolveram um
foliculo de 235 mm de didmetro durante o periodo de
tratamento, com turgidez uterina apropriada e
relaxamento  cervical, ficaram 36 horas sem
medicamento e depois receberam 2.500 Ul de hCG®
para induzir ovulagdo. Neste experimento, o tratamento
BID foi realizado como 8 horas de intervalo.

Continuacgao
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Quadro 1. Caracteristicas dos trabalhos incluidos nesta revisdo sistematica segundo os
grupos comparados e os protocolos utilizados.

Referéncia

Grupos comparados

Protocolo utilizado

Meyers-
Brown et
al. (2017)

n total = 30 animais

e Grupo 1 (n=10): 0,65
mg de reFSH® em 1,3
mL de PBS IM BID /
placebo de PBS BID.
Fotoperiodo natural.

¢ Grupo 2 (n=10): 0,65
mg de reFSH®> em 1,3
mL de PBS IM BID e
SID / 1,5 mg de reLH®
em 2 mL de PBS IV BID
e TID. Fotoperiodo
natural.

¢ Grupo 3 (n=10):
placebo 1,3 mL de PBS
IM BID. Fotoperiodo
Artificial.

Foram utilizadas éguas que estavam em anestro
estacional. O desenvolvimento folicular foi monitorado
durante os tratamentos e até no maximo 14 dias. No
Grupo 1, as éguas receberam reFSH® IM BID. Quando
um ou mais foliculos atingiram 32 mm de diametro, as
éguas receberam PBS BID, até que um foliculo ou mais
atingissem 35 mm de didmetro. As éguas ficaram sem
tratamento por 36 horas apdés o que foi administrado
2.500 IU IV de hCG® para induzir ovulagdo. As éguas no
Grupo 2 receberam o reFSH® BID até que um foliculo
atingira 29 mm de didametro, quando entdo passaram a
receber SID até atingir 32 mm. Concomitante a
administragao de reFSH® SID, também receberam 1,5
mg de reLH® em 2 mL de PBS IV BID até um foliculo ou
mais atingirem 32 mm de didmetro e depois TID.
Quando atingiram =35 mm de didmetro, as éguas
receberam hCG’ IV para induzir ovulagdo. As éguas no
Grupo 3 receberam, além de PBS, 16 horas de luz
artificial. Todos os tratamentos foram continuados até
haver foliculo de 235 mm de diametro ou por no maximo
14 dias consecutivos. Neste experimento, o tratamento
BID foi realizado como 8 horas de intervalo.

o0k wh =

n = nimero de animais ou ciclos
Lutalyse®, Pharmacia e Upjohn CO, Kalamazoo, MI, EUA

AspenBio Pharma, Castle Rock, CO, EUA

Estrumate® Intervet / Schering Plough Animal Health, Rosewood, NJ, EUA.
Chorulon®, Intervet, Millsboro, EUA.
Bioniche Animal Health Inc., Athens, GA, USA.

Meyers-Brown et al. (2010), no experimento 1 e Meyers-Brown et al. (2013)

fizeram comparagéo entre dois grupos: um que recebeu reFSH e outro que recebeu
o placebo. O primeiro utilizou éguas que ja estavam ciclando e observaram que o
namero de ovulagdes foi maior no grupo tratado com reFSH (0,85 mg) em
comparagao com o grupo controle. Ja o segundo estudo utilizou éguas em anestro e
demonstrou que as éguas tratadas com reFSH (0,65 mg) tiveram multiplas
ovulagdes enquanto o grupo controle nao teve desenvolvimento folicular. Portanto, a
condicao de ciclicidade das éguas nao interferiu na acao do reFSH, o qual mostrou-
se promissor para aumentar a taxa de ovulagdo em ambas metodologias utilizadas.
Jennings et al. (2009) testaram diferentes doses de reFSH (0,85 e 0,5 mg) e
verificaram que nao houve diferenga significativa do numero de ovulagdes entre os

grupos tratados com diferentes doses de reFSH. Entretanto, mesmo n&o obtendo
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resultado significativo, citaram que algumas éguas individualmente tiveram
ovulagdes de até seis foliculos apds o tratamento com 0,5 mg de reFSH BID e até
quatro foliculos apés 0,85 mg de reFSH BID. Desta maneira, o estudo deles sugere
que doses menores como 0,5 mg de reFSH possam ser usadas.

Meyers-Brown et al. (2010) em seu experimento 2 (Quadro 1) usando as
doses de 0,35; 0,5 e 0,65 mg de reFSH nao tiveram resultados favoraveis apenas na
primeira dose, enquanto nas duas Uultimas os resultados foram positivos e
semelhantes. Quando em outra oportunidade (experimento 3 — Quadro 1)
aumentaram a dose para 0,85 mg comparada a 0,5 mg, também n&o obtiveram
diferenga significativa. Logo, a dose de 0,5 mg realmente mostrou-se ser a dose
minima efetiva para superovulagdao em éguas. Além disso, as doses 0,65 e 0,85 mg
também mostraram-se eficientes para aumentar as taxas de ovulacgoes.

Neste ultimo experimento os autores também testaram o uso de BID, que até
entdo vinha sendo utilizado (Meyers-Brown et al., 2010; Jennings et al., 2009;
Meyers-Brown et al.,, 2013), com SID na dose de 0,85 mg, e ndo observaram
diferenca nas taxas de ovulacao.

O reFSH (doses de 0,35; 0,5 e 0,65 mg) pode ser comparado ao eFSH (12,5
mg) quanto a sua eficiéncia em produzir multiplas ovulagbes (experimento 2,
Meyers-Brown et al., 2010), em que os autores verificaram que reFSH nas doses de
0,5 e 0,65 foi efetivo e semelhante ao eFSH. Na sequéncia (experimento 3) fizeram
a mesma comparacao nas doses de 0,5 e 0,85 mg de reFSH comparado a dose
12,5 mg de eFSH repetindo-se os resultados. Portanto, varias doses de reFSH
mostram-se eficazes, entretanto, sua eficacia € semelhante a do eFSH para
multiplas ovulagoes.

Cullingford et al. (2010) comparam o reFSH (0,5 mg) com o pFSH (25; 50;
100 e 150 mg) nédo obtendo diferenca estatistica, havendo taxas de ovulagéo
decepcionantes (0,85 a 1,31 ovulagbes/ciclo). Estes autores ndo repetiram os
resultados com reFSH observados anteriormente por outros pesquisadores (Meyers-
Brown et al., 2010; Jennings et al., 2009; Meyers-Brown et al., 2013).

Pode-se encontrar trés estudos que compararam a utilizagdo do reFSH
associado ao reLH. Meyers-Brown et al. (2011) e Ross et al. (2012) utilizaram éguas
ciclando e Meyers-Brown et al. (2017) éguas em anestro. No primeiro, observou-se
maior numero de ovulagbes multiplas no grupo que recebeu reFSH / reLH. No
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segundo, mesmo que nado tenham sido detectadas diferengas significativas para
nenhuma das variaveis analisadas, no geral, 4,7 ovulagdes por égua tratada foram
registradas, demonstrando que o uso do reFSH para superovulagdo em qualquer um
dos grupos tratados foi eficiente. Entretanto, no terceiro estudo, observaram um
numero significativamente maior de ovulagdes nas éguas que receberam reFSH do
que nas éguas que receberam reFSH / reLH. Sendo assim, pode-se dizer que a
necessidade de associar o reFSH com reLH para aumentar as ovulagbes pode estar
associada a condicdo da égua estar ciclando. Os resultados do uso de reFSH,
nestes experimentos, continua reforcando sua efetividade para causar multiplas
ovulagbes em éguas, independente da associacdo com o reLH, a qual tem o

potencial de melhorar resultados desde que utilizada em éguas ciclando.

CONCLUSAO

Mesmo que na maioria dos experimentos o uso do reFSH para superovulacao
em éguas tenha se mostrado eficaz, esta conclusédo ndo tem um alto grau de
confiabilidade, uma vez que entre os trabalhos ha muitas variagbes em relagcao ao
protocolo utilizado, aos grupos comparados e a sazonalidade em que se
encontravam as éguas tratadas. Além disso, como a maioria dos trabalhos recebeu
baixa classificagdo na escala de Jadad et al. (1996), observa-se sua qualidade
cientifica insatisfatéria. Portanto, para que se chegue a uma conclusao confiavel
sobre o assunto, ha a necessidade de se realizar mais ensaios clinicos com melhor
qualidade cientifica e que tenham protocolos, sazonalidade das éguas e grupos

comparados padronizados.
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