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PERES, K.R. Avaliacdo do uso do Hormoénio Foliculo Estimulante eqiiino (eFSH) visando a
antecipacdo da estacdo reprodutiva e a superovulacdo de éguas na fase de transi¢do de
primavera. Botucatu, 2004. Dissertagdo (Mestrado) — Reproducdo Animal — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu.
F oi avaliado o uso do FSH eqiiino (eFSH) para induzir o desenvolvimento
folicular e a ovulagdo em éguas durante a fase de transi¢do de primavera.
Vinte e oito éguas, de 3 a 15 anos, foram examinadas durante os meses de agosto e setembro
de 2003 com ultra-som por duas semanas antes do inicio do experimento, para determinar se
elas estavam em transi¢do (nenhum foliculo maior que 25 mm e nenhum corpo liteo
presente). Apds este periodo, conforme as éguas apresentam pelo menos um foliculo maior ou
igual a 25 mm, elas foram distribuidas alternadamente em um dos dois grupos: 1) grupo
controle — ndo tratado; 2) grupo tratado com 12,5 mg de eFSH, duas vezes ao dia, até que a
maioria dos foliculos maiores que 30 mm alcangassem 35 mm. A atividade folicular de todas
as éguas foi acompanhada. Quando a maior parte dos foliculos das éguas tratadas e o foliculo
das éguas do grupo controle adquiriram um tamanho pré-ovulatério (= 35 mm), foram
administradas 2.500 UI de hCG, via intravenosa, para induzir a ovulacdo. A partir deste
momento as éguas foram inseminadas com sémen fresco, em dias alternados, até a ovulagdo.
Os exames ultra-sonograficos continuaram até a deteccdo das ovulagdes e a recuperagdo
embrionaria foi realizada sete a oito dias apds a ovulacdo. As éguas do grupo tratado
apresentaram o primeiro foliculo pré-ovulatorio e ovularam mais cedo do que as éguas nao
tratadas (6,57 vs 18 dias). Entretanto, elas levaram mais tempo para a segunda ovulacao
(22,36 vs 10,92 dias) ap6s a coleta de embrido e administragdo do luteolitico. O periodo
médio de tratamento foi de 4,79 £+ 1,07 dias e 85,71% das éguas tiveram multiplas ovulacdes.
O numero de ovulagdes (5,57 vs 1,0) e de embrides (2,0 vs 0,69) por égua foi superior para as
éguas tratadas em comparacao as éguas controle. Porém, o nimero de embrides por ovulacao,
foi similar entre os grupos (0,44 vs 0,69). O padrao de crescimento folicular também foi
diferente entre os dois grupos. Oitenta e nove por cento dos embrides oriundos das éguas
superovuladas, mostraram-se viaveis apos uma analise inicial, considerando-se que foram
recuperados trés embrides completamente degenerados. As éguas do grupo tratado com
multiplas ovulagdes tiveram um aumento expressivo da quantidade de progesterona, em

relagdo as éguas com apenas uma ovulacdo. Pode-se concluir que o tratamento com eFSH foi



eficiente em antecipar a primeira ovulacdo do ano e em promover multiplas ovulagdes, além

de permitir a recuperacao de embrides vidveis.

Palavras-chave: Sazonalidade Reprodutiva; Egua; FSH eqiiino; Superovulagio; Embrido.
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PERES, K.R. Evaluation of equine follicle stimulating hormone (eFSH) aiming to hasten the
reproductive season and superovular mares in the spring transitional phase. Botucatu, 2004.
Dissertation (Mastership) — Animal Reproduction — College of Veterinary and Zootecnia -
University of Sao Paulo State “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu.
E quine FSH (eFSH) was evaluate for inducing follicular development and
ovulation in transitional mares. Twenty-eight mares, from three to fifteen
years of age, were examined during the months of August and September 2003 with
ultrasound for two weeks prior to the start of the experiment to determine transitional
characteristics (no larger follicles 25 mm and no corpora lutea present). After this period, as
mare obtained a follicle larger or equal to 25 mm, they were assigned to one of two groups: 1)
control group — untreated; 2) treated group with 12.5 mg eFSH, two times per day, until at
least half of all follicles larger than 30 mm had reached 35 mm. The follicular activity of all
mares were accompanied. When most of the follicles of the treated mares and a single follicle
of control mares acquired a preovulatory size (= 35 mm), 2.500 IU hCG were administered,
intravenously to induce ovulation. From this moment, the mares were inseminated with fresh
semen, every other day, until ovulation. Ultrasound exams continued until ovulation detection
and the embryo recovery was performed seven to eight days after ovulation. The mares of
treated group reached the first preovulatory follicle and ovulated before untreated mares (6.57
vs 18 days). However, they took more time to the second ovulation (22.36 vs 10.92) after the
embryo recovery and luteolitic administration. The mean period of treatment were 4.79 + 1.07
days and 85.71% of mares had multiple ovulations. The number of ovulation (5.57 vs 1.0) and
embryos (2.0 vs 0.69) per mare were higher for treated mares than control mares. However,
the number of embryos per ovulation was similar in both groups (0.44 vs 0.69). The pattern of
follicular growth were also different between groups. Eighty-nine percent the embryos from
the superovulated mares, were viable after a initial analysis, considering that three embryos
full degenerate were recovery. The mares with multiple ovulations in the treated group had a
expressive rise of progesterone, in comparison with single ovulation mares. In conclusion, the
treatment with eFSH was effective to hasten the onset of the breeding season and promote

multiple ovulations resulting in the recovery of viable embryos.

Key-words: Seasonal reproductive; Mare; Equine FSH; Superovulation; Embryo.
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19
Introdugdo

O uso da Transferéncia de Embrides e o desenvolvimento de novas
tecnologias para a producao de embrides tem aumentado nas ultimas
duas décadas em todo o mundo. E, devido ao crescente numero de adesdes a técnica por parte
de varias associagdes, hoje o Brasil ¢ o pais que mais realiza esta biotecnologia no mundo,
ultrapassando inclusive os Estados Unidos. Além das vantagens exaustivamente citadas como
a producdo de embrides a partir de éguas idosas, subférteis e em atividade, entre outras, a
transferéncia de embrides pode ser uma técnica importante também para espécies ameacadas
de extingdo. Contudo, o garanhdo ainda estd em vantagem, pois, enquanto o sémen de um
garanhdo valioso pode ser utilizado para cobrir varias éguas por ano, produzindo varios
potros, poucos produtos podem ser obtidos a partir de uma mesma égua, primeiro devido as
restricdes das proprias associacdes e, segundo, devido as limitagdes reprodutivas da fémea.

Sabe-se que logo apds o nascimento, os ovarios de uma fémea eqiiina contém
milhares de foliculos, entretanto, poucos se desenvolvem, maturam e ovulam durante a vida
reprodutiva. Os demais, permanecem em quiescéncia €, por um mecanismo ainda
desconhecido, sdo recrutados em grupos para iniciar o desenvolvimento. Do grupo de
foliculos que iniciam a emergéncia da onda, um deles ¢ selecionado, torna-se dominante e
continua se desenvolvendo, enquanto os outros regridem e tornam-se atrésicos. Estima-se que
aproximadamente 99% dos foliculos ovarianos entram em atresia (Webb et al., 1999).

Além disso, a maioria das éguas nao ciclam durante o inverno e passam por uma
fase de transicdo antes de se estabeler a estagdo reprodutiva fisiologica. A fase transicional &
caracterizada por progressivas ondas de atividade folicular que se desenvolvem e entram em
atresia. Eventualmente uma onda folicular possuira um foliculo dominante que continuara o
seu desenvolvimento e ird culminar em ovulagdo. A partir da primeira ovulagdo, as éguas
geralmente continuam a ovular em intervalos de aproximadamente 21 dias.

Desta forma, além do fato de ocorrer apenas uma tUnica ovulagdo por ciclo, a
existéncia de uma estacao reprodutiva compromete ainda mais o aproveitamento do potencial
reprodutivo da espécie. Adicionalmente, o estabelecimento de uma data de nascimento
arbitraria, por parte de algumas associagdes, que utiliza o 1° de janeiro (Hemisfério Norte) e o
1° de agosto (Hemisfério Sul) como datas de aniversario oficiais, o que favorece os potros
nascidos no final do inverno e no inicio da primavera, tem trazido prejuizo e inconformidade
por parte do criador. Com isto, tem-se estimulado o desenvolvimento de procedimentos para
encurtar ou eliminar o periodo de transi¢do, antecipando, desta forma, a estacao reprodutiva.

Ja em relagdo aos foliculos que fisiologicamente se tornariam atrésicos, um

aproveitamento mais racional pode ser obtido através da superestimulacdo ovariana com
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hormonios gonadotréficos ou com outros métodos de neutralizagdo da dominancia folicular,
que promovam a superovulacao.

O procedimento de superovulagdo também ¢ indicado para diminuir os custos com
os programas de transferéncia de embrido. Apds a lavagem uterina, geralmente 50 a 70% das
éguas produzem um embrido, implicando em maiores gastos com a manutengdo de receptoras
que permanecem vazias. A indug¢do de multiplas ovulagdes promove uma maior taxa de
recuperacdo embrionaria, o que possibilita a transferéncia cada vez mais precoce dos
embrides para as receptoras, diminui o niimero de visitas do veterinario e permite a reducao
do nimero de manipulagdes e intervengdes da égua. O estabelecimento de protocolos
superovulatérios, que incrementem o numero de embrides disponiveis, também proporcionam
um aumento na comercializagdo de embrides e propulsionam os estudos sobre a transferéncia
intrafalopianas de gametas (GIFT), a injecdo espermadtica intracitoplasmatica (ICSI), a
fertilizacdo in vitro (FIV) e a criopreservacao de odcitos e de embrides.

Varios protocolos superestimulatorios ja foram testados, avaliando o momento
para o inicio do tratamento, o tipo de gonadotrofina, a duracdo do tratamento e a dose
utilizada, sendo que os resultados mais consistentes, até hoje, foram obtidos com o extrato de
pituitaria eqiiina (E.P.E.) e com o Hormoénio Foliculo Estimulante eqiiino purificado (eFSH)
administrados duas vezes ao dia, apesar de ainda produzirem um pequeno numero de
embrides. Outros estudos também demonstraram a eficiéncia do E.P.E. ¢ do eFSH em
promover multiplas ovulagdes durante a fase de transicdo de primavera. Em um recente
estudo da Universidade do Colorado (Niswender et al., 2004) os autores conseguiram induzir
e promover multiplas ovulagdes com o eFSH, contudo, ndo avaliaram a capacidade de
fertilizagao destes foliculos e, conseqlientemente, a taxa de recuperacdo embrionaria.

Deste modo, o desenvolvimento de protocolos para antecipar a estagdo
reprodutiva, aumentar o nimero de ovulagdes e, conseqlientemente, aumentar a producao de
embrides, ¢ de extrema valia para maximizar o potencial reprodutivo da espécie. Diante disto,
este trabalho foi realizado com o intuito de se adicionar maiores informagdes sobre a
manipulacdo da fisiologia reprodutiva da égua, contribuindo com a intensificacdo, cada vez
mais precoce, da demanda de embrides. Também, teve por objetivo avaliar a capacidade de se
produzir embrides vidveis durante o primeiro ciclo do ano. Desta forma, este trabalho visou
antecipar o inicio da atividade reprodutiva e produzir embrides precocemente. E,
considerando-se o ambito geral, pretendeu-se instituir um protocolo que promova beneficios

econdmicos.
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1. SAZONALIDADE REPRODUTIVA

A literatura classifica a espécie eqiiina como poliéstrica estacional, pois sua
atividade reprodutiva sofre influéncia da luminosidade. As éguas se reproduzem no periodo
do ano que oferece um melhor suplemento nutricional ¢ as melhores condi¢des de
sobrevivéncia para os potros, ou seja, a incidéncia de ovulagdes ¢ minima ou ausente durante
0 inverno, aumenta transicionalmente durante a primavera, ¢ maxima durante o verdo, e
diminui transicionalmente durante o outono. Assim, ha uma associacdo natural entre o
comprimento do dia e a sazonalidade reprodutiva (Ginther, 1992).

A luz ¢ o maior modulador da estacdo reprodutiva, mas outros fatores podem
interferir, como a idade (Wesson & Ginther, 1981; Fitzgerald & McManus, 2000) e a
condi¢do nutricional (Kubiak et al., 1987; Carnevale et al., 1996; Fitzgerald & McManus,
2000; Gentry et al., 2002a).

Eguas jovens com dois a cinco anos, apresentam uma estagdo ovulatoria
significativamente mais curta do que éguas com seis a quinze anos, o que foi atribuido a um
declinio antecipado da ocorréncia das ovulagdes durante a transi¢do de outono (Wesson &
Ginther, 1981; Fitzgerald & McManus, 2000). Da mesma forma, ¢guas mais velhas, com mais
de quinze anos, também apresentam uma estacdo reprodutiva mais curta, porém neste caso,
esta deve-se a uma menor ocorréncia de ovulagdes durante os dois primeiros meses da
primavera.

Com relacao ao estado nutricional, foi demonstrado que éguas que estdo em boa
condi¢do corporal, em geral, iniciam a esta¢do reprodutiva mais precocemente do que éguas
com baixo escore corporal. Além disso, éguas em condigdes corporais ruins, que recebem
uma suplementagdo alimentar, t€ém a primeira ovulagdo da estagdo mais precocemente do que
éguas magras sem suplementacao (Kubiak et al., 1987).

A glandula pineal est4 envolvida na mediacdo das modificacdes que ocorrem com
o fotoperiodo. A informag¢do luminosa ¢ transmitida a partir das células da retina do olho via
nervo optico, ao nucleo supraquiasmatico, localizado no hipotalamo anterior. A resposta deste
nucleo ¢ transmitida, via nucleo paraventricular, ao ganglio cervical superior, através de fibras
do sistema nervoso autdbnomo e, entdo, finalmente a glandula pineal. A glandula pineal, por
sua vez, produz o hormdnio melatonina, que desempenha um papel critico na modifica¢do da
atividade do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (Stabenfeldt & Edqvist, 1996).

Durante a estimulacdo luminosa, a funcdo da glandula pineal ¢ inibida, mas,

durante a escuriddo, as fibras pos-ganglionares do ganglio cervical superior liberam um
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neurotransmissor, a norepinefrina, para a glandula pineal, estimulando muitos aspectos do
metabolismo pineal. O aumento da atividade da glandula pineal esta associado com a
diminui¢do da atividade ovariana e vice-versa (Ginther, 1992).

O hipotalamo, que ¢ o local de produgcdo do GnRH, faz parte do controle da
sazonalidade reprodutiva em éguas. A producdo de GnRH no hipotalamo ¢ diferente durante
as estacOes ovulatoria e anovulatéria, sendo que os niveis de GnRH aumentam durante o
retorno da estacdo ovulatéria (Silvia et al., 1986). O tratamento com luz artificial também
tende a aumentar o conteudo hipotalamico de GnRH e, conseqiientemente, as concentragdes
circulantes de LH e de FSH (Cleaver et al.,1990).

A pituitaria anterior controla a atividade ovariana através dos niveis circulantes de
gonadotrofinas. Os niveis de LH sdo méaximos durante o verdo e minimos durante o inverno.
A producdo mensal de FSH ¢ constante, mas, ocorre uma associagdo entre a sua concentracao
e o grau de atividade folicular durante a estagdo ndo ovulatoria (Turner et al., 1979).

No periodo de transi¢do de primavera, inicia-se um aumento da sintese e da
secrecao de GnRH, que estimula a liberagao de FSH e de LH. No entanto, a liberacdo de LH
que leva a primeira ovulacdo do ano, também requer uma contribui¢cao do ovario. O estimulo
final para a liberagdo do LH ¢é o desenvolvimento da competéncia estereidogénica dos
foliculos, que resulta em um aumento significativo das concentracdes periférica e intra-
folicular de estrogeno (Sharp, 1988; Sharp et al., 1991).

Desta forma, a retomada da atividade reprodutiva tem focado primeiramente a
secrecdo de GnRH e das gonadotrofinas (Robinson et al., 1995). Entretanto, um outro
horménio, a prolactina, também tem demonstrado ter uma fung¢do gonadotrofica em
mamiferos (Wise & Maurer, 1994; Lebedeva et al., 1998; Fitzgerald & McManus, 2000).

O trabalho de Fitzgerald & McManus (2000) demonstrou haver uma queda dos
niveis de prolactina nos meses de inverno. Em éguas tratadas com melatonina exdgena, houve
uma atenuacao do aumento sazonal da prolactina que ocorre durante os meses da primavera;
esta interferéncia ocorreu apenas durante a primavera, provavelmente porque deve ter
ocorrido uma refratariedade ao tratamento com a melatonina.

Fitzgerald & McManus (2000), além disso, também demonstraram existir uma
relagdo entre a alta concentragdo de leptina e uma grande proporcao de éguas exibindo
atividade reprodutiva durante os meses de inverno; ou seja, as ovulagdes cessam apenas
quando ocorre uma queda nas secrecdes endogenas de leptina. E as concentragdes de leptina,

por sua vez, refletem a quantidade de gordura corporal (Houseknecht et al., 1998).
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2. DINAMICA FOLICULAR DURANTE AS DIFERENTES FASES DE ATIVIDADE
REPRODUTIVA

2.1. Fase Ovulatoria

Em espécies monovulatorias, o desenvolvimento folicular pode ser dividido em
trés estagios subseqiientes: 1) inicio do crescimento do foliculo primordial; 2) recrutamento e
crescimento de outros foliculos; 3) selecao do foliculo dominante e atresia dos foliculos
subordinados.

Quando as oogodnias iniciam seu desenvolvimento, tornam-se circundadas por
células precursoras da granulosa, conhecidas também por células foliculares, e neste
momento, inicia-se o processo da foliculogénese. Os foliculos primordiais sdo caracterizados
pela presenga do oocito envolto por uma Unica camada de células foliculares achatadas
(Braw-Tal & Yossefi, 1997), e se apresentam em maior quantidade no ovario. Exames
histolégicos de ovarios de ¢éguas em atividade ciclica, revelaram a presenca de
aproximadamente 36.000 foliculos primordiais e 100 foliculos em desenvolvimento
(Driancourt & Palmer, 1984).

O desenvolvimento folicular ¢ caracterizado pela diferenciacdo e proliferacao das
células da granulosa. A formacgao de multiplas camadas de células foliculares cubicas indica a
transformagdo de foliculo primario em secundario. Acompanhando este processo estd a
formacao da zona pelucida ao redor do odcito. Foliculos primarios e secundarios sdo também
identificados como foliculos pré-antrais (Hafez & Hafez, 2000).

Os mecanismos que levam a ativacdo dos foliculos primarios e que regulam o
desenvolvimento folicular até a fase pré-antral, ndo estdo completamente elucidados, contudo,
acumulam-se evidéncias que o desenvolvimento folicular pré-antral e o inicio da fase antral
ocorrem independentemente de a¢do gonadotrdfica. Polipeptideos intra-ovarianos estdo
envolvidos na proliferagdo e na diferenciacdo celular, atuando através de um mecanismo de
controle autdcrino ou paracrino. Entre eles, os fatores de crescimento epidermal (EGF),
fibrobléastico (bFGF), semelhante a insulina (IGF), de crescimento neural (NGF), o
transformador fator-p (TGF-B), a inibina, a ativina, o ligante kit (KL), o fator inibidor de
leucemia (LIF) e os fatores de crescimento hematopoiéticos (citocinas), sdo vistos como o0s
fatores que regulam o desenvolvimento folicular na fase pré-antral e inicio da fase antral
(Findlay, 1994; Monniaux et al., 1997; Van den Hurk et al., 1997; Van den Hurk & Zhao,

2003). Além destes, acredita-se que o fator nove (9) de crescimento e diferenciagdo (GDF-9)
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e as “bone morphogenetic protein 15 e 6” (BMP-15 e BMP-6), que sdo expressos pelo odcito,
podem ser mediadores no crescimento do foliculo pré-antral (Elvin et al., 2000; Fortune,
2003). Os fatores de transcrigdo WT-1 e SF-1 também podem estar envolvidos no
recrutamento de foliculos primordiais e subsequente crescimento de foliculos iniciais (Van
den Hurk & Zhao, 2003).

Em uma recente revisao realizada por Fortune (2003) apontou-se que o FSH tem
um efeito positivo durante a fase de crescimento dos foliculos primarios, em primatas; durante
a fase de transicdo de foliculo primdrio para secundario, em roedores; e durante a fase de
desenvolvimento do foliculo secundario em primatas, vacas e roedores. Em relagdo ao LH,
mostrou-se um efeito positivo apenas em roedores.

Os esterdides também podem afetar positivamente o desenvolvimento de foliculos
secundarios e em alguns casos, até foliculos primarios sdo responsivos (Hulshof et al., 1995).

Em éguas, os foliculos desenvolvem o antro quando atingem aproximadamente
300um de didmetro. Associado a este processo, uma bainha de células, conhecidas como
células da teca, forma-se ao redor das células da granulosa. As células da teca formam duas
sub-camadas: a teca externa, constituida quase que totalmente por tecido conjuntivo; e a teca
interna, que ¢ a camada vascular. Enquanto isto, ocorre nova proliferagdo de células da
granulosa, e estas, se organizam em multiplas camadas ao redor do oocito, formando o
“cumulus oophorus”. Estes eventos indicam a transi¢cao do foliculo secundario para terciario
(Kenney et al., 1979).

Com a formacdo do antro folicular, os foliculos tornam-se dependentes de
gonadotrofinas para o seu desenvolvimento, o que ¢ evidente pela expressdo de receptores de
FSH pelas células da granulosa e de receptores de LH pelas células da teca (Webb et al.,
1999). Varios destes foliculos crescem em sincronia, estabelecendo uma onda de crescimento
folicular.

Ginther (1993 e 2000) definiu as ondas foliculares como ondas maiores e ondas
menores. As ondas maiores s3o caracterizadas pelo desenvolvimento inicial de um grupo de
foliculos que cresce rapidamente até que apenas um foliculo, ou ocasionalmente dois, torna-se
dominante sobre os outros. Estas, sdo divididas em ondas primarias e secundarias, de acordo
com o momento de sua emergéncia. Quando a emergéncia ocorre durante o cio ou no inicio
do diestro, ela ¢ chamada de onda folicular secundaria que da origem a um foliculo dominante
no diestro, que pode regredir ou, mais raramente, ovular. A emergéncia da onda folicular na

metade do diestro ¢ chamada de onda folicular primaria, e produz um foliculo dominante, que
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ird ovular durante o estro. As ondas que ndo apresentam foliculos dominantes sdo
classificadas como ondas menores.

Os ciclos estrais que apresentam duas ondas foliculares, ou seja, que apresentam
ondas primdrias e secundarias, representam menos que 30% dos ciclos (Sirois et al., 1989;
Buratini, 1997).

A concentragcdo média de FSH, associada com a onda de FSH, aumenta
concomitantemente com a emergéncia de uma onda folicular priméria na metade do ciclo
(Bergfelt & Ginther, 1993; Gastal et al., 1997), e o pico de producao de FSH, ocorre quando o
futuro foliculo dominante tem aproximadamente 13 mm de didmetro. Apdés o pico, as
concentragdoes de FSH comecam a declinar, alcancando niveis basais dias mais tarde
(Bergfelt, 1998). Este declinio est4 associado, de forma temporal, com a divergéncia folicular
(Gastal et al., 1997).

A divergéncia ¢ caracterizada pelo crescimento continuo do maior foliculo
tornando-se o foliculo dominante, e pela reducao ou bloqueio do crescimento dos demais
foliculos, tornando-os subordinados. Em espécies monovulatdrias, o termo selecdo folicular
também ¢ utilizado, e ¢ referido como o crescimento preferencial e ovulagdo de um unico
foliculo (dominante) com regressao do grupo remanescente de foliculos (subordinados)
(Bergfelt, 1998; Ginther, 2000).

De acordo com o modelo de crescimento de dois foliculos maiores delineado por
Gastal et al. (1997), o foliculo dominante surge aproximadamente um dia antes do foliculo
subordinado, mantendo seu didmetro superior até a divergéncia folicular, contudo, com uma
taxa de crescimento similar. A divergéncia no crescimento, entre o foliculo dominante e o
maior foliculo subordinado, acontece aproximadamente seis dias apds a emergéncia do
foliculo dominante e neste momento, o foliculo dominante e o subordinado apresentam 22-23
e 19-20 mm de didmetro, respectivamente.

Por causa do didmetro avantajado do maior foliculo, Bergfelt (1998) relatou que a
selecdo ocorre ou se inicia antes da detec¢do ultra-sonografica da emergéncia dos foliculos,
assim, o momento exato da selegdo ndo pode ser definido, visto que outros fatores podem
determinar qual dos foliculos se tornara sensivel a uma onda de FSH. Também ¢ salientado
que o foliculo ndo dominante conserva sua capacidade para iniciar a dominancia até apos a
divergéncia, pois quando se realiza a ablagdo do foliculo dominante, o segundo maior foliculo
inicia sua dominancia (Bergfelt, 1998). Além disso, iniciando-se o tratamento com FSH
precocemente, ocorre o desenvolvimento da dominancia por varios foliculos, demonstrando a

capacidade de pré-divergéncia dos foliculos (Squires et al., 1986).
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O estimulo necessario para o recrutamento folicular, ou seja, para a continuidade
do crescimento folicular, depende de uma elevacao das concentragdes plasmaticas de FSH.
Possivelmente, durante este recrutamento, o futuro foliculo dominante, cujo estigio de
desenvolvimento estd melhor sincronizado com o estimulo gonadotrofico, diferencia-se dos
demais foliculos e adquire a capacidade de refratariedade aos niveis decrescentes de FSH,
desencadeados por ele proprio e por supressores do desenvolvimento dos foliculos
subordinados (Fortune, 1994).

Enquanto o aumento nas concentragdes de FSH coincide com a emergéncia de
ondas maiores ¢ menores, a redugdo dos niveis de FSH coincide com o desvio nas taxas de
crescimento entre o futuro foliculo dominante e os foliculos subordinados da onda maior. O
desvio também ¢ precedido pelo aumento nas concentragdes de LH (Bergfelt, 1998; Gastal et
al., 2000).

Desta forma, o futuro foliculo dominante deve desenvolver duas habilidades: 1)
habilidade para suprimir os niveis circulantes de FSH, para diminuir as concentragdes
requeridas pelos outros foliculos e, 2) habilidade para utilizar as baixas concentragdes de FSH
para promover o seu crescimento e desenvolvimento (Ginther, 2000).

Acredita-se que a regressao dos foliculos menores ocorre devido a um efeito
direto dos fatores inibitorios secretados pelo foliculo dominante. Bergfelt & Ginther (1986)
propuseram que as secre¢des de estradiol e de inibina pelo foliculo dominante, seriam as
responsaveis pela redug@o nos niveis circulantes de FSH, que se tornariam insuficientes para a
manutencdo do crescimento dos foliculos subordinados. Ginther et al. (2000) confirmaram
esta teoria, detectando niveis mais altos de estradiol e de inibina no segundo maior foliculo
em relacdo ao terceiro, apds a ablag¢do do foliculo dominante.

De acordo com Monniaux et al. (1997), existe a participacdo decisiva de fatores
de crescimento no processo de selecao e de diferenciacdo do foliculo dominante. Os fatores de
crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGFs) e suas proteinas ligantes (IGFBPs) sdo considerados
os fatores locais mais importantes nesta fase. Foi demonstrado que ocorre um aumento na
biodisponibilidade dos IGFs no fluido folicular dos foliculos dominantes, durante a fase
terminal de seu desenvolvimento. Provavelmente, no momento da queda dos niveis de FSH,
essa maior biodisponibilidade de IGFs, cause uma maior sensibilidade das células da
granulosa do foliculo dominante e uma potencializacdo das agdes do FSH. Ginther et al.
(2000) também detectaram um aumento intrafolicular do IGF-I no foliculo destinado a

dominancia.
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Outro fator fundamental na sele¢ao folicular ¢ a alteracdo da dependéncia
gonadotrofica do foliculo dominante. Bodensteiner et al. (1996) relataram a presenca de
receptores de LH nas células da granulosa de foliculos dominantes, antes da divergéncia
folicular; por isso, sugerem existir uma participacdo do LH no mecanismo de selecao.

De acordo com Webb et al. (1999), apés ocorrer a divergéncia e a selegdo do
foliculo dominante, os foliculos subordinados sofrem atresia. A atresia ¢ um processo
irreversivel, que ocorre por morte celular através de apoptose, e que ocorre em
aproximadamente 99% de todos os foliculos em espécies monovulatorias.

Driancourt & Palmer (1984) estudando ovarios de égua retirados cirurgicamente,
indicaram também que os foliculos pequenos, e nao apenas o foliculo dominante, sao capazes
de exercer uma retroalimentacdo negativa na secrecdo de FSH. Portanto, acumulam-se
evidéncias de que os futuros foliculos subordinados sdo os responsaveis pelo declinio de seu
proprio crescimento e subseqiiente atresia.

Segundo Pierson e Ginther (1987), quando os foliculos subordinados iniciam o
seu declinio, o foliculo dominante comega a crescer rapidamente, a uma taxa de trés a cinco
milimetros (mm) por dia. O controle ultra-sonografico do foliculo dominante pré-ovulatorio
demonstrou um aumento no volume do antro e um espessamento da parede folicular
(Townson & Ginther, 1989). Em eqiiinos, o foliculo pré-ovulatorio alcanga um didmetro
superior a 35mm, e a parede pode apresentar 6 mm de espessura. Além disso, ha um aumento
nas concentragdes intra-foliculares de estrégenos, andrégenos e de inibina (Pierson & Ginther,
1987). Ha também um expressivo aumento no nimero de receptores de LH nas células da
granulosa, tornando o foliculo responsivo ao LH pituitario (Webb et al., 1999).

Em muitas espécies, a ovulagdo ocorre apds o pico de LH. Em éguas, a ovulagdo
ocorre apos uma constante e lenta elevacdo na concentragdo de LH (Ginther, 1987). Ainda
sob a acdo do estimulo de LH, o foliculo rompe-se e o oocito ¢ expelido, sendo captado pelas
fimbrias e liberado no oviduto para a possivel ocorréncia da fertilizagdo. Inicialmente, ocorre
uma hemorragia apds a ruptura folicular, determinando a formagdo do corpo hemorragico,
posteriormente, as células da granulosa e da teca sofrem luteinizagdo para formar o corpo
luteo. A partir deste momento, inicia-se a fase luteal (Hafez & Hafez, 2000).

A combinagao dos eventos, que levam a ovulacao do foliculo dominante, ¢ um
processo dinamico. Um melhor entendimento dos processos que levam ao recrutamento,
selecdo e dominancia sdo pré-requisitos para o estabelecimento de um método que promova

uma resposta superovulatoria em éguas.



29
Revisdo de Literatura

2.2. Fase Anovulatéria

Ginther (1992) divide a fase anovulatéria em trés etapas: retrocesso, inatividade e
ressurgimento, que sdo profundamente influenciadas pelo fotoperiodo.

A fase de retrocesso ¢ definida como uma reducgdo gradual da atividade ovariana
para uma condic¢do de inatividade. Esta fase ¢ caracterizada pela falha na ovulacao de grandes
foliculos em um tempo esperado, e muitas vezes ¢ referida como transi¢ao de outono. Durante
a fase de inatividade, ndo ha desenvolvimento de foliculos acima de 10 ou 15 mm de
diametro. Ja a fase de ressurgimento ¢ definida como um retorno gradual da estagcdo
ovulatéria, sendo normalmente referida como periodo de transi¢do de primavera. Muitos
autores utilizam o termo transicdo final para éguas que desenvolvem grandes foliculos

(maiores que 25 mm), mas, que ainda ndo entraram na esta¢do ovulatoria.

2.2.1. Fase de Ressurgimento ou de Transicao de Primavera

Estudos indicaram que o nimero médio de foliculos menores que 20 mm comeca
a diminuir no inicio da primavera, enquanto ocorre um rapido aumento no numero de
foliculos maiores (Ginther, 1992). Durante a fase final do periodo de transi¢cao de primavera,
os foliculos alcancam didmetros similares aos de foliculos pré-ovulatérios, porém, regridem.
Virios foliculos dominantes continuam a emergir até que um ¢ favorecido e ovula, iniciando
desta forma, a fase ovulatoria.

Um prolongado periodo, de aproximadamente 30 dias, de consideravel atividade
folicular precede a primeira ovulagdo. Durante este periodo, os foliculos que chegam a
ovulacdo, sdo maiores do que aqueles que irdo ovular na fase final (Turner et al., 1979).

Em um estudo realizado por Ginther (1990), os foliculos de 13 éguas foram
monitorados por ultra-sonografia durante o periodo de transi¢do. Sete éguas apresentaram de
uma a trés ondas anovulatorias, com foliculos dominantes de até 38mm. Os foliculos
dominantes apresentaram fases de crescimento, estatica e regressao; sendo que, ndo ocorreu a
emergéncia de uma nova onda até que o foliculo dominante atingiu a sua fase estatica. Apods a
emergéncia da nova onda, o foliculo dominante da onda anterior regride. O comprimento do
intervalo, entre as sucessivas ondas da fase de transicdo, foi de 10,8 £ 2,2 dias. As seis éguas
restantes, nao apresentaram um padrao obvio de atividade folicular, com a auséncia de ondas
anovulatdrias distintas. Nestes animais, o primeiro foliculo dominante a se desenvolver foi o

que culminou em ovulagdo. Assim, aproximadamente 50% das éguas apresentaram um
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proeminente periodo transicional, com ondas foliculares anovulatorias distintas, enquanto as
éguas remanescentes nao.

O primeiro foliculo ovulatdrio, decorrente da fase final de transi¢do, alcanca o
diametro de 20 mm antes (dia —15) do que o segundo foliculo ovulatorio (dia —10), ja da
estacdo ovulatoria. O primeiro foliculo ovulatério cresce mais lentamente que o segundo (2,6
x 3,6 mm por dia), mas alcanga um diametro maior no dia que antecede a ovulagdo (51 x 44
mm). O intervalo compreendido entre a parada do crescimento do maior foliculo subordinado
até a ovulagdo do dominante, foi mais longo durante a fase de transi¢ao (média de 9,5 dias) do
que durante o primeiro intervalo inter-ovulatério (média de 6,8 dias).

As concentracdes circulantes de LH permanecem minimas durante o anestro e
durante a maior parte do periodo de transicdo de primavera, aumentando rapidamente nos
ultimos seis ou sete dias que antecedem a ovulagdo (Freedman et al., 1979; Sharp et al., 1979;
Fitzgerald et al. 1987a). O crescimento do foliculo dominante que culminara em ovulacdo esta
associado com o aumento nas concentracdes de LH, e a freqiiéncia maxima de pulsos € o
inicio da estagdo reprodutiva parecem ocorrer mais cedo em éguas que sdo submetidas a um
abrupto aumento artificial do comprimento do dia (Fitzgerald et al., 1987a).

Durante a fase de inatividade ovariana, a freqiiéncia dos pulsos de LH ¢é de
aproximadamente um por dia, aumentando para cerca de seis pulsos por dia durante o periodo
transicional (Fitzgerald et al., 1987a; Safir et al., 1987), e para até um pulso por hora, quando
o foliculo ovulatdrio esta presente (Alexander et al., 1990).

Bour et al. (1985) relataram ser possivel induzir a ovulagdo durante a fase de
transi¢ao, quando os foliculos apresentavam 20 mm no inicio do tratamento com hCG; visto
que, sete de oito éguas ovularam apds um periodo médio, de tratamento diario, de nove dias.
Entretanto, quando o tratamento foi iniciado durante a fase de inatividade, quando os foliculos
eram menores que 15mm, apenas uma das sete €éguas chegou a ovulacao.

As ondas de crescimento folicular ocorrem durante a segunda metade do periodo
de anestro e durante os periodos de menor atividade folicular, estimuladas pelas ondas de
FSH. Contudo, o crescimento dos foliculos para um didmetro maior ou igual a 21 mm, no
inicio da fase de transi¢do, ndo foi atribuido a mudangas nas caracteristicas das ondas de FSH
(Donadeu & Ginther, 2002).

O FSH tem um papel no desenvolvimento folicular, mas outros fatores estdo
envolvidos durante a fase de transicdo. Os pulsos de LH ocorrem simultaneamente com os
pulsos de FSH durante a fase de transicdo, mas o LH ndo aumenta para promover a ovulagio

se nao for acompanhado por uma queda dos niveis de FSH (Alexander et al., 1990; Hines et
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al., 1991). O declinio nos niveis de FSH comeg¢a em média aos 16 dias antes da ovulagao, e ¢
seguido pelo declinio no namero de grandes foliculos e pelo rapido aumento do LH durante o
periodo de crescimento final do foliculo selecionado para a ovulacdo (Hines et al., 1991).
Durante o declinio do FSH, o foliculo selecionado continua o seu crescimento e a circulacao
total de inibina aumenta, indicando uma supressao do FSH pela inibina, o que leva a uma
inibicao do crescimento dos demais foliculos (Donadeu & Ginther, 2002).

Alguns estudos também evidenciam que opidides enddgenos podem estar
envolvidos na regulacdo sazonal de secregdes pulsateis de gonadotrofinas (Aurich et al., 1994;
Besognet et al., 1996).

A quantidade de LH na pituitdria durante o inverno ¢ de apenas 15% em relagdo a
quantidade encontrada no verdo (Hart et al., 1984), por isso os trabalhos postulam que o LH
responde de forma limitada a administragdo de GnRH exo6geno durante a fase transicional
(Nequin et al., 1989; Ginther, 1992). Hart et al. (1984) coletaram a regido hipotalamica e a
pituitaria de éguas em cinco diferentes intervalos do ano e verificaram que as concentragdes
de LH na pituitdria anterior variaram significativamente (p<0,001) de acordo com a estacao,
sendo igual a 15,5 = 2,7 pg LH/mg de pituitaria durante a estacdo de monta, 9,7 £ 2.4 ng
LH/mg durante a transicdo de outono, 2,3 £ 0,5 ug LH/mg durante o anestro, 2,7 + 0,4 ug
LH/mg durante a transi¢ao de primavera e 11,7 £ 1,5 ug LH/mg de pituitaria durante a
estacdo de monta seguinte.

J& a liberacdo de FSH ¢ mais complexa. Durante o inverno, a secre¢do de FSH ¢
baixa provavelmente em resposta aos baixos niveis de GnRH; porém, com uma inje¢do de
GnRH ¢ liberado muito mais FSH do que LH, porque o conteudo de FSH na pituitaria e o
numero de receptores de GnRH permanecem altos até durante o inverno (Ginther, 1992).
Ainda, a dindmica do FSH ndo depende exclusivamente do GnRH; quando éguas sdo
imunizadas contra GnRH, as concentragdes de LH sdo suprimidas para niveis ndo detectaveis,
mas, as concentragdes de FSH sdo apenas parcialmente suprimidas; ou seja, a produgdo ¢ a
secrecao de LH ¢ inteiramente dependente do GnRH, enquanto a secrecao de FSH ¢ afetado
apenas parcialmente (Garza et al., 1986).

Da mesma forma que as gonadotrofinas, as concentragdes de estradiol também
sdo minimas durante a fase de inatividade e durante o inicio da fase de transi¢do de primavera
(Oxender et al., 1977), aumentando em dez vezes no final da transi¢do ou 16 a 73 dias antes

da demonstra¢do de cio (Hillman & Loy, 1975).
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O estudo realizado por Bogh et al. (2000) demonstrou que éguas em transi¢ao
desenvolvem foliculos com capacidade de biosintese de progesterona e de estradiol. Eles
realizaram quatro aspiragdes foliculares com intervalos de trés a quatro dias, que foram
iniciadas no final da fase de anestro (dia 7 de fevereiro — Hemisfério Norte). As concentragdes
foliculares de progesterona foram em média de 7ng/ml na primeira aspiragdo ¢ aumentou
significativamente com as aspiragdes posteriores para at¢ 21 ng/ml, nivel comparado ao
encontrado em éguas ciclicas. E, as concentragdes plasmaticas de progesterona variaram de
0,2 a 0,7 ng/ml. Similarmente, a concentracdo folicular de estrogeno aumentou em seis vezes
entre a primeira e a quarta aspirago, e as concentragdes plasmaticas de estrogeno variaram de
5,5 a 35,1 pg/ml, ndo sendo alteradas com o tempo. Estes dados indicam que a capacidade
estereidogénica das células da granulosa aumenta dentro de trés dias ap0Os a primeira aspiragao
realizada durante a transicdo, possivelmente causada por uma onda endogena de
gonadotrofina em resposta a aspiracgao folicular.

Entretanto, o aumento nas concentracdes foliculares de esteroides com a
realizacdo das aspiracdes, ndo foi refletido nas concentragdes periféricas de progesterona e de
estradiol, que permaneceram a niveis abaixo de Ing/ml e ao redor de 17pg/ml,
respectivamente (Bogh et al., 2000). Isto confirma observa¢des anteriores de que a
progesterona nao ¢ detectavel, a nivel sérico, em éguas durante a fase de transicdo (Oxender et
al., 1977).

Desta forma, os grandes foliculos transicionais sdo esteroidogenicamente
incompetentes. Células da granulosa de foliculos transicionais em cultivo produzem menores
concentragdes de estradiol do que as células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios (Davis
& Sharp, 1991), e a concentragdo de estradiol e de progesterona no fluido folicular, também
sdo menores nos foliculos transicionais em relacdo aos foliculos pré-ovulatérios (Watson &
Al-zi’abi, 2002).

Watson e Al-zi’abi (2002) demonstraram que existe uma diferenga clara na
morfologia e na vascularizagdo entre os grandes foliculos coletados durante a fase de
transi¢do de primavera, e os foliculos pré-ovulatorios da estagdo reprodutiva. H4 um aumento
da vascularizagao nos foliculos pré-ovulatérios comparados aos foliculos transicionais, como
resultado do aumento do niumero e do tamanho dos vasos, e/ou aumento da tortuosidade dos
vasos. Além disso, os foliculos transicionais apresentam pequena quantidade do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), que ¢ importante para promover a angiogénese,

enquanto o VEGF aparece abundantemente nos foliculos pré-ovulatorios.
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Adicionalmente, a primeira ovulacdo do ano também ¢ afetada pela condicao
corporal (Gentry et al., 2002a) e pela idade das éguas (Vanderwall & Woods, 1990). Eguas
com baixo escore corporal apresentam menores valores de leptina, prolactina e de IGF-1
plasmatico, o que determina um profundo periodo de anestro (Gentry et al., 2002a). Eguas
idosas (> 19 anos) ovulam duas semanas mais tarde do que ¢guas com menos de 13 anos, e
demoram mais ciclos para conceber (Vanderwall & Woods, 1990).

A dieta também pode afetar o inicio da estagdo em éguas idosas. Segundo um
experimento conduzido por Carnevale et al. (1996), éguas velhas que consumiram uma dieta
de alta digestibilidade (ragdo para animais idosos), ovularam duas semanas mais cedo do que
¢guas velhas que consumiram aveia. Contudo, a alimentagdo ndo interferiu no momento da

ovulacdo de éguas jovens.

3. METODOS DE ANTECIPACAO DA ESTACAO REPRODUTIVA

Técnicas para antecipar, encurtar ou eliminar o periodo transicional incluem o
fotoperiodo artificial (Scraba & Ginther, 1985), o uso de progestagenos (Lofstedt, 1988),
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Johnson, 1986; Hyland et al., 1987),
antagonistas da dopamina (Besognet et al., 1996, 1997; Daels et al., 2000; Brendemuehl &
Cross, 2000) e o extrato de pituitaria eqiiina (Coy et al., 1999).

3.1. Fotoperiodo artificial

Em 1940 (Burkhardt, 1946) foi realizado o primeiro experimento com exposi¢ao
de éguas poneis a luz artificial. Este iniciou-se no dia primeiro de janeiro na Inglaterra, e
induziu o estro em quatro de oito éguas durante os meses de fevereiro e margo. A outra
metade das éguas ovulou em abril (correspondente ao més de outubro no hemisfério sul).

Em 1975, Kooistra & Ginther observaram que o aumento gradual do fotoperiodo
ndo ¢ essencial para estimular o inicio da estacdo reprodutiva, visto que éguas expostas a 24
horas de luz didria ovularam mais tarde do que aquelas expostas a 16 horas de luz. Também
relataram que o intervalo para a primeira ovulagdo foi significativamente mais curto para as
éguas com alguma atividade ovariana (foliculos > 15 mm) no inicio do tratamento com luz
(média de 149 dias) do que para éguas com ovarios inativos (média de 176 dias).

Scraba & Ginther (1985) utilizaram lampadas incandescentes de 200 watts em
varios experimentos ¢ determinaram que um periodo minimo de seis semanas ¢ requerido para

a efetividade do tratamento.
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Ginther (1992) reuniu algumas conclusdes em relacdo ao tratamento com o
fotoperiodo artificial: 1) um tratamento com 15 ou 16 horas de luz, natural mais artificial, ¢
igualmente efetivo para antecipar a estacdo reprodutiva; 2) os trabalhos efetuados no
hemisfério norte tiveram melhor resposta quando foram iniciados em cinco de dezembro
(equivalente ao més de junho no hemisfério sul), mas ndo apresentaram nenhuma vantagem
quando foram iniciados antes desta data; isto ¢, percebe-se uma resposta menos efetiva
quando o tratamento ¢ iniciado antes do solsticio de inverno; 3) em média, o tratamento com
luz resulta em 75 dias de antecipacdo da ovulacdo; 4) o inicio do tratamento ap6s o dia cinco
de dezembro (hemisfério norte) resulta em uma progressiva diminui¢do da vantagem; 5) apos
um periodo médio de dois meses do inicio do tratamento inicia-se a atividade folicular, e
apenas ap6s aproximadamente trés meses, ocorre a ovulagao.

Eguas com melhor condig¢io corporal e que se encontram estabuladas, ou seja, que
necessitam de uma menor demanda de energia, que recebem melhores cuidados e que estiao
expostas a temperaturas mais altas, que ¢ importante nos casos de inverno rigoroso, quando
associado ao aumento da luz artificial, aparentemente entram na estagcdo ovulatdria mais cedo

(Oxender et al., 1977; Ginther, 1992).
3.2. Progestagenos

Palmer (1979) utilizou um programa de luz seguido por um regime de 10 dias
com progestageno. A primeira ovulagdo da estacdo foi antecipada, porém o progestageno nao
pareceu adicionar nenhum efeito ao tratamento.

Em 1981, Turner et al. testaram a capacidade do altrenogest, um progestageno
sintético de uso oral, em estimular o inicio da estacdo ovulatoria. O tratamento realizado
durante 15 dias ndo suprimiu e nao estimulou o desenvolvimento de foliculos pequenos, mas,
suprimiu o desenvolvimento de foliculos maiores que 20 mm de didmetro. Portanto, o
progestageno ndo acelera o inicio da estagdo ovulatdria, mas € um instrumento 1util para ser
utilizado no periodo transicional, quando se deseja suprimir o estro e sincronizar a primeira
ovulagdo do ano. Contudo, outros trabalhos enfatizam que o altrenogest acelera a primeira
ovulacdo do ano (Allen et al., 1980; Webel & Squires, 1982; Lofstedt, 1988). O norgestomet,
utilizado para controle do estro em ruminantes, também foi testado em éguas, mas nos
trabalhos iniciais ndo suprimiu o estro efetivamente (Wiepz et al., 1988).

No Brasil, Almeida et al. (2001) testaram o implante de norgestomet (Crestar®),

(com a administracdo de norgestomet e valerato de estradiol no primeiro dia do tratamento), e
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o tratamento, via oral, com altrenogest ou com o acetato de melengestrol (MGA) em éguas
crioulas durante os meses de setembro e outubro de 1998. O periodo de tratamento com os
progestagenos foi de nove dias. Aproximadamente 86% das éguas tratadas com o norgestomet
ou com o altrenogest e 43% das éguas tratadas com 0 MGA demostraram sinais de estro. Os
dois primeiros tratamentos também mostraram-se eficazes para sincronizar o estro, sendo que
o sistema norgestomet revelou tendéncia de maior grau de sincronizagdo em relacdo ao
altrenogest. Além disso, o intervalo para a ovulagdo apdés o término do tratamento e
administracdo de um luteolitico foi menor para as éguas tratadas com o norgestomet (9,8 *
1,06 dias) e com o altrenogest ( 8,6 = 1,32 dias) em comparacdo aquelas tratadas com o
acetato de melengestrol ( 11,20 £ 1,93 dias) (p<0,05).

Posteriormente, Costa et al. (2003) também testaram o sistema norgestomet -
valerato de estradiol (Crestar®) em ¢guas Quarto-de-Milha que estavam em anestro ou diestro
prolongado. O protocolo hormonal suprimiu o crescimento folicular em 94,12% (16/17) das
¢guas durante o tratamento, porém, apenas 41,18% (7/17) apresentaram desenvolvimento
significativo apos a administracdo da prostaglandina F,,. Destas sete éguas, apenas quatro
exteriorizaram sinais de estro e somente duas destas, desenvolveram um foliculo com

diametro superior a 30 mm e ovularam.
3.3. Antagonistas da Dopamina

Estudos sobre o papel da dopamina no controle da reprodu¢do em éguas ou
garanhdes indicam que a dopamina deve estar envolvida no controle da atividade reprodutiva
em cavalos. As concentragdes de dopamina no fluido cerebroespinhal sao mais altas em éguas
durante o anestro do que durante a estacdo ovulatdria e estdo inversamente relacionadas com
as concentragdes de LH (Melrose et al., 1990).

A dopamina tem um papel na regularizagdo da secre¢do de prolactina em muitas
espécies, incluindo a eqiiina, (Besognet et al., 1997); e a prolactina, por sua vez, tem um
efeito estimulatorio direto, possivelmente sobre os ovarios (Nequin et al., 1993).

A dopamina exerce uma inibi¢do tonica sobre a atividade reprodutiva durante a
estagdo anovulatoria. Nequin et al. (1993) observaram que o aumento artificial na
concentragdo endogena de prolactina durante o anestro, através do bloqueio dos receptores da
dopamina ou pela administracdo exdgena de prolactina, resultou em um rapido aumento no

crescimento folicular.
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Besognet et al. (1997) usando dois antagonistas da dopamina, sulpiride ou
domperidone, uma vez ao dia, adiantaram o inicio da atividade reprodutiva em éguas em
anestro. As caracteristicas da secre¢do de FSH e de LH indicam que o tratamento com
sulpiride aumenta a freqiiéncia dos pulsos de FSH e de LH em éguas em anestro. O sulpiride
atravessa a barreira hematoencefalica e, entdo, pode potencialmente afetar a secregdo
hipotalamica e hipofisaria, assim como a fun¢do ovariana. Nos experimentos de Daels et al.
(2000), entretanto, o tratamento com sulpiride nao teve efeito sobre a secrecao de FSH.

Daels et al. (2000) tratou éguas em anestro com 0,5 mg/kg de sulpiride, duas
vezes ao dia, associado a um fotoperiodo artificial, e observou um intervalo para a primeira
ovulacdo mais curto nas éguas que foram tratadas com sulpiride (14,8 £ 1,9 dias), do que nas
éguas que apenas foram expostas ao fotoperiodo artificial (34,3 £ 5,5 dias). As éguas tratadas
com sulpiride também apresentaram maiores concentragdes de prolactina, que pode ter um
papel no inicio do desenvolvimento folicular e na ovulagdo. Segundo Daels et al. (2000) a
prolactina deve aumentar a sensibilidade dos foliculos aos niveis de FSH e de LH circulantes,
ou deve atuar estimulando o recrutamento inicial, ou ainda, estimular o desenvolvimento de
foliculos antrais.

Brendemuehl & Cross (2000) testaram o domperidone, que ¢ um antagonista
especifico do receptor D da dopamina, e que ao contrario do sulpiride, ndo atravessa a barreira
hematoencefalica. Oito éguas em anestro foram tratadas, a partir do dia 15 de janeiro
(Hemisfério Norte). Elas ovularam mais precocemente do que as éguas ndo tratadas, levando
em média 27 dias para ovularem (51 + 8,2° dia do ano), enquanto as éguas ndo tratadas
ovularam no 129 + 13,6° dia do ano. Além disso, a administragdo de domperidone resultou
em niveis plasmaticos mais altos de prolactina, de LH e de estrégeno; todavia, ndo houve
diferenca nas concentragdes de FSH entre as éguas tratadas e ndo tratadas.

Os resultados de Daels et al. (2000) e de Brendemuehl & Cross (2000), que nao
observaram um aumento de FSH apds a administragdo de antagonistas da dopamina, suportam

a hipdtese de que a prolactina pode ter um efeito direto sobre o ovario.
3.4. Horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

Ginther & Wentworth em 1974, realizaram o primeiro estudo envolvendo uma
administragdo diaria de GnRH em éguas que estavam na fase anovulatoria, e que resultou em
um aumento transitério do LH; j& a infusdo constante, resultou em uma libera¢do continua de

LH (Garcia & Ginther, 1975).
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A hipofise também responde ao GnRH exo6geno, aumentando a liberagao de FSH.
Uma tUnica inje¢ao em ¢éguas durante a estacdo anovulatoria, causa um aumento comparavel
aos niveis que ocorrem no seu pico, durante o ciclo estral (Evans & Irvine, 1976).

Evans & Irvine (1977) também testaram um protocolo de administragdes repetidas
de GnRH em intervalos de 10 dias, associado a administra¢ao de progesterona, € conseguiram
induzir a ovulagdo em cinco éguas (100% dos animais) que estavam na fase final da estacdo
anovulatoria.

Muitos trabalhos tem utilizado vérios tipos de regimes de administragio repetida
ou continua de GnRH e de seus agonistas, que sdo eficientes em induzir a ovulagdo em éguas
durante a estacdo anovulatoria, sendo que, a porcentagem de éguas que responde, aumenta de
acordo com a época do ano ou de acordo com o didmetro folicular no inicio do tratamento
(Evans & Irvine, 1979; Johnson, 1986, 1987; Allen et al., 1987; Fitzgerald et al., 1987b;
Hyland et al., 1987; Palmer & Quellier, 1988).

Os trabalhos de Johnson (Johnson, 1986, 1987; Johnson & Becker, 1988), nao
apenas demonstraram que o GnRH liberado em pulsos, estimula os foliculos e induz a
ovulagdo em nove a 12 dias, até em éguas na fase inativa, mas, também concluiram que a
administracao de altas doses de andlogo de GnRH pode induzir multiplas ovulagdes.

Nem todas as éguas que apresentam foliculos pequenos no inicio do tratamento
respondem, e algumas das que respondem, retornam ao estado de anestro apos o tratamento.
Hyland et al. (1987), em um primeiro experimento, trataram €guas que estavam em anestro
profundo, com mini-bombas osmoéticas de GnRH durante 28 dias; apenas trés das dez éguas
tratadas com 50ng/kg de GnRH por hora, ovularam, e, sete das dez, tratadas com 100 ng/kg
por hora. Em um segundo experimento, eles realizaram o tratamento de éguas que estavam
em anestro superficial com 100 ng/kg/hora. As éguas tratadas ovularam mais cedo do que as
éguas nao tratadas (em média, 18,62 dias contra 41,96 dias, apds o inicio do tratamento), e
também conceberam mais cedo.

Ginther & Bergfelt (1990) conseguiram que 57% das éguas, em anestro,
ovulassem num periodo de até 21 dias com a administragdo a cada 12 horas de 200pg de um
andlogo do GnRH. Nestes animais, o maior didmetro folicular observado no inicio do
tratamento, foi de 17 mm. Em um segundo experimento, concluiram que ocorre um aumento
da incidéncia das ovulagdes, conforme o diametro do maior foliculo no inicio do tratamento.
Eguas com foliculos pequenos tem uma resposta menor, e estdo mais propensas a retornar ao

estado de anestro ap0s o tratamento.
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Mais recentemente, Gentry et al. (2002b) trataram durante 28 dias, éguas que nao
estavam ciclando, com um analogo do GnRH. Eles também concluiram que a administragao
diaria do andlogo do GnRH leva a um aumento imediato das concentra¢des plasmaticas de
LH e de FSH, e que esta resposta aumenta com o tempo, indicando uma estimulagdo da

produgdo e da estocagem de gonadotrofinas.
3.5. Extrato de Pituitaria Eqiiina (E.P.E.)

Indugdes da ovulagdo também foram alcangadas com o extrato de pituitaria eqiiina
(E.P.E). Douglas et al. (1974) foram os primeiros a utilizarem o preparado gonadotrofico,
conseguindo induzir a ovulagdo em 87% das éguas poneis que estavam em anestro. O sucesso
foi confirmado posteriormente por Lapin & Ginther (1977) e por Woods & Ginther (1982),
em poneis e éguas, respectivamente.

Woods & Ginther (1982) conseguiram induzir a ovulagdo em 95% das éguas que
apresentavam, no inicio do tratamento, um foliculo maior ou igual a 25 mm. Porém, o extrato
de pituitaria foi menos efetivo, ou seja, necessitou-se de um maior niumero de dias para a
ovulacdo e um nimero menor de éguas ovulou, quando os foliculos eram menores do que 25
mm no inicio do tratamento.

Hofferer et al. (1991) relataram ter tratado éguas em anestro (P4 < 2ng/ml) com
uma dose diaria de 25mg de E.P.E., sendo que, ap6s 17,8 dias, em média, as éguas ovularam.

Coy et al. (1999) compararam o estimulo do desenvolvimento folicular, obtido
com a administragdo do Extrato de Pituitaria Eqiliina (E.P.E.), entre éguas em anestro
profundo e em transi¢do. Neste trabalho, o E.P.E. induziu a ovulagdo em apenas dois dos nove
animais que estavam em anestro; porém, oito das nove éguas tratadas no periodo transicional

(foliculo > 25mm) ovularam num periodo médio de 11,8 + 5 dias apds o inicio do tratamento.

3.6. Hormdnio Foliculo Estimulante Eqiiino (eFSH)

Recentemente, pesquisadores da Universidade do Colorado (Niswender et al.,
2004) foram os pioneiros a testar a habilidade do FSH eqiiino purificado em promover o
desenvolvimento folicular e a ovulagdo em éguas durante o periodo transicional. O tratamento
com 12,5 mg de eF SH® (Bioniche — Canad4), a cada 12 horas, foi eficiente em promover a

ovulacdo em 80% (8/10) das éguas apos 5,2 + 1,3 dias de tratamento em média. Essas oito
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éguas ovularam significativamente mais cedo (7,6 = 2,4 dias) do que as éguas do grupo

controle (39,5 £ 17,2 dias).
3.7. Outros tratamentos

Gentry et al. (2002b) testaram o hormodnio liberador de tireotrofina (TRH) em
éguas na fase anovulatdria, em conjunto ou nao, com um analogo do GnRH. As éguas tratadas
com o TRH apresentaram niveis mais altos de prolactina e do hormdnio estimulante da
tiredide (TSH), porém, ndo houve efeito benéfico em se adicionar o TRH ao tratamento com o

analogo do GnRH.

4. SUPEROVULACAO NA ESPECIE EQUINA

A manuten¢ao de receptoras que esperam por um embrido, encarece 0s programas
de transferéncia de embrides; assim, a indu¢do de multiplas ovulagdes ¢ um método
consideravel para a diminuicdo dos custos, através do aumento do numero de embrides
recuperados por doadora.

A superestimulacdo ovariana também possibilita que um numero maior de
foliculos possa ser aspirado, para a finalidade de procedimentos de Fertilizagao in vitro (FIV),
transferéncia de odcitos, transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT), inje¢do espermatica
intracitoplasmatica (ICSI) e ainda a experimentacao. Adicionalmente, sugere-se que seja
possivel aumentar a taxa de prenhez de éguas e/ou de garanhdes subférteis, pois, pela inducao
de multiplas ovulagdes aumenta-se a chance da ocorréncia de uma fertilizagdo. Além disso, o
sémen congelado eqiiino que geralmente apresenta uma baixa fertilidade, poderia ser utilizado
em parceria a um processo superovulatorio, o que hipoteticamente melhoraria as taxas de
prenhez (McCue, 1996; Squires, et al., 2003).

Apesar de classificarmos a espécie eqiiina como monovulatoria, relatos de
ovulagdes multiplas espontaneas, em determinadas racas, ndo sao raros. Ginther (1986,1992)
em suas revisoes observou uma incidéncia de 15 a 25% para a raca Puro Sangue Inglés, 13 a
15% para animais de trote, 24% para as ragas de tragdo, 8 a 10% para éguas Quarto-de-Milha
e 8% para Appaloosa. Losinno et al. (2000) relataram a ocorréncia de 38% de ovulagdes
multiplas em éguas da raga Polo Argentino; e Carmo et al. (2002) apos observarem 829 ciclos
de éguas da raca Brasileiro de Hipismo, relataram que em 53% dos ciclos ocorreram duplas

ou triplas ovulacdes.
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Squires et al. (1987a) também estudaram a ocorréncia de multiplas ovulagdes
espontaneas, € observaram que duplas ovulagdes ocorrem em um Unico ovario com a mesma
freqiiéncia que ocorrem em ovarios opostos. Contudo, um maior nimero (p<0,05) de
embrides gémeos foi recuperado quando as ovulagdes ocorreram dos dois ovarios, em
comparagdo as ovulagdes duplas unilaterais.

A indugdo de multiplas ovulacdes na espécie bovina por meio da administragao de
gonadotrofinas, como a gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG) e o hormodnio foliculo
estimulante (FSH), os quais sdo os mais utilizados, resultam em média numa recuperagao
embrionaria dez vezes maior do que no caso de uma ovulagdo unica. A gonadotrofina da
menopausa humana (hMG) e o extrato de pituitaria homodlogo ou de outras espécies como a
suina, ovina e eqiiina, também sao utilizados (Noakes, 1997).

Para a espécie eqiiina, varios protocolos foram estudados com o objetivo de se
induzir multiplas ovulagdes. A administracdo de gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG),
GnRH, imunizagdo contra inibina, FSH de origem suina e o extrato de pituitaria eqiiina
(E.P.E.) j& foram testados (Irvine, 1981; Squires et al., 1986; McCue, 1996). Em estudos mais
recentes foi utilizado com sucesso o FSH eqiiino purificado (Alvarenga et al., 2003; Machado

et al., 2003).

4.1. Gonadotrofina Coridnica Eqiiina (eCQG)

Em 1940, Day foi o primeiro a reportar o insucesso do uso da gonadotrofina
coridnica eqiiina (eCQG), antigamente denominada de gonadotrofina sérica da égua prenhe
(PMSG), na tentativa de se estimular o crescimento folicular e a ovulagdo em éguas na
estacdo anovulatoria.

Viérios estudos mostraram que o eCG, até em altas doses, ndo tem efeito sobre o
desenvolvimento folicular ou ovulagdo na égua (Allen, 1982; Ginther, 1992). E isto foi
atribuido a limitada ligacdo do eCG aos receptores de FSH ovarianos (Stewart & Allen,

1979).

4.2. Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH)

Tem sido reportado que a administragdo de GnRH induz o crescimento e a
ovulacdo de multiplos foliculos em éguas em anestro sazonal, com taxas de ovulagdo
relatadas de acordo com a dose administrada (Allen et al., 1987; Johnson, 1986,1987; Johnson

& Becker, 1988; Ginther & Bergfelt, 1990). Contudo, a administragdo de GnRH em éguas
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ciclando ndo foi efetiva para a inducao de multiplas ovulagdes (Irvine, 1981; Squires et al.,
1989). McCue (1996) acredita que esta falha do GnRH durante a estacdo ovulatoria deve-se a
retroalimentacdo (“feedback’) negativa ocasionada pela inibina secretada pelos foliculos. A
inibina impede a liberagdo do FSH pituitario, e conseqiientemente, acaba bloqueando o
crescimento de pequenos foliculos da onda folicular.

Uma tnica inje¢ao do hormodnio liberador de gonadotrofina em éguas na estagcdo
anovulatoria ou ovulatoria causa um aumento transicional nas concentragdes circulantes do
hormonio luteinizante (LH) (Ginther & Wentworth, 1974); e uma infusdo constante resulta
em uma liberacao continua de LH (Garcia & Ginther, 1975). O hormonio foliculo estimulante
(FSH) também responde a administracao exégena de GnRH. Uma tnica inje¢ao em éguas em
anestro causa um aumento comparavel aos niveis alcancados durante o pico no ciclo estral
(Evans & Irvine, 1976).

Evans & Irvine (1977) induziram a ovulagdo em cinco das cinco éguas que
estavam no final da estacdo anovulatdria, utilizando trés inje¢cdes de GnRH por dia, com um
intervalo de dez dias. A administracdo repetida ou prolongada de GnRH ou de seus analogos
também foi utilizada para induzir a ovulagdo durante a estacdo anovulatoria (Evans & Irvine,
1979; Johnson, 1986, 1987; Allen et al., 1987; Fitzgerald et al., 1987b; Hyland et al., 1987;
Palmer & Quellier, 1988).

Johnson (1986, 1987) e Palmer & Quellier (1988) utilizaram um sistema de
liberagdo pulsatil através de bombas de infusdo; Hyland et al. (1987) e Palmer & Quellier
(1988) testaram minibombas osmdticas para um liberagdo constante de GnRH natural. J4 para
os analogos, os sistemas de liberagdo testados que foram eficientes incluem os implantes de
baixa liberagdo (Allen et al., 1987) e as injegdes a cada 12 horas (Fitzgerald et al., 1987b).

As taxas de ovulacdo relatadas por Johnson & Becker (1988) foram de 1,3 £ 0,2,
29 £ 05, ¢ 3,5 £ 0,9, com a administracdo de 2, 20 e 100ng de GnRH por hora,
respectivamente. Neste estudo foram utilizadas éguas em anestro, e 0 GnRH foi administrado
através de uma bomba de liberag¢@o por um periodo médio de 11,4 dias.

Em outro estudo, éguas em anestro receberam 100, 200 ou 400pug de um analogo
de GnRH, a cada 12 h, e exibiram taxas de multipla ovulacdo de 24%, 32%, e 37%,
respectivamente, sendo que o efeito da dose ndo foi significativo. Neste trabalho também se
observou que, quando o tratamento foi iniciado quando o maior foliculo apresentava um
didmetro igual ou superior a 25 mm, as taxas de multipla ovulagdo foram mais altas (p <

0,01), de 64%, em comparagdo aquelas obtidas quando o tratamento iniciou-se quando o
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maior foliculo tinha um didmetro inferior a 25 mm (25%). Das multiplas ovulacdes obtidas,

85% foram duplas e 15% triplas (Ginther & Bergfelt, 1990).
4.3. Imunizagao contra a Inibina

A inibina ¢ um hormodnio gonadal ndo esteroide, soluvel em agua, que regula a
secrecao do FSH através do “feedback negativo” (McCue, 1996), com pouca ou nenhuma
acdo sobre a secre¢do de LH (Ginther, 1992). E um horménio glicoproteico que consiste de
duas subunidades dissimilares, alpha (a) e beta (B) (Burger & Igarashi, 1988). A principal
fonte de inibina ¢ o foliculo dominante, que através da inibi¢do da secre¢do de FSH, promove
a supressao dos foliculos menores (Irvine, 1981).

Com base neste conhecimento, foi suposto que a neutralizacdo da inibina
permitiria que as concentragdes de FSH se mantivessem elevadas durante o periodo de
selecdo folicular e preveniria a regressdo ou atresia dos foliculos pequenos, resultando em
multiplas ovulagdes (McCue, 1996).

As tentativas iniciais de imuniza¢do ativa contra a inibina em bovinos e ovinos
usaram uma proteina (antigeno) que foi parcialmente purificada do fluido folicular
(Henderson et al., 1984; Cummins et al., 1986; Price et al., 1987). Apos o isolamento e a
determinagdo da seqiiéncia de aminoédcidos da inibina, os estudos subseqiientes utilizaram
fragmentos sintéticos ou recombinantes da subunidade o da inibina como antigeno (McCue,
1996).

McCue et al. (1992) e McKinnon et al. (1992) foram os primeiros a imunizarem
éguas ciclando contra a subunidade alfa (o) da inibina, conseguindo um aumento nas taxas de
ovulagdo, de 2,8 e 2,3, respectivamente.

No trabalho de McKinnon et al. (1992), foram imunizadas cinco éguas com uma
subunidade a recombinante bovina, realizando-se duas aplicagdes com 35 dias de intervalo
entre elas, e a taxa média de ovula¢do aumentou de 1,18 para 1,86 apds a primeira injegao, e
para 2,29 apds a inje¢do de refor¢o; enquanto que as éguas controle tiveram uma taxa de
ovulacdo igual a 1,2. J4 McCue et al. (1992) imunizaram seis éguas que estavam ciclando
com cinco aplicagdes, com intervalos de trés semanas; para isso, utilizaram um fragmento
sintético da subunidade o da inibina suina. As éguas imunizadas ovularam significativamente
um numero maior de foliculos por ciclo estral (2,8) do que as éguas ndo imunizadas (1,1). As
taxas de recuperacdo embriondria (D7) também tenderam a ser maiores para as éguas

imunizadas (1,6 = 0,5) em relacdo as ndo imunizadas (0,7 = 0,2), enquanto que a porcentagem
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de recuperacdo embriondria por ovulagdo foi similar para ambos os grupos, 58% e 57%,
respectivamente.

Uma desvantagem em relacdo ao uso da imunizagdo ativa contra a inibina em
¢guas ¢ a necessidade de se realizar varias inoculagdes (McCue, 1996). Adicionalmente, a
imunizagdo ativa contra a inibina nao ¢ eficaz e nem apropriada para todas as éguas (Squires
& Seidel, 1995). Outro importante empecilho sdo as reagdes adversas que variam de um suave
edema a um abscesso, e que ocorrem ocasionalmente no local da imuniza¢do, mas, que sao
inaceitaveis para doadoras de alto valor. O efeito a longo prazo da imunizagao ativa contra a
inibina, sobre a fungdo ovariana, também nao é conhecido (McCue, 1996).

A primeira tentativa de imunizacao passiva em éguas, foi proposta por McCue et
al. (1993), utilizando plasma hiperimune contra inibina. Neste experimento, cinco éguas
foram tratadas com dois litros de plasma de éguas normais ovariectomizadas, e dez éguas
receberam dois litros de plasma anti-inibina. O tratamento foi realizado no décimo dia apos a
ovulagdo e resultou em um modesto aumento na taxa de ovulacao (1,6 versus 1,0) do grupo
tratado com o plasma hiperimune. Este estudo demonstrou que a imunizagdo passiva de éguas
com o plasma anti-inibina pode induzir a multipla ovulagdo, e entdo eliminar a necessidade do
tratamento diario com gonadotrofinas ou das prolongadas séries de inoculacdo ativa contra a
inibina. Infelizmente, a taxa de ovulagdao apos a imunizagdo passiva de éguas contra a inibina
foi menor do que apds a imunizagdo ativa. Além disso, uma égua que recebeu o plasma anti
inibina desenvolveu urticdria imediatamente apds a administragdo do plasma, e outra égua
morreu apds 44 dias da imunizagdo passiva.

Ao contrario, Nambo et al. (1998) demonstraram que a imunizagdo passiva contra
inibina poderia controlar a secre¢do de FSH e a taxa de ovulagdo em éguas. Quando as éguas
foram tratadas com anticorpo contra inibina, a taxa de ovulacdo foi significativamente maior
para os animais que receberam 100 ou 200 ml de soro anti-inibina, via endovenosa, no 12° dia
pos-ovulagdo, quando comparado ao grupo controle (3,75 e 4,5 versus 1,25), respectivamente.

Entretanto, também foram observados efeitos colaterais nos animais tratados.
4.4. Hormonio Foliculo Estimulante Suino (FSHp)

Os primeiros relatos da utilizagdo do FSH para a indugdo de multiplas ovulagdes
em éguas se referem ao uso do FSH de origem porcina, devido a sua grande disponibilidade.
Porém, os resultados com a administracao do FSH-P, duas vezes ao dia, foram insatisfatorios,

além do tratamento ser oneroso devido a necessidade de doses elevadas (Squires et al., 1986).
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A administracdo do FSH suino, duas vezes ao dia, a partir do final do diestro até a
ovulagdo resulta em uma taxa de ovulagdo de 1,2 (Fortune & Kimmich, 1993) a 1,7 foliculos
por ciclo (Irvine, 1981). Veselinovic et al. (1994) obtiveram valores intermedidrios de 1,5
ovulacdes por ciclo. Squires et al. (1986) utilizando 150 mg de FSH-P, conseguiram em
média 1,6 ovulagdes por égua. Resultado semelhante foi obtido por Sirois et al. (1992).

Na série de experimentos realizados por Fortune & Kimmich (1993), em que o
FSH-P (Folltropin®) foi aplicado duas vezes por dia, em doses de 0, 2, 4, 8, 16 ou 32 mg por
injecdo, a partir do sexto dia ap6s a ovulagdo, as taxas de ovulagcdo foram de 1,2 para os
grupos que receberam zero e dois miligramas, 1,0 para o grupo que recebeu 4 mg, 1,8 para o
que recebeu oito miligramas e 1,5 para os grupos que receberam 16 ¢ 32 mg.

As doses de FSH-P administradas para as éguas sdao aproximadamente 70 vezes a
dose normalmente utilizada para bovinos no intuito de promover multiplas ovulagdes. E como
observado, a resposta obtida com éguas ¢ muito menor daquelas reportadas para vacas. Os
ovarios das éguas entdo parecem serem pouco sensiveis ao FSH suino. Portanto, o uso do
FSH-P tem aplicagdo pratica limitada na reproducao eqiiina devido a sua baixa eficacia e alto

custo (McCue, 1996).
4.5. Extrato de Pituitaria Eqiiina (E.P.E.)

O E.P.E. tem sido o preparado mais utilizado em estudos sobre a indugdo de
multiplas ovula¢des em éguas. O E.P.E. é um preparado parcial de gonadotrofina eqiiina que
induz consistentemente ovulagdes multiplas em éguas.

O extrato de pituitaria eqiiina, utilizado nos estudos iniciais de superovulagdao em
¢guas, foi um preparado cru de gonadotrofinas feito de glandulas pituitarias eqiiinas, usando a
técnica reportada por Braselton & McShan (1970). Atualmente, a maior parte dos trabalhos
utiliza um E.P.E. obtido pelo método reportado por Guillou & Combarnous (1983), em que as
pituitarias eqiiinas sdo homogeinizadas e as gonadotrofinas sdo extraidas através de uma
solugdo de 40% de alcool etilico (etanol) e 6% de acetato de amonia. As gonadotrofinas sdao
entdo precipitadas pela elevacdo da concentragdo de etanol a 80%, a uma temperatura de —20
°C. Depois elas sdo dissolvidas em tampao fosfato, dializadas e liofilizadas. Por esta técnica
sdo extraidas aproximadamente trés a seis gramas de E.P.E. por quilograma de pituitaria
eqiiina. Este extrato contém aproximadamente 6 a 10% de LH eqiiino puro, 2 a 4% de FSH e

90% de outros componentes (relacio LH:FSH de aproximadamente 4:1). Carmo (2003),
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contudo, ap6s processamento do E.P.E. conforme descrito por Guillou & Combarnous (1983),
verificou uma relagao LH:FSH igual a 3:2.

A principio a atividade gonadotrofica da dose foi estimada por uma amostra de
ovarios de ratas superestimuladas com E.P.E., que foram pesadas e expressadas em Fevold-
Hisaw rat-units (FHRU) (Fevold, 1939). A partir da década de 90, os trabalhos referem a dose
em miligramas, mas, as constantes variagdes dos niveis de FSH e de LH presentes no
preparado dificultam a padronizacdo da dose.

O primeiro relato de éxito apos o uso do E.P.E. para a superovulacao de éguas foi
pronunciado por Douglas et al. em 1974. Eles trataram éguas pdneis em anestro com duas
injecoes diarias de E.P.E. durante 14 dias, conseguindo induzir a ovulagdo em
aproximadamente 87% (25/29) dos animais e multiplas ovulagdes (> 2) em 58%.

Em experimentos subseqiientes realizados no mesmo laboratorio da Universidade
de Wisconsin, Lapin & Ginther (1977) reportaram pela primeira vez a estimulacdo de
multiplas ovulagdes em éguas durante a estacdo reprodutiva fisioldgica. Utilizaram sete ¢guas
poneis em fase final de diestro e sete outras, dos dias um a seis do estro. As taxas médias de
ovulacdo para as éguas nas fases de diestro e de estro foram respectivamente, de 2,8 e 1,7.
Neste trabalho também foi verificado que o uso do hCG no final do tratamento com E.P.E.
reduziu significativamente o intervalo do inicio do tratamento a ovulagao.

Douglas em 1979 tratou éguas ciclando com sete injecdes de 750 Fevold-Hisaw
rat-units (FHRU) de extrato de pituitaria eqiiina durante os dias 14 a 20, obtendo uma taxa de
ovulagdo igual a 2,3 e resposta superovulatoria em 75% das éguas. Neste trabalho foram
recuperados embrides de 55,6% das éguas tratadas, contudo, houve apenas 35% de
recuperagao embrionaria por ovulac¢do, no grupo tratado.

A resposta ovulatoria ao tratamento com E.P.E. parece estar relacionada ao
tamanho folicular no inicio da administra¢do do extrato. Woods & Ginther (1982) observaram
que as éguas, em anestro, com foliculos menores que 25 mm no inicio do tratamento, tiveram
uma resposta menos efetiva na indu¢do da ovulagdo. No ano seguinte, 0os mesmos autores
(Woods & Ginther, 1983a), trabalhando também com éguas em anestro sazonal, verificaram
uma maior efetividade do E.P.E. em induzir a ovulagdo quando um foliculo maior (30-35
mm) estava presente no inicio do tratamento.

Em éguas ciclando, a superovulagdo ¢ mais eficiente quando a populagdo folicular
no inicio do tratamento com E.P.E. ¢ de um tamanho relativamente uniforme e o maior
foliculo possui menos do que 25 mm de didmetro (Woods & Ginther, 1985; Pierson &

Ginther, 1990; Dippert et al., 1992).
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Woods & Ginther (1985) através da administracdo diaria de 750 unidades de
E.P.E. a partir do 15° dia pos-ovulagdo, observaram que no 21° dia o nimero médio de
foliculos menores que 20 mm havia diminuido (p<0,01), enquanto que, o nimero médio dos
foliculos maiores havia aumentado significativamente (p<0,01) de 1,5 para 5,1 foliculos por
égua. Também concluiram que aparentemente o numero de foliculos maiores que dez
milimetros, no 15° dia, pode representar os foliculos que potencialmente irdo ovular. Estes
autores ainda averiguaram que a diferenga entre o maior e o segundo maior foliculo ¢ menor
nas éguas que apresentaram multiplas ovula¢des do que naquelas tratadas que tiveram
ovulacdes unicas (2,8 £ 0,6 versus 7,7 £ 1,5); o que foi confirmado por Squires et al. (1986).

Pierson & Ginther (1990) iniciaram o tratamento com E.P.E. em quatro momentos
diferentes, quando o maior foliculo apresentou um tamanho de 15, 20, 25 ou 30 mm. Eles
determinaram que a selecdo ocorreu quando o didmetro do maior foliculo alcangou de 25 a 30
mm, pois a administra¢cdo do E.P.E. quando o maior foliculo tinha 15, 20 ou 25 mm no inicio
do tratamento, resultou em uma resposta superestimulatoria, o que ndao ocorreu quando o
foliculo j& havia atingido 30 mm, provavelmente porque, neste momento, o estabelecimento
da dominancia por parte do maior foliculo e repressdo dos demais ja havia ocorrido.

Métodos para regularizar a atividade folicular e suprimir o desenvolvimento
folicular antes do inicio do tratamento com E.P.E. incluem o uso de progesterona e estradiol
(Pierson & Ginther, 1990; Hofferer et al., 1991) e analogos do GnRH (Dippert et al., 1992;
Scoggin et al., 2002).

Alguns estudos também tém comparado as taxas de ovulacdo resultante de
tratamentos com E.P.E. em diferentes momentos durante o ciclo estral. Woods & Ginther
(1983Db) reportaram que o tratamento nos dias 15 a 19 do ciclo resultou em uma mais alta taxa
de ovulagdo (2,9 £ 0,5 versus 1,3 £ 0,2) e com uma grande porcentagem de ¢guas exibindo
multipla ovulagdo (85,7% versus 28,7%), do que o tratamento realizado nos dias 19 a 23.
Estes autores, além de observarem nas éguas superestimuladas com E.P.E., um maior
sincronismo das ovulagdes, também verificaram taxas de ovula¢do maiores para as éguas que
receberam hCG.

Dippert et al. (1992) reportaram que quando o tratamento de 25 mg diérios de
E.P.E. foi realizado no inicio do diestro (dia cinco) com administra¢do de prostaglandina nos
dois primeiros dias do tratamento, houve aumentou do desenvolvimento folicular e da taxa de

ovulagdo, comparado ao tratamento iniciado no dia 12 apds a ovulagdo (2,9 versus 1,1).
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Relacionado ao uso do hCG para a sincronizagdo da ovulacdo em éguas
submetidas a tratamento superovulatorio, apos os relatos de Lapin & Ginther (1977) e de
Woods & Ginther (1983b), a utilizagdo do hCG passou a ser uma pratica comum.

Além das taxas de ovulagdo ja revisadas, outros trabalhos descrevem as taxas de
ovulacdo alcangadas com aplicagdes diarias de 750 FHRU: 4,6 + 0,5 (Woods & Ginther,
1984), 3,4 £ 0,3 (Woods & Ginther, 1985) e 2,2 ovulagdes por égua (Squires et al., 1986).

Posteriormente, alguns dos trabalhos que utilizaram uma aplicagdo diaria de 25
mg de E.P.E. relatam as seguintes taxas de ovulagdo: 2,2 + 0,2 (Hofferer et al., 1991), 2,9
(Dippert et al., 1992), 3,6 £ 0,7 (Rosas et al., 1998), 2,4 £+ 1,8 (Alvarenga et al., 2001) e 3,4 £
0,6 (Scoggin et al., 2002).

Dippert et al. (1994) também testou uma dose de 40 mg didrios de E.P.E., e
relatou que 92,9% das éguas tiveram multiplas ovulagdes, com uma média de 3,6 + 2,1
ovulacoes.

J& os trabalhos mais recentes, utilizando 25 mg de E.P.E. duas vezes ao dia,
relatam uma resposta de: 7,1 £ 5,1 (Alvarenga et al., 2001), 4,7 + 0,6 (Scoggin et al., 2002),
3,5 £ 1,9 (Carmo, 2003) e de 3,4 + 1,5 ovulagdes por égua (Machado et al., 2003), porém,
com uma baixa taxa de recuperacdo embriondria por ovulagdo, 49%, 43,2%, 37,8% e 26%,

respectivamente.

4.5.1. Recuperacdo embrionaria e taxa de prenhez

Apo6s Douglas (1979), Woods & Ginther (1982 a 1984) e Woods et al. (1982)
foram os primeiros a reportarem dados referentes a colheita de embrides. Em 1984 estes
autores verificaram que o tratamento com E.P.E. resultou em um maior (p<0,01) nimero de
embrides recuperados por égua, em comparacdo ao grupo controle (2,9 contra 0,7); sem
modificacdo da taxa de coleta de embrido por ovulacdo (0,6 contra 0,7). Todavia, apds a
transferéncia dos embrides oriundos da superovulagdo, eles verificaram uma reducdo da
sobrevivéncia, pois apenas nove gestacdes (47%) foram constatadas apos a transferéncia de
19 embrides, em comparagdo a sete gestagoes apds a transferéncia de oito embrides (88%) do
grupo controle. Entdo concluiram que houve uma reducgdo da viabilidade de embrides de sete
dias, oriundos de multiplas ovulacdes. Contudo, Squires et al. (1987b) demonstraram que as

taxas de prenhez de embrides coletados de éguas superovuladas e transferidos para receptoras
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foram similares as taxas de prenhez de embrides obtidos de éguas que ovularam
espontaneamente.

Esta sugestdo de que embrides oriundos de animais submetidos ao tratamento
superovulatério s2o menos competentes para se desenvolver, do que embrides de animais nao
superovulados, também ¢é discutida na espécie bovina (Elsden et al., 1976; Hyttel et al., 1991;
Armstrong, 1993).

Dippert et al. (1992) recuperaram um numero similar de embrides das éguas
tratadas com 25 mg de E.P.E. a partir do quinto dia apos a ovulagdo (1,2) ou a partir do 12°
dia, com (0,9) ou sem (1,0) um implante de buserelina (analogo de GnRH), colocado no dia
da ovulagdo; assim como no grupo controle (0,9). Porém, o tratamento com 40 mg diarios de
E.P.E., a partir do 5° dia apds a ovulagdo, resultou em uma recuperagdo maior (p<0,05) de
embrides por égua (2,0 + 1,8) em comparagdo ao grupo ndo tratado (0,7 £ 0,5), mas com taxas
similares de recuperagdo embrionaria por ovulagdo, 57,1% e 62,5% (Dippert et al., 1994).

Alvarenga et al. (2001) foram os que alcangaram a melhor taxa média de
recuperagao embriondria por égua (3,5) até o momento, utilizando duas aplicagdes diarias de
25 mg de E.P.E.; entretanto, a taxa de recuperacdo em relacdo ao numero de ovulacdes foi
baixa (49%). Os trabalhos subseqilientes, que utilizaram a mesma dose e freqiiéncia de
administracdo, relataram uma recuperacdo embriondria por égua e por ovulacdo,
respectivamente de 2,1 e 43,2% (Scoggin et al, 2002), 1,2 e 30,2% (Carmo, 2003) e, 1,0 e
26% (Machado et al., 2003).

Por isso, as baixas taxas de fertilizacdo, ou completa auséncia de fertilizagdo,
continua a ser um dos maiores fatores limitantes nos procedimentos de superovulagdo em
bovinos e outras espécies (Armstrong, 1993). As falhas na fertilizagdo tém sido atribuidas a
anormalidades na maturagdo de oocitos (Moor et al., 1985) e a assincronia entre os eventos de
maturacdo do odcito e do foliculo (Loos et al., 1991), incluindo o tempo de ovulacio
(Callesen et al., 1987) como uma conseqiiéncia do estimulo hormonal. O efeito deletério dos
altos niveis de LH foi observado por Donaldson & Ward (1986) em vacas superovuladas
utilizando farmacos com altas concentragdes de LH.

Entretanto, mesmo com os relatos de baixos indices de recuperagdo embrionaria
por ovulagdo, e das inferiores taxas de prenhez de receptoras que receberam embrides
provenientes de tratamentos superovulatorios, o saldo final da taxa de prenhez, por doadora
superestimulada, € maior do que para as éguas com ovulagdes unicas.

Outro componente deste problema ¢ a deficiéncia no transporte espermatico em

animais superovulados, que resulta em um reduzido nimero de espermatozoides nos ovidutos
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no momento da fertilizacdo (Hawk, 1988). Elsden & Seidel (1995) também propdem uma
possibilidade mais remota de que os altos niveis de progesterona produzidos poderiam alterar
o transporte de espermatozdides e dvulos.

Outra anormalidade em animais superovulados que pode ser relatada ¢ a
aceleragdo do desenvolvimento folicular durante o periodo pré-ovulatério, com a ovulagao
ocorrendo antes que os foliculos atinjam um crescimento ¢ desenvolvimento suficiente para o
completo processo de maturagcdo das células da granulosa ou do oocito (Armstrong, 1993).
Driancourt & Fry (1992) observaram em ovelhas que os foliculos estavam pequenos quando
ovularam, sendo que o PMSG resultou em um numero variavel de células da granulosa, ¢ o
FSH, um menor numero de células da granulosa por foliculo ovulatorio, em comparacao ao
controle ndo estimulado. Estes efeitos podem contribuir para deficiéncias do corpo luteo
incluindo a luteodlise prematura que tem sido reportada como causa da falha de recuperacgao
embrionaria em uma certa percentagem de cabras (Armstrong et al., 1983) e ovelhas (Schiewe
et al., 1990) superovuladas.

Na espécie eqiiina, ndo estd bem claro se a pobre recuperacao de embrides a partir
de éguas superovuladas ¢ devido a falha dos foliculos para se desenvolver e ovular, ou um
problema da luteinizagdo, ou ainda falha dos oécitos para entrarem no oviduto e serem
fertilizados (Dippert et al., 1994).

Lapin & Ginther (1977) encontraram 24 corpos liteos em seis éguas que foram
previamente tratadas com doses superestimulatorias de gonadotrofinas, inseminadas e que
foram entdo necropsiadas trés ou quatro dias apos as ovulacdes. Somente 14 dos corpos luteos
mostraram tracos na fossa da ovulacdo. Ainda, lavados dos ovidutos das éguas produziram
apenas seis embrides e um odcito. Entdo, a inabilidade de todos os foliculos pré-ovulatorios
alcangarem a fossa da ovulacdo e o distirbio da maturacdo dos odcitos, pelas grandes
quantidades de LH contidas nas altas doses de E.P.E. administradas durante a fase de
crescimento folicular, podem ser uma explicagao da baixa taxa de recuperagdo embrionaria.

Dippert et al. (1994) removeram ovarios e ovidutos de éguas superovuladas apos
dois dias da ultima ovulagdo, e determinaram que mais de 90% dos corpos lateos formados
sdo provenientes de ovulagdes e ndo de luteinizacdes. Apds lavagem dos ovidutos, eles
recuperaram uma média de 1,0 e 1,6 odcitos por oviduto nas €guas tratadas e ndo tratadas,
respectivamente.

Alvarenga et al. (2001) relataram que um grande nimero de ovulacdes resultou

em corpos lateos funcionais, devido ao aumento nas concentracdes de progesterona, e
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também nao observaram diferenca na taxa de recuperagdo de odcitos para éguas tratadas uma
ou duas vezes por dia com E.P.E.

Bézard et al. (1995) realizaram pungdes foliculares entre 34 e 35 horas apds a
inducdo das ovulagdes em éguas poneis, tratadas com 0,75 mg de E.P.E. uma vez ao dia, € em
éguas controle. Nao observaram diferenga significativa na taxa de recuperacdo de o6citos, por
foliculo puncionado, entre as éguas do grupo controle (79%) e as tratadas (61%). Porém, o
nimero de odcitos por ciclo foi significativamente menor para o grupo controle em relagao ao
tratado, 0,66 e 1,17 odcitos, respectivamente.

Scoggin et al. (2002) aspiraram via transvaginal todos os foliculos pré-ovulatorios
para a recuperacao dos odcitos, e também nao observaram nenhuma diferenga na porcentagem
de odcitos recuperados por foliculo aspirado, entre o grupo tratado com GnRH e E.P.E. ou

apenas com E.P.E.

4.5.2. Efeito da freqiiéncia e dose de administracao

Como ja pronunciado, Douglas et al. (1974) foram os primeiros a reportarem o
sucesso do uso do E.P.E., administrado duas vezes ao dia, para a superovulacdo em éguas na
fase de anestro sazonal; e como posteriormente Douglas, em 1979, alcancou resultados
similares com uma aplica¢do didria de 750 Fevold-Hisaw rat-units (FHRU) em éguas que
estavam ciclando, os protocolos utilizados desde entdo, para a indugao de multiplas ovulagdes
em éguas, consistiram de apenas uma aplicacao diaria de E.P.E.

Somente em 1999 e 2001, Alvarenga e colaboradores relataram uma melhor
resposta superovulatoria com duas aplicagdes didrias de E.P.E. em comparag¢do a uma Unica
administracdo diaria de E.P.E., em éguas na estacdo ovulatéria. Neste experimento eles
alcancaram, em média, um maior nimero de ovulagdes nas éguas tratadas com duas
aplicagdes diarias de 25 mg de E.P.E. (7,1 £ 5,1), do que para aquelas tratadas apenas uma
vez ao dia (2,4 £ 1,8). O numero de embrides recuperados por égua também foi
significativamente superior para o grupo que recebeu duas aplicagdes didrias (3,5 versus 1,6).
Contudo, a taxa de recuperacdo embriondria por ovulagao foi similar entre os grupos tratados
duas ou uma vez diariamente, 49% e 68%, respectivamente.

Em um estudo subseqiiente no laboratdrio da Universidade do Colorado, Scoggin
et al. (2002) determinaram se o efeito responsavel pelo aumento da resposta ovariana e
producdo de embrides estava relacionado ao aumento da dose ou da freqiiéncia do tratamento

com E.P.E. Neste experimento, 40 éguas foram divididas aleatoriamente entre os quatro
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grupos de tratamento. As éguas do grupo (1) receberam 25 mg de E.P.E. uma vez ao dia, do
grupo (2) 50 mg de E.P.E. uma vez ao dia, do grupo (3) 12,5 mg de E.P.E. duas vezes ao dia e
do grupo (4) 25 mg de E.P.E. duas vezes ao dia. O tratamento foi iniciado em todas as éguas,
no quinto dia apds a detec¢@o da ovulagdo, e elas receberam uma dose de prostaglandina Fy,.
O tratamento foi suspenso quando metade da populacdo folicular alcangou 35 mm de
diametro, e entdo administrou -se hCG. As éguas que receberam 50 mg de E.P.E. uma vez ao
dia, desenvolveram um maior numero de foliculos pré-ovulatorios (5,9 £+ 1,1) do que os outros
grupos tratados com E.P.E. (grupo 1 = 3,6 £ 0,8; grupo 3 = 3,6 + 0,6; grupo 4 = 4,3 £ 0,8).
Um maior nimero de ovulagdes foi detectado nas éguas que receberam 25 mg duas vezes ao
dia (4,7 £ 0,6) do que naquelas que receberam 25 mg (3,4 £ 0,6) ou 12,5 mg (3,4 + 0,8), uma
vez ao dia. Contudo, mais embrides (p = 0,04) foram recuperados no grupo que recebeu 12,5
mg duas vezes ao dia, comparado aquele que recebeu 25 mg uma vez ao dia; e a porcentagem
de recuperacdo embriondria por ovulacdo foi maior também para o grupo que recebeu 12,5
mg de E.P.E. duas vezes ao dia, em comparagdo aos demais. Portanto, os resultados indicaram
que as éguas tratadas com uma maior dose didria tiveram uma melhor resposta ovariana,
enquanto que o aumento da freqiiéncia do tratamento, mas ndo necessariamente a dose,
melhorou a coleta embrionaria por égua e por ovulacao.

Apesar de grande parte dos protocolos utilizados em bovinos utilizar tratamentos
com duas aplicag¢des diarias de FSH em doses decrescentes (Monniaux et al., 1983), apenas
em 2002, Scoggin et al. avaliaram a eficacia de um método similar em éguas. Neste
experimento, eles iniciaram o tratamento com 35 mg de E.P.E. duas vezes ao dia, e entdo
diminuiram a dose em 10 mg por dia, até alcangar a dose de 10 mg. O nimero de foliculos
maiores ou iguais a 35 mm, ¢ o numero de ovulagdes por égua foi de 4,0 e 3,3
respectivamente. O percentual de éguas com no minimo duas ovulagdes foi de 88,9%, o
nimero de embrides recuperados por égua foi de 2,3, o percentual de embrides recuperados
por ovulacdo foi igual a 60%, sendo que, este indice ndo foi superior ao grupo controle ndo
tratado (41,7%).

Carmo (2003) também estudou o efeito do uso de doses decrescentes sobre a
resposta superovulatoria e a recuperagao embriondria. Foi utilizada uma dose inicial de 40 mg
de E.P.E. a cada 12 horas, e as doses subseqiientes tiveram uma diminuicdo de cinco
miligramas por dia. O nimero médio de ovulagdes (5,0 £ 2,2), o nimero médio de embrides
recuperados por égua (1,8 £ 1,3) e o percentual de recuperagdo por ovulagdo (37,8%), ndo

diferiu em relagdo ao grupo tratado com uma dose constante de 25 mg.
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4.5.3. Efeito de repetidas estimulagdes

Estudos especificos sobre os efeitos da administracio de E.P.E. em ciclos
sucessivos sdo escassos. A maioria dos relatos em que se utilizou mais de um ciclo estral diz
respeito a utilizagdo de dois ciclos intercalados por um ou dois ciclos sem tratamento; nestes
casos, ndo foi encontrada diferenga na resposta superovulatoria de éguas entre os tratamentos
realizados nos dois ciclos (Woods & Ginther, 1985; Palmer et al., 1993; Carmo, 2003).

Palmer (1985) realizou repetidos estimulos com E.P.E. por até seis ciclos
sucessivos durante a estagcdo ovulatoria e ndo observou alteragdo nas taxas de ovulagao.

Hofferer et al. (1991) verificaram apenas uma tendéncia da taxa de ovulagdo da
segunda onda ser melhor do que a taxa do primeiro ciclo tratado (3,2 versus 2,2 ovulagdes por
é¢gua; p = 0,07). Também concluiram que a interrup¢do do tratamento por sete dias apos a
primeira onda ovulatéria ndo se mostrou necessaria para se obter uma segunda onda, porém,

promoveu uma melhor sincronizagao das ovulagdes subseqiientes.

4.5.4. Adigao de somatotrofinas

Hofferer et al. (1991) avaliaram o efeito da adi¢do de 0,25 mg do hormdnio do
crescimento suino (GH) ao tratamento superovulatério com E.P.E. em éguas ciclando. Eles
reportaram uma taxa de ovulacdo média de 2,2 ovulacdes para as éguas tratadas apenas com
E.P.E., comparada com 2,3 ovulagdes para o grupo tratado com E.P.E. mais o GH. Portanto, a
adicdo do hormdnio ndo representou nenhum aumento aparente da efetividade do tratamento
com E.P.E.

Bruck & Lehn-Jensen (1997) propuseram utilizar a somatotrofina eqiiina com o
intuito de aumentar a producao do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), que
tem a finalidade de estimular o desenvolvimento folicular. Os autores ndo observaram
aumento do didmetro folicular e nem alteracdes dos niveis de estradiol, progesterona e

horménio luteinizante, durante e imediatamente apds o tratamento.

4.6. Hormonio Foliculo Estimulante - eqiiino (eFSH)

Recentemente, o uso do FSH purificado de origem eqiina tem sido descrito. Em
1993, Hofferer et al. foram os primeiros a testar um FSH eqiiino separado por cromatografia.
Eles descreveram um procedimento de purificagdo utilizando a cromatografia de interagao

hidrofobica sobre uma matriz de sefarose para a separacao das fracdes de FSH e de LH, e
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reportaram que o preparado continha aproximadamente quatro vezes mais FSH que LH.
Entretanto, com este protocolo de separagdo, os autores ndo conseguiram uma melhora na
taxa de ovulagdo em comparagdo ao extrato de pituitaria cru.

Palmer et al. (1993) conseguiram uma taxa de ovulagdo de 2,8 + 0,4 por ciclo,
mas ndo melhoraram a taxa de produc¢do embriondria (0,6 embrides por égua), com uma
fracdo de eFSH contendo 12,5% de FSH e 3% de LH. Eles concluiram que a fertilidade por
ovulacdo diminuiu nas éguas superovuladas (20%) comparado com os ciclos controle (60%).
Para estes resultados, eles pronunciaram trés hipdteses para explicar a reducao da fertilidade:
a) falha do foliculo em liberar o o6cito no momento da ovulacdo; b) producdo de odcitos de
baixa qualidade que ndo podem ser fertilizados, e c¢) fertilizagdo normal seguida por uma
morte embriondria precoce.

A administragdo diaria de 750ug de FSH eqliino purificado, ndo modificou o
tempo de crescimento folicular, mas, aumentou a taxa de ovulagdo, 1,59 versus 1,09 do grupo
controle, e induziu duplas e triplas ovulagdes em 50% dos ciclos (Remy et al., 1997). Em
relagdo a recuperacdo embriondria, a taxa por coleta tendeu a ser maior apds o tratamento
(0,47 versus 0,19), mas, em relacdo ao nimero de ovulagdes, ndo diferiu (0,26 para eFSH e
0,22 para o controle).

Os trabalhos que fornecem os melhores resultados baseiam-se na administragdo de
uma dose didria de 25 mg de eFSH, em uma unica aplicacdo (Rosas et al., 1998) ou
fracionada em duas aplicagdes (Alvarenga et al., 2003; Machado et al., 2003).

Rosas et al. (1998) compararam a eficidcia da administracdo diaria de 25 mg de
uma fracdo enriquecida do hormoénio foliculo estimulante eqiiino (feFSH) com o extrato de
pituitaria eqiiina, comec¢ando no sexto dia pds ovulacdo. O numero de aplicacdes (7,6 versus
8,0), o intervalo entre o inicio do tratamento e a primeira ovulagdo (10,4 versus 10,2), a
proporcao de éguas com multiplas ovulagdes (0,8 versus 0,8), e o nimero médio de ovulagdes
por égua tratada (4,6 versus 3,6) foram similares entre os dois tratamentos (feFSH versus
E.P.E., respectivamente). Porém, os dois tratamentos tiveram significativamente mais
ovulagdes que o grupo controle ndo tratado, que apresentou apenas uma ovulacao por égua.

Em relacdo a recuperagdo embrionaria, os dois tratamentos foram efetivos e
similares, recuperando-se dois embrides por égua, em comparagdo aos 0,4 embrides para o
grupo controle. Mas, a propor¢ao de embrides recuperados por ovulacdo ndo foi afetada pelos
tratamentos, visto que recuperou-se 0,36, 0,53 e 0,4 embrides por ovulacdo para os grupos

tratados com feFSH, E.P.E. e controle, respectivamente.
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Machado et al. (2003) também compararam o tratamento superovulatorio
realizado com duas aplicagdes diarias de 25 mg de E.P.E., ou com duas aplicagdes diarias de
12 mg de FSH eqiiino, iniciado no nono dia do diestro. No sétimo e oitavo dia pds-ovulagao,
as éguas de ambos os grupos receberam uma dose de PGF,,. O numero de ovulagdes por égua
foi semelhante nos dois tratamentos, 3,4 e 4,2 para os grupos que receberam E.P.E. ¢ FSH
eqiiino respectivamente, mas superiores ao grupo controle nao tratado. O nimero de embrides
recuperados por égua também foi semelhante entre os dois grupos, mas apenas o tratamento
com FSH eqiiino obteve recuperagdo superior ao grupo controle: 2,2 embrides por égua para o
grupo FSH, 1,0 para o E.P.E. e 0,4 para o grupo controle. A taxa de recuperacdo embrionaria
por ovulagdo e a taxa de crescimento folicular ndo diferiram entre os dois grupos tratados e o
controle.

Alvarenga et al. (2003) confirmaram os dados de Machado et al. (2003) ao
superestimularem éguas com duas injecdes diarias de 12 mg de FSH eqiiino purificado,
obtendo quatro ovulagdes e dois embrides em média por égua.

Recentemente, Niswender et al. (2004) testaram o FSH eqiiino em éguas durante o
periodo transicional e conseguiram em média 2,5 * 1,7 ovulacdes por égua, sendo que 62,5%

(5/8) das éguas que ovularam apresentaram multiplas ovulagdes (> 2 ovulagdes).
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Os objetivos deste experimento foram:

Avaliagao da eficacia do Hormdnio Foliculo Estimulante eqiiino (eFSH) exogeno na
antecipacdo da esta¢do reprodutiva em fémeas eqiiinas doadoras de embrides, que

encontram-se na fase transicional de primavera;

Averiguacao da propriedade do eFSH em induzir uma resposta superovulatéria em

éguas na fase de transi¢do de primavera,

Acompanhamento do desenvolvimento folicular das éguas submetidas ou nao ao

tratamento com eFSH;
Determinacdo da concentracdo sangiiinea de progesterona, no dia da coleta de
embrides, em animais submetidos a um processo superovulatério ou com ovulagdes

unicas;

Certificacdo da viabilidade de embrides eqiiinos oriundos de um tratamento

superovulatorio;

Verificar a continuidade da ciclidade apds o tratamento com eFSH.
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1. ANIMAIS

1.1. Selegdo e Manejo das Eguas

Foram utilizadas 21 éguas mesticas e 07 éguas da raga Mangalarga, de 3 a 15
anos, que apresentavam bom estado corporal e peso compreendido entre 300 e 500 kg.

O aparelho reprodutivo das éguas, ttero e ovarios, foi examinado por palpagio
retal e ultra-sonografia previamente ao inicio do experimento. Todos os animais encontravam-
se na fase de anestro ou no inicio da fase de transi¢cdo de primavera (foliculos menores que 25
mm) e ndo apresentavam qualquer alteracdo detectdvel por estes exames, que determinasse
um quadro de subfertilidade ou de infertilidade.

As éguas foram mantidas sob sistema de criagdo extensiva em piquetes de pasto
nativo, tendo livre acesso a bebedouro coletivo e a suplementagdo mineral. Diariamente cada
¢gua recebeu 2 kg de racdo peletizada, formulada para animais em manutencao, apresentando

12% de proteina bruta em sua composicao.

1.2. Garanhao

Foram utilizados os ejaculados de um tinico garanhio da raga Arabe, de 19 anos
de idade, com fertilidade comprovada. O garanhido permaneceu durante todo o experimento
no Departamento de Reprodu¢cdo Animal, na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Botucatu, SP.

1.2.1. Coleta e avaliagdo seminal

O sémen foi colhido através de uma vagina artificial modelo Botucatu (Papa &
Alvarenga, 1987), sendo imediatamente avaliado sobre os seguintes aspectos: volume (ml),
motilidade total subjetiva (%), concentragio (10%/ml), pH, osmolaridade (mOsm) e exame da
integridade da membrana plasmatica através do teste osmético (%) (Dell’Aqua et al., 2002) e
da coloragdo supravital. As avaliagdes dos ejaculados foram condizentes com um sémen de

boa qualidade.
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2. FASE EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido durante os meses de setembro a dezembro de 2003,
no setor de Eqiiideocultura, da Fazenda Edgardia, pertencente a UNESP, no municipio de
Botucatu (Latitude 22°52’S; Longitude 48°27°W; Altitude 825m), estado de Sio Paulo.

Os ovarios e o utero das éguas eram escaneados diariamente, pela manha, com
auxilio de um ultra-som Pie-Medical, modelo 450 com transdutor lincar de 5,0 MHz. Uma
vez detectado ao menos um foliculo, de diametro médio de 25 mm, as éguas eram destinadas,

alternadamente, a um dos dois grupos experimentais: controle ou tratamento.
2.1. Grupo Controle

O grupo controle foi composto por 14 éguas que encontravam-se no periodo de
transicdo de primavera. O primeiro dia da detec¢do de um ou mais foliculos de 25 mm foi
determinado como sendo o primeiro dia do controle para a égua em questdo. A partir deste
momento, o desenvolvimento folicular foi acompanhado com intervalo méximo de 72 horas
até que fosse observado um foliculo com diametro igual ou superior a 30 mm, quando entio o
acompanhamento folicular tornou-se diario.

As éguas foram inseminadas artificialmente, pré — ovulagdo, em dias alternados, a
partir da detec¢do de um foliculo com didmetro igual a 35 mm e até o momento em que fosse
certificada a ovulagdo. Utilizou-se sémen fresco, diluido na proporcdo de 1:1 em meio
extensor a base de leite desnatado (K75)', desenvolvido pelo Departamento de Reproducio
Animal — FMVZ — UNESP/ Botucatu. A dose inseminante continha no minimo 500 x 10° de
espermatozdides moveis.

Com o objetivo de se induzir a ovulacdo, a partir da detec¢dao do foliculo pré¢ —
ovulatério (= 35 mm) e da observa¢ao de edema uterino apropriado, foi administrado, via
endovenosa, 2.500 UI de gonadotrofina corionica humana (hCG) (Vetecor — 5000 UI®).

O dia da deteccao da ovulagdo foi determinado como dia zero (DO).

! Papa, F.O. (Departamento de Reprodugdo Animal, FMVZ, UNESP — Campus de Botucatu). Trabalho nio
publicado, 2003.
2 Vetecor 5000U1 ®- Laboratorios CALIER do Brasil Ltda, S.P.
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2.2. Grupo Tratamento

Igualmente ao grupo controle, o grupo tratamento foi formado por 14 éguas de
caracteristicas ja relatadas. A partir da detec¢do de um ou mais foliculos com didmetro
minimo de 25 mm, iniciou-se o tratamento com Hormoénio Foliculo Estimulante Eqiiino
(eFSH®Y’, ¢ este dia foi denominado como o primeiro dia de tratamento.

Os animais foram tratados com 12,5 mg de eFSH®, via intramuscular, duas vezes
por dia, sendo que a primeira aplicagdo do dia foi realizada em horario compreendido entre
7h30 e 8h30 da manha, e a segunda aplicacdo entre 17h e 18h. Este protocolo experimental
foi executado até que a maioria dos foliculos atingisse um tamanho pré - ovulatério (= 35
mm); momento em que se suspendeu a aplicagio do eFSH® ¢ instituiu-se tratamento para a
inducdo da ovulacao, com a aplicagdo de 2.500 UI de hCG, via endovenosa.

A partir da indugdo da ovulacdo, as éguas foram inseminadas com intervalo
maximo de 48 horas. Assim como no grupo controle, utilizou-se sémen fresco diluido, na
proporcao de 1:1 em meio extensor a base de leite desnatado (K75). A dose inseminante
continha no minimo um bilhdo (1.000 x 10°) de espermatozdides moveis.

O acompanhamento da dindmica do(s) foliculo(s) foi efetuado diariamente por
ultra-sonografia até a deteccdo da(s) ovulagao (des), e o dia da ovulagdo foi determinado de

dia zero (DO).

2.3. Método de recuperagdo embriondria

A recuperacdo embriondria foi realizada entre o sétimo (D7) e oitavo (D8) dia
apos a detecgdo da ovulacdo, para os animais de ambos 0s grupos.

No dia da coleta do(s) embrido (des) as éguas foram examinadas por palpacgao
retal, determinando-se as condi¢des de tensdo uterina e cervical, ¢ realizou-se exploracao
ultra-sonografica via transretal do utero e ovarios, para se avaliar o aspecto do utero e do(s)
corpo(s) luteo(s), e para se detectar a possivel presenca de foliculos de diestro.

Posteriormente, mantendo-se as éguas devidamente contidas em tronco de
palpacdo, a regido perineal das mesmas foi higienizada com agua e sabao.

Para o procedimento da técnica de coleta dos embrides utilizou-se uma sonda de

Foley modelo Bivona®*. Apos a introducio via transcervical, com mio enluvada, o balonete

3 eFSH — Bioniche Animal Health Inc., Canad4 (www.equinefsh.info)
* Bivona Medical Technologies, Gary, IN, EUA.
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(“cuff”) localizado no apice da sonda foi inflado com 45 ml de ar, de forma a ficar fixado na
abertura cervical e impedir o refluxo do meio infundido no utero. Realizou-se a infusdo de um
litro, por lavado uterino, de solugio de Ringer com Lactato de Sédio’ (Alvarenga et al., 1993)
aquecido a 37°C, o qual foi drenado do ttero por gravidade, passando por um filtro de
embrides de 75um. Realizou-se um total de trés e quatro lavados uterinos nas éguas do grupo
controle e tratamento, respectivamente.

Apo6s a realizagdo dos lavados o conteudo do filtro foi substituido por uma
solucdo de manutencdo DPBS modificado® (solugdo salina fosfatada tamponada de Dulbecco-
modificado), com o intuito de fornecer aos embrides um melhor ambiente enquanto fosse
realizado o rastreamento dos mesmos. Em seqiiéncia, o contetido do filtro foi transferido para
uma placa de Petri 100 x 20 com o fundo demarcado e o filtro foi lavado com 20 ml de DPBS,
utilizando uma pressdo, que foi realizada com auxilio de uma seringa de 20 ml conectada a

uma agulha 30 x 10, de modo a remover todo o conteudo do filtro para dentro da placa.
2.4. Avaliacao e classificacdo embrionaria

O rastreamento dos embrides foi realizado com auxilio de um microscopio
estereoscopico (lupa) sob aumento de 10 vezes, e a classificacdo embriondria utilizando-se
aumento de 40 vezes. Ap6s a identificagdo, os embrides foram transferidos para uma solugao
de HAM F-10 modificado com BSA’, e nesta, eles permaneceram até o momento das andlises
posteriores. A identificacdo do estagio de desenvolvimento e a classificagdo embrionaria
foram realizadas conforme McKinnon & Squires (1988).

A imagem dos embrides foi obtida e fotografada mediante microscéopio invertido,

com o intuito de se realizar uma posterior mensuragao.
2.5. Analise da viabilidade embrionaria

Embrides, de ambos os grupos, foram incubados em solugdo de DPBS com 0,4%
de BSA, acrescida de 125pug/ml de sonda fluorescente iodeto de propideo (IP)* durante 10
minutos. Em seguida, foram transferidos para uma gota, sobre lamina histolégica, contendo

solugio de 10ug/ml de HOECHST 33342°, sendo cobertos por laminula e examinados

5 J.P. Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto, S.P.

% Nutricell Nutrientes Celulares Ltda, Campinas, S.P.

7 Nutricell Nutrientes Celulares Ltda, Campinas, S.P.

§ Jodeto de Propideo — Sigma Chemical CO., St. Louis, USA.

? Bisbenzimide 33342 10mg/ml — Sigma Chemical CO., St. Louis, USA
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imediatamente em microscopio invertido de fluorescéncia Leica® (filtro azul 535 e 617 nm).
Os blastdmeros que fluoresceram coloragdo azul, foram aqueles corados pela solucdo de
HOECHST ¢ foram considerados viaveis, em virtude da coloragao dos cromossomos; e 0s
blastomeros que fluoresceram vermelho, foram corados pela solucdo de IP e foram
considerados inviaveis, devido a coloracao dos acidos nucléicos.

Através da contagem do niimero de células mortas presentes nos embrides, em

seus diferentes estagios de desenvolvimento, foi avaliada a viabilidade embrionaria.
2.6. Determinacao sangiiinea de progesterona

No dia estabelecido para a realizagdo da coleta dos embrides, realizou-se coleta de
sangue, através de puncdo venosa, com auxilio de sistema de “Vacuntainer” para a obtengao
de soro. As amostras foram centrifugadas e o soro foi identificado e devidamente armazenado
a—16°C até que a concentragio de progesterona fosse determinada por radioimunoensaio (Kit

de Progesterona Coat-A-Count)'’
2.7. Manejo apos a coleta de embrides

Ap6s o procedimento da coleta de embrides, as éguas foram tratadas com 7,5 mg
(1,5 ml) de Dinoprost Trometamina (Lutalyse)'', via intramuscular. As éguas que foram
submetidas ao tratamento superestimulatdrio receberam uma segunda dose de prostaglandina
no dia subseqiiente a coleta.

O ciclo seguinte, dos animais de ambos os grupos, foi acompanhado até a

ocorréncia da proxima ovulagdo, que também foi induzida com a administragdo de hCG.

' Progesterona CAC — Diagnostic Products CO Medlab, Sao Paulo, S.P.
1 Lutalyse — Rhodia-Mérieux Veterinaria Ltda, Paulinia, S.P.
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3. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Sigma Stat 2,0 — Jandel.

Comparagdes do numero de ovulagdes e de embrides recuperados por égua, e de
embrides recuperados por ovulagdo, entre os grupos, foi realizada pelo teste t. Os intervalos
entre o inicio do tratamento/controle e o foliculo pré-ovulatério, inicio do tratamento/controle
e primeira ovulagdo, e entre a administracio de PGF,, e a segunda ovulacdo, também foi
analisado pelo teste t de Student. Para estudo das correlagdes entre o ntimero de foliculos no
inicio do tratamento ¢ o numero de ovula¢des, ¢ entre o numero de ovulagdes e¢ a
concentragdo sangliinea de progesterona, foi utilizado o coeficiente de correlagao de Pearson.
O estudo da dinamica folicular foi realizado através da andlise de regressao.

A diferenca estatistica foi considerada significativa quando p < 0,05.



Resultados
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1. ANTECIPACAO DA ESTACAO REPRODUTIVA

Para as andlises estatisticas foram considerados 14 animais do grupo tratamento e
13 animais do grupo controle. Um animal foi excluido ap6s 60 dias da sua inclusdo no grupo
controle.

Para a analise da eficiéncia do eFSH em acelerar o inicio da estacdo reprodutiva
foram considerados os seguintes fatores: a) o intervalo, em dias, entre a deteccdo do primeiro
foliculo igual ou superior (=) a 25 mm e o primeiro foliculo > 35 mm; b) o intervalo, em dias,
entre a detecgdo do primeiro foliculo > 25 mm e a primeira ovulacao.

O nimero de dias necessario para a segunda ovulagdo, apds a coleta de embrides,
também foi analisado com o intuito de se verificar se os animais continuaram ciclando
normalmente apds o tratamento, ou seja, ndo retornaram a fase de transicao.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 1 e Figura 1, e as informagdes
individuais dos animais, de ambos os grupos, podem ser consultadas nos Apéndices A

(controle) e B (tratamento).

Tabela 1 — Intervalo em dias (média + desvio padrdo) entre o 1° foliculo > 25 mm até
o desenvolvimento do 1° foliculo > 35 mm e até a ocorréncia da 1% ovulacao, e,
intervalo (média + desvio padrédo) entre a coleta de embrido e administracédo de
PGF.a e a 2% ovulagdo, para as éguas submetidas ou n&o ao tratamento com eFSH.

CONTROLE TRATAMENTO
N° de éguas (n) 13 14
Intervalo foliculo > 25 - > 35 mm (dias) 14,92 + 10,80 @ 414+0,95°
Intervalo foliculo > 25 mm — ovulagao (dias) 18,00 + 11,08 ¢ 6,57 + 1,22 d
Intervalo coleta embrido - 2% ovulagdo (dias) 10,92 + 3,50° 22,36 + 17,46

Valores na mesma linha com letras diferentes diferem estatisticamente.
2b (p =0,001); * (p< 0,001); ®' (p = 0,029)
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Dias

controle tratamento
M Intervalo entre o 1° foliculo=25 mm e o 1° foliculo pré-ovulatério * (p=0,001)
a #
Entervalo entre o 1° foliculo>25 mme a 1° ovulagdo (p <0,001)
¢ (p=0,029)

Olntervalo entre a coleta de embrido e a 2° ovulagéo

Figura 1 - Intervalo em dias (média + desvio padrdo) entre o 1° foliculo > 25 mm até
o desenvolvimento do 1° foliculo > 35 mm e até a ocorréncia da 1% ovulacao, e,
intervalo (média + desvio padréao) entre a coleta de embrido e administracdo de
PGF.a e a 2% ovulagdo, para as éguas submetidas ou n&o ao tratamento com eFSH.

O intervalo méaximo para a ocorréncia da segunda ovulacdo da estacdo
reprodutiva, para o grupo controle, foi de 17 dias apos a realizagdo da coleta de embrido,
sendo a média de 10,92 dias. No grupo tratado, 11 das 14 éguas também ovularam até 17 dias
apOs a recuperagdo embriondria; contudo, trés éguas (21,43% dos animais), ovularam num
intervalo superior a trinta dias: 36, 58 e 64 dias.

O intervalo médio entre a administragdo da prostaglandina F,, e a segunda
ovulacdo para o grupo submetido ao tratamento foi de 22,36 dias, com uma amplitude de 12 a
64 dias. Se excluirmos os trés animais, que apresentaram um intervalo superior a 30 dias para
a ocorréncia da segunda ovulagdo, calculamos uma média de 14,09 dias e desvio padrao igual
a 1,38. Apos a exclusdo dos trés valores, continuamos a observar que existe uma diferencga
significativa em rela¢do ao grupo controle (p = 0,01), porém com um menor desvio padrao.

Em relagdo a inducdo da ovulagdo, aproximadamente 85% e 93% dos animais do
grupo controle e tratamento, respectivamente, ovularam num periodo compreendido entre 36

e 48 horas apos a administracao de 2.500 UI de hCG.
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2. SUPERESTIMULACAO OVARIANA

O periodo médio de tratamento foi de 4,79 dias e foi eficiente, para a

superestimulagdo e conseqiiente superovulagdo, para 85,71% (12/14) das éguas tratadas

(Tabela 2).

Tabela 2 — Periodo de tratamento (dias),

resposta ovulatoria (numero de

ovulagdes/égua e porcentagem de éguas com multiplas ovulagbes) e recuperagéo
de embrides e/ou odcitos, em éguas submetidas ao tratamento com eFSH, em
comparagdo ao grupo controle nao-tratado, durante a fase de transicdo de

primavera.
GRUPO

CONTROLE TRATAMENTO
N° de éguas (n) 13 14
N° de dias de tratamento (dias) - 4,79 + 1,07
Ovulacdes por égua (média + DP) 1,00 + 0,00 @ 5,57 +4,54°
Eguas com > 2 ovulacdes (%) 0 (0,00%) 12 (85,71%)
Total de embrides recuperados (n) 09 28
Embrides recuperados
Por égua (média + DP) 0,69+0,48° 2,00+ 1,80 ¢
Por ovulagado (média + DP) 0,69 £ 0,48 0,44 + 0,41
Total de odcitos recuperados (n) 0 6
Estruturas recuperadas (embrides + odécitos)
Por égua (média + DP) 0,69 + 0,48 © 243+203'
Por ovulagao (média + DP) 0,69 + 0,48 0,59 £ 0,45

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

*"(p = 0,001); °° (p = 0,018); *' (p = 0,006)

Nas figuras 2 e 3 observamos os ovarios direito e esquerdo de éguas submetidas

ao tratamento com eFSH.
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Ovario direito

—

Figura 2 - Imagem ultra - sonografica dos ovarios esquerdo e direito de
uma égua submetida a tratamento superovulatério com eFSH (4° dia de
tratamento).

Ovario direito
&

Figura 3 - Imagem ultra - sonografica dos ovarios esquerdo e direito de
uma égua submetida a tratamento superovulatorio com eFSH (6° dia de
tratamento).
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Em média foram recuperados dois embrides por égua tratada, o que foi
significativamente superior (p = 0,018) aos 0,69 embrides recuperados por €gua no grupo
controle. O niimero médio de estruturas recuperadas (embrides mais odcitos) também foi
superior nas éguas tratadas (Tabela 2).

Foram recuperadas seis estruturas ndo fertilizadas (o6citos) nas coletas realizadas
nos animais do grupo tratamento, apesar de ser reconhecido o evento de retengdo de estruturas
ndo fertilizadas no oviduto das éguas (McKinnon & Voss, 1993). Em uma das coletas,
identificou-se apenas um odécito degenerado e nenhum embrido, enquanto que, 0s outros cinco
odcitos foram recuperados junto com embrides. No grupo controle, nenhum ooécito foi
identificado.

O grafico com a taxa de recuperagdo embrionaria e total de estruturas (embrides +

odcitos), para o grupo controle e tratado, estd representado na Figura 4.

2,50 *

2,001

1,50+

1,00

=
-

0,50+

0,00 ‘ :
Embrides / Embrides / Estruturas/  Estruturas /
Egua Ovulagdo Egua Ovulagéo #p = 0,006

*p=0,018

Controle B Tratamento

Figura 4 — Numero médio de embrides e de estruturas (embrides + od0citos)
recuperadas, por égua e por ovulacdo, para animais submetidos ou n&o ao
tratamento com eFSH.

Apos a instituicdo do tratamento com eFSH, os animais ndo responderam de
maneira homogénea a superestimulacdo. Duas éguas (14,29%) ndo responderam ao

tratamento e tiveram apenas uma ovulacdo. Trés éguas (21,43%), em contrapartida,
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apresentaram uma superestimulacdo com dez, doze e dezessete ovulacdes cada. A maioria
(64,29%), nove animais, apresentou de duas a seis ovulagoes.

O numero de dias de tratamento foi significativamente inferior (p = 0,021) para os
animais que nao responderam a superestimulagdo (tiveram apenas uma ovula¢do) em
comparagdo aos animais que responderam (tiveram no minimo duas ovulagdes). Nao foi
observada diferenca estatistica entre estes animais, em relagdo a recuperacao de embrides e de
odcitos. Os dados referentes ao periodo de tratamento, a recuperagdo embriondria e ao total de

estruturas, estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Periodo de tratamento (dias) e taxa de recuperagdo embrionaria e de
estruturas (embrido + odcito) de animais que responderam ou nao ao tratamento
superestimulatério com eFSH (média + desvio padrao).

Animais submetidos ao tratamento Nao responderam Responderam
com eFSH = 1 ovulagao > 2 ovulagdes
Numero de éguas (%) 2 (14,29) 12 (85,71)
Dias de tratamento * 3,25+0,35° 5,04 +£0,92 b
Embrides recuperados por égua 0,00 £ 0,00 2,33+1,72
Estruturas recuperadas por égua 0,50 £ 0,71 2,69+1,93

Valores na mesma linha, com letras diferentes, diferem estatisticamente. &0 (p=0,021)
* O tratamento foi realizado até que a maioria dos foliculos em desenvolvimento atingi-se um
diametro > 35 mm.

Quando excluimos os animais que ndo responderam ao protocolo de
superestimulagdo, ou seja, tiveram ovulagdo Unica, nos restam animais que apresentaram uma
resposta superovulatoria e que ovularam de dois a seis foliculos, e animais que responderam
de forma intensa, com dez ou mais ovulagdes. Os dados referentes as ovulagdes, dias de
tratamento e de recuperacdo embriondria, destas duas categorias de animais, estdao
sumarizados na Tabela 4.

Nao observamos diferenca significativa em relacdo ao periodo de tratamento, ao
nimero de embrides e ao total de estruturas recuperadas por égua, comparando-se as éguas
que tiveram de duas a seis ovulacdes e aquelas que tiveram dez ou mais ovulagdes detectadas.
Entretanto, quando comparamos o numero total de embrides e de estruturas (embrides mais
odcitos) recuperadas em relagdo ao nimero de ovulagdes, observamos significativamente uma
menor recuperacdo nas éguas que responderam intensamente, como pode ser observado na

Tabela 4 e Figura 5.
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Tabela 4 - Resposta superovulatoria (periodo de tratamento, numero médio e total
de ovulagdes) e recuperacdo de embrides e estruturas (embrides + odcitos) obtida
de éguas tratadas com eFSH, durante o periodo de transicdo de primavera, que

responderam de maneira moderada ou intensa.

2a6 >10
Parametros -
ovulagoes ovulagcoes
Numero de animais (%) 9 (64,29%) 3 (21,43%)
Periodo de tratamento (dias) 5,00 + 1,06 5,17 £ 0,29
Numero total de ovulagdes (n) 37 39
Média de ovulagdes (média + DP) 411 +1,36 13,00 + 3,61
Numero total de embrides (n) 24 4
Recuperacédo de embrides por égua (média + DP) 2,67 +£1,80 1,33+ 1,15
Embrides por ovulagao (média + DP) 0,65+0,36° 0,11+0,10°
Numero de odcitos recuperados (n) 5 0
Recuperagao de estruturas por égua (média + DP) 3,22 +2,05 1,33+ 1,15
Estruturas por ovulagdo (média + DP) 0,77+0,37° 0,11+0,10¢
Valores na mesma linha, com letras diferentes, diferem estatisticamente.
2P (p =0,001); °® (p < 0,001)
3,51
3-/
2,5-/ .......
2-/
1’5-/ 1]
| i < i
0,57 X
i || y i ||||
0 "
2 - 6 ovulagdes > 10 ovulagdes *p=0,001
Embrides/égua M Estruturas/égua #p < 0,001

O Embrides/ovulagao

M Estruturas/ovulagao

Figura 5 - Relagdo da recuperagdo embrionaria e de estruturas, por égua e por
responderam ao protocolo

ovulacdo: dados
superestimulatério com eFSH.

referentes aos animais que
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3. ASPECTOS DA DINAMICA FOLICULAR

A populagdo folicular existente no primeiro dia do tratamento foi registrada,
sendo posteriormente correlacionada com o nimero observado de ovulagdes. Podemos
observar na Tabela 5 que ndo houve qualquer correlagdo entre o nimero de foliculos,
distribuidos em quatro categorias de acordo com seu tamanho, e o nimero de ovulagdes. A
populacao folicular presente no primeiro dia de tratamento, de cada égua tratada, pode ser

consultada no Apéndice B.

Tabela 5 - Correlagao entre o numero de foliculos de 10-14,9; 15-19,9; 20-24,9 e 25-
29,9 mm no inicio do tratamento com eFSH e o numero de ovulagdes.

Diametro Folicular Coeficiente de correlagao (r) Valor de p
10 — 14,9 mm 0,51 0,14
15-19,9 mm 0,49 0,09
20 - 24,9 mm 0,33 0,25
25-29,9 mm -0,19 0,51

Observando a populacdo folicular presente no dia da inducdo da ovulagdo e as
ovulagdes, conseguimos perceber que todos os foliculos que apresentavam diametro médio
igual ou superior a 28 mm no dia da administra¢gdo do hCG culminaram em ovulagdo, exceto
um foliculo de 30 mm, que regrediu. As observacdes estdo demonstradas no Quadro 1. Nestes
dados foram excluidas as ovulagdes de uma égua, pelo fato dela ndo ter respondido a

aplicagcdo do hCG, ou seja, ovulou apds as 48 horas previstas.

Quadro 1- Observagdao da ocorréncia de ovulacdo, nos animais tratados com eFSH,
relacionado com o diametro folicular observado no dia da aplicacao do hCG.

Diametro Folicular (mm) N° total Ovularam Nao-ovularam
Menores de 26 mm > 60 0 >60
26 -26,9 1 1 0
27-279 2 0 2
28 — 28,9 7 7 0
29-29,9 5 5 0
30-30,9 4 3 1
Maiores de 31 mm 56 56 0
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O crescimento folicular foi acompanhado até o dia da indugdo da ovulagdo com
hCG, pois, a determinagdo do didmetro folicular de cada um dos foliculos, principalmente
nas éguas que apresentaram uma intensa resposta ao tratamento, levaria a uma grande
margem de erro.

A distribui¢do das ovulagdes do grupo submetido ao tratamento pode ser
consultada no Apéndice C.

Apoés a deteccdo da ovulacdo, realizou-se uma andlise de forma retroativa do
crescimento folicular. Desta maneira, calculamos o crescimento médio diario dos foliculos até
a indugdo da ovulagdo, isto é, quando ainda havia uma interferéncia do eFSH exo6geno. Para
padronizarmos o periodo de crescimento, para os foliculos do grupo controle também foi
calculado o crescimento até a data da aplicagdo do hCG.

As taxas de crescimento folicular médio observado nas éguas dos grupos controle
e tratamento, estdo demonstradas no Quadro 2 e na Figura 6.

A dinamica do crescimento dos foliculos, do grupo controle, que culminaram em
ovulacdo estdo evidenciadas na Figura 7. As figuras 8 a 13, exemplificam a seqiiéncia de
crescimento de todos os foliculos que chegaram a ovulacdo em seis éguas que foram
submetidas ao tratamento com eFSH.

A figura 14 demonstra o crescimento folicular médio de todos os foliculos, ao
longo do tempo, que chegaram a ovulag@o nos grupos controle e tratamento.

A taxa de crescimento folicular médio observado no grupo controle foi de 2,19
mm diarios, com desvio padrao igual a 0,86. Os valores determinados através do exame ultra-
sonografico obedeceram a um padrao de crescimento linear na analise de regressao (y = 1,88x
+40,82; = 0,96), como demonstrado na Figura 14.

Nao foi possivel realizar uma comparacao direta entre o grupo controle e o grupo
de éguas tratadas com eFSH. Conforme demonstrado na Figura 14, o crescimento folicular
para o grupo tratado foi mais lento nos primeiros dias de tratamento (até aproximadamente o
dia —6), aumentando durante os ultimos dias antes da ovulagao (dia —6 até a ovulagdo). Assim,

o crescimento deu-se de forma polinomial (y = 0,34x> +5,55x +44,11; = 0,98).
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Quadro 2— Crescimento folicular médio (mm/dia) observado nos animais do grupo

controle e tratamento.

GRUPO CONTROLE GRUPO TRATAMENTO
2 . l\{° de Crescimento 2o N'° de Crescimento
oliculos | médio (mm/dia) foliculos | médio (mm/dia)

09 1 2,29 40 1 5,75
13 1 1,88 41 1 4,17
14 1 1,90 33 2 2,88
15 1 1,55 39 2 7,25
19 1 1,25 31 4 3,50
29 1 3,00 36 4 2,42
32 1 2,40 163 4 3,12
34 1 2,50 20 5 4,75
37 1 1,50 49 5 2,94
38 1 0,91 734 5 3,28
735 1 4,00 18 6 2,75
898 1 1,95 27 10 3,96
902 1 3,50 162 12 3,58
42 17 5,27
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OBS: cada barra representa uma égua.

Figura 6- Taxa de crescimento folicular médio (mm/dia) observada nos animais do

grupo controle e tratamento.
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Figura 8 - Dindmica dos foliculos que culminaram em ovulagdo em égua
submetida ao tratamento com eFSH, durante a transicdo de primavera
(égua 18).
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Figura 9 - Dindmica dos foliculos que culminaram em ovulagdo em égua
submetida ao tratamento com eFSH, durante a transicdo de primavera
(égua 27).
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Figura 10 - Dinamica dos foliculos que culminaram em ovulagdo em
égua submetida ao tratamento com eFSH, durante a transicdo de
primavera (égua 31).
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Figura 11 - Dindmica dos foliculos que culminaram em ovulagdo em égua
submetida ao tratamento com eFSH, durante a transicdo de primavera
(égua 33).



78

Resultados

50
g4o
: T e
§30 = 2.0E
N 30E
020 —— —
‘aE‘a 4-0E
«©
010

0 N E— e e T T e

Dias para a ovulagéo

OBS: Inicio do tratamento: dia —8; Administra¢do do hCG: dia —2

Figura 12 - Dinamica dos foliculos que culminaram em ovulagdo em
égua submetida ao tratamento com eFSH, durante a transicdo de

primavera (égua 36).
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égua submetida ao tratamento com eFSH, durante a transicdo de
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Figura 14 - Crescimento folicular médio observado no grupo controle ndo-tratado e
no grupo tratado com eFSH.

4. CLASSIFICACAO E AVALIACAO EMBRIONARIA

Apo6s a coleta embrionaria, os embrides foram rastreados e imediatamente
classificados de acordo com o seu grau de desenvolvimento: em morula (Mo), blastocisto
inicial (Bi), blastocisto (Bl) e blastocisto expandido (Bx), e de acordo com o seu grau de
qualidade: grau 1= excelente, grau 2 = bom, grau 3 = regular, grau 4 = ruim, grau 5 =
degenerado (McKinnon & Squires, 1988).

Foram recuperados nove embrides no grupo controle, sendo dois (22,22%) Bi, trés
(33,33%) Bl e quatro (44,44%) Bx. Das 13 coletas, 2 foram realizadas oito dias apds a
detecgao da ovulacdo e uma apo6s sete dias e meio, recuperando-se blastocistos expandidos.

Recuperou-se 28 embrides no grupo tratado, sendo uma morula (3,57%), cinco
(17,86%) Bi, oito (28,57%) BI, onze (39,29%) Bx e trés embrides degenerados (10,71%) onde
ndo foi possivel identificar o seu estdgio de desenvolvimento. Uma Mo, um Bl, trés Bx e os
trés embrides degenerados foram recuperados em coletas realizadas no oitavo dia apds a
deteccdo da ovulacao e, um Bl e trés Bx em uma coleta realizada com sete dias e meio apos a

ovulacao.
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A porcentagem de embrides recuperados no sétimo dia apds a deteccdo da

ovulagdo, para ambos os grupos, de acordo com o seu grau de desenvolvimento embrionario,

esta representada na Figura 15.

Controle Tratamento
17% OBi 31%
VA s P
33%
50% S
() OBx 38%

Figura 15 — Taxa de recuperacdo embrionaria (D7), de acordo com o grau de

desenvolvimento dos embrides, em éguas do grupo controle e do grupo tratado com
eFSH.

O diametro dos embrides recuperados, no sétimo dia apos a ovulagdo, foi aferido e
comparado entre os grupos controle ¢ tratamento de acordo com o seu grau de

desenvolvimento. Nao observamos diferenga significativa entre os grupos, como pode ser

constatado na Tabela 6.

Tabela 6 - Didmetro médio (um) de embrides coletados no D7, conforme o seu
estagio de desenvolvimento.

Estagio CONTROLE TRATAMENTO
embrionario N° emb. Média + DP N° emb. Média = DP
Bi 2 288,5 + 125,1 5 296,0 + 58,2
BI 2 535,5+ 87,0 7 460,7 + 40,3
Bx 2 730,0 £ 56,6 8 758,8 + 146,7
p>01

Embrides oriundos do grupo controle podem ser vistos nas Figuras 16 e 17, e

embrides oriundos de éguas submetidas ao tratamento com eFSH nas Figuras 18 e 19.
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Figura 16 — Blastocisto (BIG1) oriundo de ovulagéo
unica - grupo controle (égua 898).

Figura 17 — Blastocisto expandido (BxG1) oriundo de
ovulagao unica — grupo controle (égua 38).
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Figura 18- Embrides oriundos de égua submetida ao tratamento
superovulatério com eFSH (égua 163).

Figura 19 - Embrides e odcito oriundos de uma égua submetida a
tratamento superovulatério com eFSH (égua 18).
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Apos a classificacdo embrionaria, conforme o seu estagio de desenvolvimento, os
embrides foram observados para a determinagdo da sua qualidade (Grau 1 a 5) e alguns foram
corados aleatoriamente, conforme explicado anteriormente, para se determinar a viabilidade
dos mesmos.

Dos nove embrides coletados no grupo controle, oito (88,88%) foram
classificados como grau 1-1,5 e apenas um (11,11%) como grau 2-2,5. No grupo tratamento,
dos 28 embrides coletados, 21 (75%) foram classificados como grau 1-1,5; 4 (14,28%) como

grau 2-2.5 e trés (10,71%) como grau 5 ou degenerado (Quadro3).

Quadro 3 - Distribuicao dos embrides coletados do grupo controle e tratamento
conforme o seu grau de qualidade.

Classificagao CONTROLE TRATAMENTO
1-1,5 8 (88,88%) 21 (75,00%)
2-25 1(11,11%) 4 (14,28%)
5 (degenerado) 0 3 (10,71%)
N&o — fertilizado (odcito) 0 6
Total 9 34

Sete embrides do grupo controle foram corados, sendo observadas no maximo dez
células coradas de vermelho (inviaveis). Dez embrides do grupo tratamento também foram
corados, sendo observadas no maximo seis células lesadas, em seis embrides,
aproximadamente 150 células lesadas em um embrido, e a confirmacdo da inviabilidade dos
trés embrides degenerados. Outros embrides também foram corados, entretanto, como
visualmente eles sofreram algum prejuizo entre a coleta e o processo de coloragdo, estes
dados nao foram considerados.

Portanto, através do exame visual por microscopio estereoscopico (lupa) e
classificagdo (grau 1 a 5), conforme McKinnon e Squires (1988), todos os embrides (9/9) do
grupo controle; e 89,3% (25/28) dos embrides oriundos do tratamento superovulatorio foram
considerados viaveis.

E através da coloragdo indicativa de viabilidade, detectamos que todos (100%) os
embrides do grupo controle (7/7) e 70% (7/10) do grupo tratamento estavam vidveis.

Embrides corados do grupo controle estdo demonstrados nas Figuras 20 e 21, e

embrides do grupo tratado, nas Figuras 22 a 26.
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Figura 20 - Blastocisto corado com Hoechst
33342 e lodeto de Propideo - grupo controle.

Figura 21 - Blastocisto expandido corado
com Hoechst 33342 e lodeto de Propideo —
grupo controle.
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Figura 22 - Blastocisto (BIG2) corado com
Hoescht 33342 e lodeto de Propideo,
proveniente de tratamento superovulatério com
eFSH (égua18).

Figura 23 - Blastocisto (BIG1) obtido por
tratamento superovulatério com eFSH e corado
com Hoescht 33342 e lodeto de Propideo
(égua 39).
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Figura 24 - Blastocisto expandido (BxG1)
corado com Hoescht 33342 e lodeto de
Propideo oriundo de processo superovulatério
com eFSH (égua 39).

Figura 25 - Blastocisto expandido (BxG1)
corado com Hoechst 33342 e lodeto de
Propideo proveniente de tratamento
superovulatério com eFSH (égua 33).
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Figura 26 - Embrido degenerado corado com
Hoescht 33342 e lodeto de Propideo
proveniente de tratamento superovulatério com
eFSH (égua 36).
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5. DETERMINACAO SERICA DA PROGESTERONA

A concentracdo de progesterona no dia da coleta de embrido (D7 — D8) esta
positivamente correlacionada com o numero de ovulagdes, como demonstrado na Tabela 7 e
na Figura 27. Os valores individuais das concentra¢cdes podem ser consultados no Apéndice
D. O valor de uma égua do grupo tratamento (égua 40) ndo foi utilizada para a andlise, visto

que ela apresentou uma ovulagdo de diestro.

Tabela 7 - Efeito do numero de ovulagbes sobre a concentracdo sérica de
progesterona determinada no dia (D7-8) da recuperagao embrionaria em éguas nao-
tratadas (controle) e tratadas com eFSH no periodo de transigao de primavera.

Concentragao de

Ovulagdes (n) Eguas (n)
progesterona (ng/ml)
1 (controle) 13 7,39+ 2,1
1 (tratamento) 1 8,02+ 0,00
2 2 14,53+ 2,46
4 3 18,44 + 2,57
5 3 24,38 + 11,03
6 1 4400+ 0,00
10 1 2490+ 0,00
12 1 38,49+ 0,00
17 1 45,00+ 0,00
Correlagao r=0,855 p < 0,001
50
= 1 o °
8 \E,: 40 | R o
lg g ” 1 ° ¢
820 o e
3 qé')’ 1052 °
S 1+ =
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Figura 27 - Correlacdo entre o numero de ovulagdes e a concentragdo sérica de
progesterona (D7-8) em éguas né&o-tratadas (controle) e tratadas com eFSH no
periodo de transigao de primavera.
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Confrontando os dados dos animais do grupo controle com os animais do grupo
tratado com eFSH®, observamos que houve uma antecipagdo significativa da ocorréncia do
primeiro foliculo pré-ovulatorio, em aproximadamente treze dias, e da primeira ovulagao, em
aproximadamente onze dias, quando os animais foram submetidos ao tratamento a partir da
deteccao do primeiro foliculo com didmetro igual ou superior a 25 mm. Niswender et al.
(2004) foram os primeiros a demonstrarem que o eFSH® poderia ser utilizado para este fim.
Porém, vérias outras técnicas para se acelerar o inicio da estagcdo reprodutiva, j& foram
relatadas com sucesso.

O uso do fotoperiodo artificial ¢ o método mais conhecido e utilizado, sendo
divulgado desde a década de 40 (Burkhardt, 1946), mas sdo necessarios de 60 a 90 dias de
exposicdo a luz artificial para se induzir a ovulagdo na maioria das éguas (Scraba & Ginther,
1985), e ainda assim, as ¢guas passam por um periodo de transicao.

Desde 1974, relata-se que ¢ possivel fazer uso do extrato de pituitaria eqiiino para
induzir a ovulacdo em éguas durante a estagdo anovulatéria (Douglas et al., 1974; Lapin &
Ginther, 1977; Woods & Ginther, 1982; Hofferer et al., 1991; Coy et al., 1999). A partir da
mesma ¢época, o GnRH e seus agonistas também tém sido utilizados com sucesso como
indutores da ovulacao durante a estacdo anovulatoria (Ginther & Wentworth, 1974; Garcia &
Ginther, 1975; Evans & Irvine; 1977; Evans & Irvine, 1979; Johnson, 1986, 1987; Allen et
al., 1987; Fitzgerald et al., 1987b; Hyland et al., 1987; Palmer & Quellier, 1988; Ginther &
Bergfelt,1990). Mais recentemente, também foram relatados sucessos com o uso de
antagonistas da dopamina (Besognet et al., 1996,1997; Daels et al., 2000; Brendemuehl &
Cross, 2000).

Todas as éguas (14/14) deste experimento, tratadas com eFSH® a partir da
deteccdo de um foliculo > 25 mm, ovularam de 5 a 8 dias (média de 6,57 +1,22) apds uma
média de 4,79 £ 1,07 dias de tratamento (variacao de 3 a 6 dias). Este resultado confirma o
exposto por Niswender et al. (2004) que relataram que foram necessarios aproximadamente
cinco dias (5,2 £ 1,3) de tratamento para que oito das dez éguas, em fase de transigao,
ovulassem apods 7,6 + 2.4 dias da primeira administracdo de eFSH®. Os altos indices de
ovulagdo também foram observados por Woods & Ginther (1982) e Coy et al. (1999) com a
utilizagdo do E.P.E. Woods & Ginther (1982), induziram a ovulagdo em 95% das éguas, e
Coy et al. (1999) em 89,9% das éguas tratadas durante o periodo transicional e que exibiam
no inicio do tratamento um foliculo > 25 mm. Entretanto, estes autores (Woods & Ginther,

1982; Coy et al., 1999) que utilizaram o E.P.E., demonstraram um maior intervalo entre o
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inicio do tratamento e a ovulagdo (9,1 e 11,8 dias, respectivamente), em comparagdo ao
intervalo relatado por Niwender et al. (2004) e ao intervalo observado no presente trabalho.

Devemos ressaltar que praticamente todas as experiéncias com o FSH eqiiino
purificado, durante a estacdo ovulatoria (Remy et al., 1997; Rosas et al., 1998; Machado et al.,
2003; Alvarenga et al., 2003), e o aglomerado de trabalhos que utilizaram o extrato de
pituitaria durante a estagao ovulatoria (Squires et al., 1986; Dippert et al., 1994; Rosas et al.,
1998; Alvarenga et al., 2001; Scoggin et al., 2002; Machado et al., 2003) ou anovulatéria
(Woods & Ginther, 1982; Hofferer et al., 1991; Coy et al., 1999), mostraram a necessidade de
um maior periodo de tratamento e conseqiientemente de um maior intervalo para a ocorréncia
das ovulagdes, em comparacdo ao tratamento com o eFSH durante a fase transicional. Isto
pode significar que as éguas em periodo transicional, sdo mais sensiveis a administracdo do
FSH eqiiino, e isto tem por conseqiiéncia uma menor despesa com o tratamento.

Machado et al. (2003) que utilizaram o eFSH durante a estacdo ovulatoria,
detectaram a primeira ovulacao apos 9,0 = 0,9 dias do inicio do tratamento; Alvarenga et al.
(2003) utilizando protocolo similar, relataram a necessidade de 7,7 dias, em média, de
tratamento.

Trabalhos, como os de Woods & Ginther (1982) e Coy et al. (1999), detectaram
uma maior efetividade do tratamento com E.P.E. para a indu¢do da ovulagdo quando o
diametro do maior foliculo, no inicio do tratamento, era maior ou igual a 25 mm. Quando o
foliculo atinge este diametro, considera-se que a égua estd deixando o periodo de anestro e
iniciando a fase transicional (Ginther, 1992). Este foi o momento escolhido para o inicio da
administracdo do eFSH no presente experimento.

Os estudos com GnRH também demonstram que a situagao folicular no inicio do
tratamento pode afetar o resultado. Eguas em transicdo respondem melhor do que éguas em
anestro profundo (Hyland et al., 1987; Ginther & Bergfelt, 1990), ndo apenas em relagdo a
inducdo de ovulagdes, mas, também em consideracdo a ocorréncia de multiplas ovulagdes
(Ginther & Bergfelt, 1990).

No entanto, Pierson & Ginther (1990) apos a supressao do desenvolvimento
folicular, realizada com um regime de estrogeno e progesterona, trataram éguas com E.P.E.
em quatro momentos diferentes, isto ¢, a partir do instante em que o maior foliculo alcangou
15, 20, 25 ou 30 mm de didmetro, e observaram uma maior resposta superestimulatéria
(p<0,05) nos dois primeiros grupos (15 ¢ 20 mm) em comparacao ao grupo de 30 mm. O
grupo de 25 mm ndo diferiu estatisticamente dos dois primeiros grupos, mas, apresentou

resultados intermedidrios, indicando que em algumas éguas o processo de selecdo ja havia
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ocorrido. No presente estudo, duas das 14 éguas tratadas com eFSH® (14,29%) ovularam
apenas um foliculo, o que provavelmente deve indicar que nestas éguas o foliculo dominante
j& havia sido selecionado, como discutido por Pierson & Ginther (1990). Além disso, nestas
éguas, o primeiro foliculo dominante a se desenvolver foi o que culminou em ovulagdo, o que
também vem a confirmar os resultados de Ginther (1990), que afirma que algumas éguas nao
apresentam um padrao 6bvio de atividade folicular durante o periodo de transicao.

Ao mesmo tempo, outros fatores podem ter interferido no inicio da estagao
ovulatoria e na resposta superovulatoria, principalmente a idade (Fitzgerald & McManus,
2000) e a condi¢do corporal (Gentry et al., 2002a). As éguas apresentavam idade (3 a 15
anos), raca (mangalarga ou sem raca definida) e peso (300 a 500 kg) variados, e isto pode ter
corrompido os resultados, apesar da distribuicao aleatéria. Além disso, grande parte dos
animais estavam ganhando peso e recuperando a condicdo corporal neste periodo.
Sumarizando, os resultados obtidos podem servir de embasamento para programas similares
que utilizem uma populagdo heterogénea de animais; contudo, ndo podemos afirmar ou prever
que animais com idade, raca, peso e escore corporal similares irdo apresentar resultados
equivalentes ao exposto.

As éguas deste experimento, como demonstrado, atingiram o primeiro foliculo
pré-ovulatorio (= 35 mm) apos 4,14 + 0,95 dias, em média, do inicio do tratamento; isto
ocorreu de forma mais breve e com menor variacdo em relagao ao grupo de éguas ndo tratadas
(14,92 £+ 10,80 dias). Enquanto 14 das 14 éguas submetidas ao tratamento, apresentaram um
foliculo pré-ovulatorio em até seis dias, e ovularam em até oito dias, apenas quatro das treze
éguas do grupo controle, apresentaram um foliculo pré-ovulatério apés o mesmo periodo, e
apenas trés, ovularam em até oito dias. Porém, Pierson & Ginther (1990) que comecaram o
tratamento com E.P.E. em seis éguas a partir da detec¢ao do primeiro foliculo > 25 mm,
detectaram um foliculo pré-ovulatério antecipadamente (3,2 dias, em média).

Apos a coleta de embrides, as éguas do grupo controle e tratamento, receberam
uma e duas doses de PGF,,, respectivamente. O intervalo entre a administragao do luteolitico
apods a coleta do(s) embrido(des) até a segunda ovulagdo do ano, durou 10,92 + 3.5 dias, em
média, para o grupo controle, e, 22,36 + 17,46 dias para o grupo de éguas submetidas ao
tratamento. Mesmo com duas aplicacdes de prostaglandina F,,, observou-se que o tempo
exigido para a lise de todos os corpos luteos da éguas tratadas, foi maior.

Inicialmente, poderiamos pensar que o grande nimero de corpos luteos, obtidos

apés o tratamento superestimulatorio, interferiu na ocorréncia da segunda ovulacio,
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entretanto, Carmo (2003) identificou uma duragcdo semelhante entre os dois ciclos com
tratamento superovulatorio e o ciclo que sucedeu o segundo tratamento (23,7, 21,5 e 24,1
dias, respectivamente). Portanto, a duracdo do ciclo estral pds-tratamento parece ndo sofrer
interferéncia do tratamento superovulatorio. Os baixos niveis séricos de LH presentes na fase
transicional, entdo podem ser os responsaveis pela necessidade de um maior periodo para a
ocorréncia do segundo ciclo ovulatério. Altos niveis de LH sdo necessarios para o
desenvolvimento do tecido luteal (Ginther, 1992), assim, a formacdo dos corpos luteos sob
baixa quantidade de LH, provavelmente foi prejudicada. Considerando-se esta hipotese, os
corpos luteos ainda ndo estavam responsivos a prostaglandina F,, no dia da coleta de
embrides, retardando o processo de lutedlise. Outros estudos sdo necessarios para se
determinar o momento adequado para a administracdo da prostaglandina e conseqiiente lise
dos corpos luteos formados durante a fase de transi¢ao.

Observando os dados referentes aos animais do grupo controle (Apéndice A),
constatamos que o maior intervalo entre a aplicacdo de PGF,, ¢ a ovulagdo seguinte, foi de 17
dias. No grupo tratado (Apéndice B), 11 dos 14 animais também demoraram um periodo
maximo de 17 dias entre a primeira administragao de prostaglandina F,, e a ovulagdo. Apesar
de estatisticamente diferente, podemos considerar que 78,57% dos animais submetidos ao
tratamento com eFSH tiveram a segunda ovulagdo até um periodo maximo igual ao observado
no grupo controle. Adicionalmente, estas 11 éguas pertencentes ao grupo tratado, ovularam
em um intervalo mais restrito (12 a 17 dias) do que as éguas do grupo controle (4 a 17 dias).

Além do grande nimero de corpos luteos provavelmente ter influenciado no
tempo necessario para a ocorréncia da segunda ovulagdo, devemos debater que o fato de
algumas éguas retornarem ao periodo transicional, apds o tratamento, nao € raro. Woods &
Ginther (1982) relataram que 50% das éguas tratadas com E.P.E. e que ovularam, nao
gestaram ou retornaram a condi¢do anovulatéria. Ginther & Bergfelt (1990) utilizando um
analogo do GnRH para induzir a ovulagdo em éguas na fase anovulatoria, também
pronunciaram que quando os foliculos sdo pequenos no inicio do tratamento, ¢ comum que as
éguas retornem ao estado anovulatorio apds a indugdo da ovulagdo. Se o presente tratamento
com eFSH tivesse sido iniciado mais precocemente, provavelmente conseguiriamos induzir a
ovulacdo nas éguas, porém, um grande numero de animais, ¢ ndo apenas as trés éguas
observadas, retornariam a fase transicional.

Alguns trabalhos utilizaram o fotoperiodo artificial em conjunto com outros

protocolos de inducdo da ovulagdo. A associacdo entre o fotoperiodo artificial e o eFSH
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também deve trazer maiores beneficios, especialmente em locais que ja possuam a infra-
estrutura necessaria para a manutengao das doadoras sob a luz.

Apos este experimento, os animais foram utilizados em outro trabalho, por isso,
foi administrado hCG para induzir a segunda ovulagdo em 10 dos 13 animais do grupo
controle e, em 12 dos 14 animais do grupo tratado. Visto que estes animais, que nao
receberam hCG nesta segunda etapa, ovularam dentro do periodo médio dos respectivos
grupos, seus valores nao influenciaram os resultados.

Além de antecipar a ocorréncia da primeira ovulagdo do ano, o eFSH® foi
avaliado em relagdo a sua capacidade de promover multiplas ovulagdes. O niimero médio de
ovulacdes por égua tratada (5,57 £ 4,54) foi superior ao relatado por Rosas et al. (1998),
Machado et al. (2003) e Alvarenga et al. (2003) que utilizaram o eFSH em éguas ciclando e
alcangaram taxas iguais a 4,6, 4,2 ¢ 4,0, respectivamente; ¢ também foi superior ao relatado
por Niswender et al. (2004), que obtiveram apenas 2,5 + 1,7 ovulagdes por €gua, realizando o
tratamento durante o periodo de transi¢do de primavera. No experimento realizado por
Niswender et al. (2004) o protocolo foi semelhante ao do presente estudo, entretanto, o hCG
foi administrado logo apds a deteccdo do primeiro foliculo pré-ovulatério, o que explica os
resultados alcancados pelos autores.

Apenas Alvarenga et al. (2001), que utilizaram 25 mg de E.P.E. a cada doze
horas, alcancaram uma maior taxa de ovulagdo por égua (7,1 £ 5,1) em comparagao ao
presente experimento. Este resultado foi obtido porque duas das oito éguas tratadas,
apresentaram um grande nimero de ovulagdes (11 e 18 ovulagdes). Conforme outros
trabalhos, que utilizaram diferentes doses e freqiiéncias de administragdo do E.P.E., o nimero
médio de ovulagdes por égua foi numericamente inferior, variando de 1,1 a 4,7 (Woods &
Ginther, 1984; Woods & Ginther, 1985; Squires et al., 1986; Dippert et al., 1992; Dippert et
al., 1994; Rosas et al., 1998; Alvarenga et al., 2001; Scoggin et al., 2002; Machado et al.,
2003; Carmo, 2003).

Em relacdo a recuperagdo embrionaria 10 das 14 éguas (71,43%) tratadas com
eFSH® produziram ao menos um embrido, sendo recuperados, em média, 2,0 + 1,8 embrides
(0 — 5) por égua, ou ainda, 2,8 embrides/égua, considerando-se apenas estas dez éguas. Este
resultado foi similar ao reportado por Machado et al. (2003) e Alvarenga et al. (2003): 2,2 ¢
2,0 embrides por égua, respectivamente. Os trabalhos que utilizaram o E.P.E. apresentam

resultados mais variados, de 1 a 3,5 embrides por égua (Woods & Ginther, 1984; Squires et
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al., 1986; Dippert et al., 1992; Rosas et al., 1998; Alvarenga et al., 2001; Scoggin et al.,
2002).

Similarmente ao grupo tratado, nove das treze (69,23%) éguas do grupo controle
produziram um embrido. Isto implica que podemos utilizar com sucesso o primeiro ciclo do
ano, independentemente do uso de qualquer tratamento promotor da ovulagao.

De acordo com os dados que estdo sumarizados na Tabela 2, percebemos que
houve uma resposta superovulatoria em 12 das 14 éguas (85,71%), recuperando-se
significativamente mais embrides e/ou estruturas por égua, em comparaciao ao grupo controle,
porém, sem uma diferenca significativa na recuperacao de embrides e estruturas por ovulagao.
Independente do protocolo utilizado, todos os autores concordam que a taxa de recuperagao
embriondria por ovulagdo ¢ similar ou até inferior (Douglas et al., 1974; Woods & Ginther,
1982; Palmer et al., 1993) a taxa observada em éguas que ndo foram submetidas a um
tratamento superovulatorio. Utilizando o eFSH recuperamos apenas 0,44 + 0,41 embrides por
ovulacdo, que apesar de estatisticamente semelhante, foi numericamente inferior ao grupo
controle (0,69 £ 0,48). Remy et al. (1997), Rosas et al. (1998) e Alvarenga et al. (2003) que
utilizaram uma fragao purificada de FSH eqiiino também relataram um pequeno percentual de
recuperagdo embrionaria por ovulagdo (0,26, 0,36 e 0,50 embrides por ovulagdo,
respectivamente). Os tratamentos superovulatorios com E.P.E. também apresentam valores
similares aos observados no grupo controle, e igualmente, variados: 0,6 (Woods & Ginther,
1984); 0,57 (Dippert et al., 1994); 0,53 (Rosas et al., 1998); 0,49 e 0,68 (Alvarenga et al.,
2001); 0,6 (Scoggin et al., 2002); 0,26 (Machado et al., 2003) e 0,3 (Carmo, 2003).

Virias sdo as hipoteses supostas para o baixo rendimento na produgdo de
embrides por ovulacdo: baixa taxa de fertilizagao (Armstrong, 1993), devido a anormalidades
na maturagdo oocitaria (Moor et al., 1985) e a assincronia entre os eventos de maturagdo do
od6cito e do foliculo (Loos et al., 1991); ocorréncia de luteinizagdo ao invés de ovulagdo; ou
ainda falha dos odcitos para entrarem no oviduto (Dippert et al., 1994).

Lapin & Ginther (1977) em seu experimento, demonstraram que apenas 14 dos 24
corpos luteos observados, mostraram tragos na fossa da ovulagdo, ou seja, nem todos os
foliculos pré-ovulatorios alcancaram a fossa da ovulacao. Segundo eles, a inabilidade de todos
os foliculos pré-ovulatérios alcangarem a fossa da ovulagdo e o disturbio da maturagdo dos
odcitos, pelas grandes quantidades de LH contidas nas altas doses de E.P.E. administradas
durante a fase de crescimento folicular, podem ser uma explicacdo da baixa taxa de
recuperagao embrionaria. Hofferer et al. (1991) também utilizaram os mesmos argumentos em

seu experimento. Entretanto, no presente trabalho, e em outros experimentos que utilizaram o



96
Discusséo

FSH eqiiino purificado, ndo foram administradas altas quantidades de LH, e nem por isso, a
recuperagao embrionaria foi superior.

Posteriormente, os resultados de Dippert et al. (1994), divergiram da hipotese de
luteinizagdo, uma vez que eles determinaram que 92,7% dos corpos luteos formados, apés um
tratamento superestimulatério, foram provenientes de ovulagdo. Outra suposicdo de que
provavelmente haveria um contato inadequado entre o infundibulo e o ovario
superestimulado, igualmente foi refutada por Dippert et al. (1994), visto que eles recuperaram
um pequeno nimero de o6citos tanto em éguas com uma ou com multiplas ovulagdes.

As causas para a baixa produgdo embrionaria, que possuem maiores alibis, s3o os
distarbios que afetam a maturacao folicular e/ou oocitaria e conseqiientemente a qualidade do
oocito. Walton & Armstrong (1983) concluiram que odcitos de ratas superovuladas sdo
igualmente habeis para se desenvolver, entretanto, apresentam maior niimero de alteragdes de
organelas (Semenov et al., 1986). Hyttel et al. (1991) pronunciaram que 37% dos odcitos
recuperados de vacas superovuladas sofreram uma maturagdo anormal, comparado a um
indice de apenas 11% nos animais ndo-estimulados. Dippert et al. (1994) observaram uma
taxa similar de fertilizacdo entre éguas controle e superovuladas; contudo, encontraram uma
tendéncia dos embrides oriundos de éguas superovuladas, apresentarem um desenvolvimento
in vitro mais avangado em comparac¢ao aqueles das éguas controle.

Grande parte das vezes, as éguas ovulam oocitos completamente maduros, isto ¢,
no estagio de metafase II (Carneiro, 2001), entretanto, alguns odcitos eqiiinos podem
completar o seu desenvolvimento dentro do oviduto (Scott et al., 2001). Observamos neste
experimento que embora as ovulagdes tenham ocorrido, na maioria das vezes, de forma
sincrOnica; muitas vezes os embrides estavam em diferentes estdgios de desenvolvimento, o
que denota que nos processos de superovulagdo, muitos dos odcitos estdo imaturos no
momento da ovulagdo e alguns, talvez, ndo consigam completar a sua maturagdo em tempo
habil para serem fertilizados, ou ainda, que degenerem rapidamente apos a ovulagao (Noyes,
1952).

Bézard et al. (1995) declararam que ndo ha diferenga entre o grau de maturagdo
nuclear de oocitos de éguas superovuladas ou nao-superovuladas. Portanto, o maior problema
deva ser em relagdo a maturagdo citoplasmatica, que ¢ o momento em que o odcito adquire a
capacidade de ser fertilizado e de continuar o seu desenvolvimento como um embrido
(Wassarman & Albertini, 1994).

Os resultados sobre indices de gestagdo também sdo divergentes, Woods &

Ginther (1984) indicaram uma reducao da taxa de sobrevivéncia de embrides provenientes de
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tratamento superovulatorio (47%) em comparacdo a taxa obtida com a transferéncia de
embrides oriundos de ovulagdes Unicas e espontaneas (88%). No entanto, Squires et al.
(1987b) afirmam que as taxas de prenhez sdo similares. Também sdo descritas menores taxas
de prenhez apo6s a transferéncia de embrides de vacas superovuladas (Elsden et al, 1976).

Neste trabalho, recuperamos em uma das éguas submetidas ao tratamento, trés
embrides que se encontravam em intenso grau de degeneragdo. Porém, nenhum embrido
degenerado foi identificado no grupo controle. Isso pode ser um indicio de que alguns odcitos,
oriundos de superovulacdo, asseguram a sua capacidade de sofrerem fertilizagdo, ou seja, sdo
ovulados maduros ou terminam a sua maturacdo no oviduto, mas, devido a outras
deficiéncias, provavelmente em relagdo a sua maturacdo citoplasmatica, ndo conseguem
prosseguir com o processo de clivagem e desenvolvimento. Esta suposicdo pode ajudar a
explicar a baixa taxa de recuperacdo embrionaria. No momento da coleta, os embrides podem
estar em um grau tdo avancado de degeneracdo que torna-se dificil a sua identificacdo, e,
portanto, nao serdo computados. Os embrides degenerados que foram encontrados neste
estudo, apenas foram identificados categoricamente como embrides, apoOs a sua coloracdo com
Hoescht e lodeto de Propideo, e posterior identificagdo dos blastdomeros.

Somando os achados, a baixa taxa de recuperagao de embrides por ovulagdo deve-
se provavelmente a um processo de maturagdo insuficiente demonstrada por alguns oocitos e
por graves danos estruturais ou enzimaticos, evidenciados por outros. Estudos de maturagdo e
fertilizacdo in vitro (MIV e FIV), de odcitos oriundos de éguas superestimuladas, podem
ajudar a esclarecer quais sd3o os pontos criticos para a fertilizagdo ¢ manuten¢ao do
desenvolvimento embrionario.

Como exposto, na Tabela 2, foram recuperadas seis estruturas ndo fertilizadas
(oocitos) nas coletas realizadas nos animais do grupo tratamento, apesar de ser reconhecido o
evento de retengdo de estruturas ndo fertilizadas no oviduto das éguas (Onuma & Ohnami,
1975; McKinnon & Voss, 1993). A explicagdo mais légica € que, provavelmente, estes
oocitos foram carreados para o Utero em virtude da PGE, produzida pelos outro(s)
embrido(des) presentes na mesma ocasido (Vanderwall et al., 1993; Weber & Woods, 1993).
Em uma das coletas, entretanto, identificou-se apenas um oocito degenerado e nenhum
embrido.

Dippert et al. (1994) classificaram o6citos que foram recuperados do oviduto de
¢guas superestimuladas ou ndo. Os odcitos foram considerados recentemente ovulados, ou
seja, pertencentes aquele ciclo se: 1) havia uma borda distinta entre o ooplasma e o espago

perivetilico, 2) apresentava um ooplasma de densidade uniforme e 3) a zona pelucida era
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esférica ou levemente eliptica. Os odcitos foram considerados de ciclos anteriores se: 1) ndo
havia uma borda uniforme entre o espago perivitelinico € o ooplasma, 2) o ooplasma tinha
uma aparéncia condensada, segmentada ou granular e, 3) a zona pelucida era irregular ou
apresentava um formato ndo esférico. Neste trabalho, Dippert et al. (1994) ndo obtiveram
diferenca na taxa de recuperacao de oocitos do oviduto de éguas tratadas com E.P.E. ou ndo, e
ainda, dos 46 oocitos recuperados, 41 foram classificados como pertencentes a ciclos
anteriores e apenas cinco, como do ciclo atual.

Os odcitos deste experimento, recuperados a partir de lavados uterinos, estavam
em diferentes graus de degeneragdo, por isso, ndo puderam ser classificados conforme Dippert
et al. (1994); entretanto, considerando-se que foi utilizado o primeiro ciclo do ano apos meses
de anestro, a chance de se ter recuperado um odcito pertencente a um ciclo da estagcdo anterior
¢ bastante reduzida. Ainda, odcitos de ciclos anteriores, provavelmente, estariam em fases
muito avancadas de degeneracao, o que dificultaria identifica-los.

Em relacdo a superestimulacdo, os animais ndo responderam de maneira similar
(Tabelas 3 e 4). Conforme exposto, duas das 14 éguas tratadas (14,29%) ndo apresentaram
multiplas ovulagdes; a maioria (64,29%), apresentou duas a seis ovulagdes; e trés €guas
(21,43%) sofreram uma hiperestimulacdo que promoveu 10, 12 e 17 ovulagdes.

Na Tabela 3 observamos que o periodo de tratamento necessario para se obter o
primeiro foliculo pré-ovulatorio, foi inferior (p=0,021) para as duas éguas (identificadas pelo
numero 40 e 41) que apresentaram apenas uma ovulacdo. Elas receberam apenas seis (3,0
dias) e sete (3,5 dias) aplicagdes de eFSH® e ovularam apos cinco dias do inicio do
tratamento. O rapido crescimento folicular (5,75 e 4,17 mm didrios) em um curto espago de
tempo poderia originar uma maturacdo folicular e/ou oocitdria incompleta, o que elucidaria o
motivo do insucesso da recuperagao embrionaria. Outra égua (nimero 31) que apresentou a
sua primeira ovulacdo, de um total de quatro, também apds cinco dias; da mesma forma, ndo
produziu embrides. Porém, a égua de numero 39, assim como estas, ovulou ap6s cinco dias do
inicio do tratamento e apresentou um rapido crescimento folicular, ¢ no entanto, foram
recuperados dois embrides. Desta forma, a hipdtese de que um crescimento folicular
demasiado poderia prejudicar o processo de maturagdo folicular e/ou oocitaria deve ser
refutada.

Todavia, devemos reconsiderar melhor o caso das duas éguas que tiveram apenas
uma ovulagdo. A égua 39 contraria a teoria do radpido crescimento folicular, mas, no caso das
duas éguas citadas (40 e 41), provavelmente deva ser uma somatodria deste fato com a alta

quantidade hormonal (FSH) que ¢ disponibilizada e que acaba sendo utilizada por apenas um
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foliculo. Como ja advertido, estes foliculos provavelmente ja haviam adquirido a dominancia
sobre os demais, e possivelmente eles ja ndo apresentavam caracteristicas morfoldgicas e
esteroidogénicas iguais a outros foliculos transicionais (Watson & Al-zi’abi, 2002).

Na Tabela 4 e na Figura 5 os dados demonstram que nos animais com acentuada
resposta ovariana (éguas 27, 42 ¢ 162), obtemos uma recuperacao embrionaria muito inferior
aqueles com resposta moderada. Nao existe uma razao evidente para que estas éguas tivessem
apresentado essa exagerada resposta ovariana. Nao podemos supor que a quantidade de
hormdnio foi excessiva para estas éguas, porque as éguas 162 e 27 eram umas das éguas mais
pesadas do lote. Possivelmente, esta resposta ovariana exagerada para os padrdes da espécie,
deve-se a caracteristicas individuais. Nao foi possivel realizar um estudo hormonal de cada
égua no inicio e durante o tratamento com eFSH®, talvez isto pudesse indicar alguma
diferenca hormonal nestes animais em comparacdo aos demais, e esclarecer os possiveis
motivos.

Nenhum embrido foi recuperado da égua 162, a qual apresentou 12 ovulagoes, e
apenas dois embrides foram recuperados das éguas 27 e 42, que apresentaram 10 e 17
ovulacdes, respectivamente. Nestes casos, possivelmente ocorreu uma falha na captagdo dos
odcitos e/ou nem todos os foliculos tiveram acesso a fossa da ovulacdo (Lapin & Ginther,
1977). Além disso, a quantidade de LH deve ter sido insuficiente para promover a maturagao
de todos estes foliculos. No trabalho realizado por Alvarenga et al. (2001) duas éguas que
receberam extrato de pituitaria duas vezes ao dia, tiveram 11 e 18 ovulagdes, sendo
recuperados cinco e sete embrides, respectivamente. Assim, essas éguas que tiveram uma
superestimulagdo ovariana, mas, que foram supridas com maiores quantidades de LH, visto
que o E.P.E. contém FSH e LH, conseguiram maturar uma maior quantidade de foliculos e/ou
odcitos.

Em relacdo a dindmica folicular, os foliculos do grupo controle apresentaram uma
taxa de crescimento similar (2,19 mm/dia) ao relatado na literatura durante a estacdo
ovulatéria (Ginther, 1992; Machado et al., 2003). Entretanto, as éguas em transi¢ao
submetidas ao tratamento com eFSH, apresentaram um padrdo de crescimento folicular
diferente do grupo controle e de outros tratamentos superestimulatorios. De acordo com o
observado (Figuras 8 a 14) nas éguas submetidas ao tratamento, o crescimento folicular
comeca de forma mais lenta, aumentando nos ultimos dias que antecedem a ovulagdo. Uma
menor vascularizacdo ¢ uma menor quantidade de fatores angiogénicos encontrados nos
foliculos transicionais (Watson & Al-zi’abi, 2002) podem ser os fatores responsaveis por este

crescimento inicial mais lento. Segundo Watson & Al-zi’abi (2002) o fator de crescimento
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endotelial vascular (VEGF), expresso nas células da teca, pode ter um papel chave no
crescimento folicular dependente de gonadotrofina. Assim, de acordo com estas informacdes,
podemos especular que os foliculos crescem inicialmente de forma mais lenta porque ainda
apresentam caracteristicas de foliculos transicionais, ou seja, baixa vasculariza¢do, pequena
produgdo de esteroides e pouca quantidade de fatores angiogénicos; conforme eles vao
crescendo, eles passam a adquirir caracteristicas de foliculos pré-ovulatorios, apresentando
melhor vascularizagdo, maior produgdo de esterdides, maior produgdo e expressao de fatores
angiogénicos e ainda maior quantidade de receptores gonadotroéficos.

As baixas quantidades de LH durante a estacdo transicional (Freedman et al.,
1979) contribuem com esta inadequada producao de fatores angiogénicos, incluindo o VEGF
(Watson & Al-zi’abi, 2002). E, ja foi evidenciado que a concentragdo de VEGF no fluido
folicular de porcas pré-puberes, aumenta apds o tratamento com eCG e hCG (Barboni et al.,
2000). Adicionalmente, a baixa vascularizagdo contribui para a inadequada liberagdo de
gonadotrofinas e outros fatores troficos que irdo sustentar o desenvolvimento folicular.

Neste experimento ndo se observou qualquer correlagdo entre a populagdo
folicular existente no inicio do tratamento, ¢ o nimero de ovulagdes; ao contrario de outros
trabalhos que induziram com E.P.E. a superovulagdo em éguas durante a estacdo ovulatoria
(Woods & Ginther, 1985; Carmo, 2003). Woods & Ginther (1985) determinaram que o
ntmero de foliculos com mais de 10 mm, no 15° dia do diestro, pode representar o nimero de
ovulacdes; hd mais foliculos > 10 mm (p<0,05) em éguas com cinco ou mais ovulagcdes do
que em €guas com uma ou duas ovulagdes (6,5 = 0,6 versus 3,6 = 0,7), e uma tendéncia a ser
maior (p<0,1) quando comparado com éguas com trés ou quatro ovulagdes. Carmo (2003)
verificou uma correlagdo positiva entre a populagao de foliculos de 16 a 20 mm, no inicio do
tratamento (apds a administragdo de luteolitico), ¢ o niimero de ovulagdes. Neste trabalho,
como foram utilizadas éguas durante a fase de transicdo, ainda ndo havia ocorrido o
recrutamento folicular, e, portanto, ¢ compreensivel o fato de ndo ter sido detectada uma
correlagao.

Concordando com os achados de Woods & Ginther (1985), observamos que as
multiplas ovulagdes ocorreram de forma aleatéria. Quando submetemos as éguas a um
tratamento com gonadotrofinas, o niimero de foliculos que ovulam em um ovério, ndo
necessariamente ¢ igual ao numero de foliculos que ovulam no ovario contralateral. Isto
parece infringir as regras de alternancia entre os ovarios.

Através de estudos sobre multiplas ovulagdes espontineas, sabemos que mais

embrides gémeos sdo recuperados quando as ovulagdes ocorrem em ovarios distintos (Squires
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et al., 1987a). Neste trabalho ndo se realizou uma analogia entre a distribuicdo das ovulacdes
e o numero de embrides recuperados, entretanto, trés das quatro éguas (éguas 20, 163, 39 e 33
— Apéndice C) que apresentaram uma distribuicdo mais equilibrada do niimero de ovulagdes
(20 =2:3; 163 =2:2; 39 = 1:1; 33 = 1:1), produziram o numero maximo de embrides possivel:
5,4, 2 e 1 embrido, respectivamente.

Pdde-se determinar neste trabalho, que quase todos os foliculos, com excegao de
um, com didmetro igual ou superior a 28 mm no dia da aplicagdo do hCG, ovularam (Quadro
1). Além disso, nenhum foliculo ovulou ou luteinizou antes da administracdo do hCG. Este
dado mostra que mesmo com a interrup¢do das administragdes de FSH os foliculos
continuaram a crescer e que eles ja estavam responsivos ao LH. Esta observagao ¢ amparada
pelas informagdes de Fay & Douglas (1987) que relataram que o niimero de receptores de LH
ja estd alto nas células da teca, quando o foliculo possui 29 mm de didmetro. Wiepz et al.
(1988), trabalhando com éguas em final de transi¢do, relataram que o foliculo dominante
torna-se responsivo a administragao do hCG, ao atingir um diametro de 30 a 35 mm. Outros
autores (Ginther, 1992; Bergfelt, 1998), por sua vez, descrevem que o momento mais
adequado para a aplicacio do hCG deve se basear na identificacdo das principais
caracteristicas pré-ovulatorias do foliculo dominante, como tamanho, altera¢des de formato e
espessura da parede folicular. Diante destas informacgdes, € conveniente que este dado seja
confirmado, e que se realizem estudos mais especificos sobre as alteragdes que ocorrem em
foliculos transicionais estimulados por gonadotrofinas.

Apoés a recuperagao dos embrides, eles foram avaliados segundo seu estagio de
desenvolvimento e seu grau de viabilidade. Por causa do pequeno numero de embrides, ndo
julgamos conveniente realizar uma analise estatistica em relacdo a distribuicdo embriondria de
acordo com o estagio de desenvolvimento embrionario (Figura 15), porém, visualmente esta
distribuicdo ndo se mostrou desigual. Além disso, embrides oriundos de éguas superovuladas,
com o mesmo grau de desenvolvimento, apresentaram diametros muito semelhantes aqueles
do grupo controle (Tabela 6).

A viabilidade dos embrides, provenientes de tratamentos superovulatorios, sempre
foi motivo de discussdo, varios trabalhos suportam a idéia de que embrides provenientes de
animais superovulados sdo menos competentes em se desenvolver do que embrides de
animais que ciclaram normalmente (Elsden et al., 1976; Woods & Ginther, 1984; Hyttel et al.,
1991). Elsden et al. (1976) mostraram que as taxas de prenhez foram ligeiramente mais altas
para vacas nao tratadas do que para vacas superovuladas (89 versus 70%). Similarmente,

Woods & Ginther (1984) reportaram uma baixa taxa de sucesso com a transferéncia de
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embrides de éguas que tiveram multiplas ovulagdes (11 de 21) em comparagdo com
receptoras que receberam embrides de éguas que tiveram apenas uma ovulacao (7 de 8).
Hyttel et al. (1991) relataram que 37% dos odcitos recuperados de vacas superestimuladas
sofreram uma maturacdo anormal, comparado a apenas 11% dos odcitos de animais nao
estimulados. Porém, Dippert et al. (1994) relataram uma mesma taxa de desenvolvimento,
apos cinco dias de cultura, de embrides obtidos de éguas tratadas com E.P.E. e de embrides de
¢guas controle (46,4 versus 40,0%); e, Scoggin et al. (2002) relataram ter obtido cinco
gestagoes apos a transferéncia de 12 embrides recuperados de éguas tratadas com E.P.E.

Ap6s a avaliacdo visual e classificagdo conforme McKinnon & Squires (1988) por
meio de um microscopio estereoscopico (lupa), observamos que 75% (21/28) dos embrides
recuperados a partir de éguas superovuladas eram perfeitos morfologicamente (grau 1 — 1,5),
e 14,28% (4/28) apresentavam pequenas alteracdes (grau 2 — 2,5). Estes indices foram
préoximos aqueles observados no grupo controle (88,88% e 11,11%, respectivamente). No
entanto, também foram recuperados trés embrides e um odcito, todos degenerados e
provenientes de uma mesma égua superovulada; e mais outros cinco odcitos provenientes de
quatro éguas distintas, as quais foram submetidas ao tratamento com eFSH. Estes fatos
raramente ocorrem em éguas com ovulagdes espontianeas. Como salientado previamente, os
odcitos provavelmente chegaram ao utero, carreados pelos outros embrides.

Em éguas com ovulagdes espontaneas, na maior parte dos casos, a recuperagao de
um embrido degenerado deve-se a um meio intra-uterino inadequado para o seu
desenvolvimento. Esta pode ter sido a razdo da recuperacao dos trés embrides degenerados,
pois todos foram recuperados de uma mesma égua, apesar de ndo terem sido detectadas
alteragdes uterinas por meio do exame ultra-sonografico. Contudo, a hipotese de ocorréncia
de morte embriondria precoce devido a problemas intrinsecos ao embrido, oriundo de um
tratamento superestimulatorio, ndo deve ser descartada e deve ser melhor estudada.

A avaliagdo através das sondas fluorescentes também nos indicou que exceto os
trés embrides degenerados, todos os outros sete analisados (70%) apresentavam um pequeno
numero de células invidveis, assim como os embrides do grupo controle. Apenas um embrido
apresentou um numero razoavel de células inviaveis na sua periferia, aproximadamente 150.
Isto pode ser um indicativo de que este embrido sofreu algum dano, durante o tempo em que
se manteve no meio de manutengdo até a sua avaliagdo. Porém, mesmo assim, ele mostrou-se
um embrido com boa viabilidade.

No presente experimento, também foram mensuradas as concentragdes séricas de

progesterona nas éguas de ambos os grupos, no dia em que foi realizada cada coleta de
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embrido. Assim como Alvarenga et al. (2001), observamos um aumento nas concentragoes de
progesterona, relacionado ao aumento do numero de ovulagdes (p<0,001). Porém, os valores
ndo sdo diretamente proporcionais ao nimero de corpos liteos, como por exemplo, a égua que
teve seis ovulagdes produziu uma maior quantidade de progesterona (44 ng/ml) em relagdo as
éguas que tiveram 10 e 12 ovulagdes (24,9 e 38,49 ng/ml, respectivamente).

Este aumento nas concentragdes de progesterona indica que um grande nimero de
ovulacdes resultou em corpos luteos funcionais, entretanto, parece existir uma variada
capacidade esteroidogénica entre os corpos luteos, o que pode ter contribuido para esta
diversidade de valores.

Nos animais do grupo controle, observa-se claramente que apesar de todos os
animais possuirem apenas um corpo liteo, as concentracdes de progesterona variaram de 4,3 a
11,6 ng/ml (Apéndice D). Isto mostra que um corpo liteo pode ter uma capacidade
esteroidogénica quase trés vezes maior que um outro corpo liteo. Assim, é compreensivel que
os valores sanguineos de progesterona, averiguados nas ¢éguas com maultiplas ovulacdes, ndo
acompanharam o nimero de corpos luteos.

Também, aparentemente, ndo se observou qualquer relacdo entre a concentragdo
de progesterona, a imagem ultra-sonografica do(s) corpo(s) luteo(s) e a recuperagao de
embrides. Eguas com corpos liteos menores, ndo necessariamente apresentaram uma menor
concentragdo de progesterona. Do mesmo modo, a concentracdo de progesterona parece nao
ter influenciado na recuperagdo embrionaria. Arruda et al. (2001) estudaram a relacdo entre o
tamanho e a morfoecogenicidade dos corpos luteos e os teores de progesterona em receptoras
de embrides e observaram que o aumento da concentracao de progesterona ¢ acompanhado
pelo aumento da morfoecogenicidade, principalmente do D4 em diante, entretanto, a elevagado
nos niveis de progesterona ndo sdo decorrentes do tamanho dos corpos liteos. Estes autores
também nao detectaram diferenga na morfoecogenicidade e no tamanho dos corpos luteos,
nem nos niveis de progesterona circulantes do DO ao D9 em receptoras de embrides eqiiinos
que se tornaram gestantes ou ndo apds o procedimento da transferéncia de embrides.

Adicionalmente, sugere-se que sejam realizados maiores estudos sobre a produgao
de progesterona de éguas que foram superestimuladas durante a estagdo de transi¢do e durante
a estagdo reprodutiva. Percebemos que as concentragdes médias de progesterona no presente
estudo foram inferiores as relatadas por Alvarenga et al. (2001), apesar de ambos os trabalhos
terem utilizado a mesma técnica para a mensuracdo (radioimunoensaio). As baixas
concentragdes séricas de LH, podem ter influenciado no desenvolvimento dos corpos luteos,

e, conseqiientemente, na producao de progesterona.



104
Discusséo

Conclusoes
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A partir deste experimento, realizado de acordo com as condigdes expostas

anteriormente, as seguintes conclusdes podem ser pronunciadas:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A utilizagdo do Hormoénio Foliculo Estimulante purificado eqiiino (eFSH) foi efetiva
em acelerar o inicio da atividade reprodutiva em éguas durante o periodo de transi¢do

de primavera;

O tratamento com eFSH foi eficiente em promover multiplas ovulagdes na maioria dos

animais;

Um maior nimero de ovulagdes € um maior numero de embrides e estruturas foram
recuperados nas éguas submetidas ao tratamento, em comparacdo ao grupo nao

tratado;

Os animais do grupo tratado apresentaram um crescimento folicular diferenciado em
relagdo ao grupo controle, apresentando um crescimento mais lento inicialmente, que

se acentuou durante os ultimos dias que antecederam a ovulagao;

Os embrides oriundos das éguas submetidas ao tratamento com eFSH mostraram-se

vidveis, assim como os embrides das éguas do grupo nao tratado;

As ¢éguas com maultiplas ovulagdes apresentaram uma maior concentracdo de

progesterona quando comparado aquelas com ovulagdes Unicas;

A maioria das éguas manteve a atividade ciclica ovariana ap6s a suspensdo do

tratamento com o eFSH.
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Apéndices



APENDICE A - GRUPO CONTROLE

Pop. Folicular 1° dia NC Pop. Folicular (mm) dia hCG Intervalo | Intervalo Interv.
tcua| 17da | o | o | oo | o |dias |Dia | o | & | & | & | & | & N° | hCG - | fol.>25mm | Coleta | PGF-
controle | ¥ | @ | | Q (pfoll|hCCG| ¥ | 2 | F | Q| S| Q| Q |ovul|ovulagdo - ovul. D7-8,0 | 2% ovul.
é ﬁ 8‘ g > 35 é ﬁ RI g %' £ Al (hs) (dias) (dias)
©01) 735 | 22.09 0 2 0 1 2 26.09| O 1 0 1 0 0 1 1 36 6 + 12
(02 902 | 03.10 1 6 4 1 42 (1411 | 4 6 0 0 0 1 0 1 120 47 + 17*
03 32 10.10 2 1 4 1 18 |28.10| 2 4 2 0 0 1 0 1 36 20 + 10*
o4 13| 11.10 3 2 2 3 3 15.10| 2 3 4 0 0 1 0 1 36 6 - 14
©05 09| 18.10 5 1 0 1 22 |11.09| 1 1 0 0 0 1 0 1 48 24 + 9*
©oe) 15| 18.10 2 0 1 1 20 |11.09] 3 0 0 0 0 0 1 1 48 24 + 10*
©o7) 56" | 18.10 3 2 1 1 >60 -
©8) 34| 19.10 0 3 1 1 6 2510 1 3 0 1 0 1 0 1 36 8 - 4
09 19| 21.10 poli 2 4 1 20 |11.11 | poli 4 1 0 0 1 0 1 48 23 + 9*
(100 37| 24.10 1 4 3 2 14 0811 | 3 3 0 0 0 0 1 1 48 17 - 9*
(11) 38| 05.11 2 0 0 1 11 1711 2 1 1 0 0 1 0 1 48 14 + 16*
(12 14| 08.11 5 2 0 1 21 2911| 3 5 0 1 0 1 0 1 48 23 + 8*
(13) 898 | 11.11 2 2 1 1 9 2111 O 2 0 0 0 0 1 1 48 12 + 13*
(14 29| 19.11 5 4 3 1 6 2511 | poli | poli 0 1 0 1 0 1 96 10 - 11*
Média 14,92 1 18,00 0,69 10,92 |
56" - Dados excluidos da anélise estatistica. * com hCG &



APENDICE B — GRUPO TRATAMENTO

) B I?;%)F_ozlgl:jl;r g- el g Pop. Folicular (mm) — dia hCG ey Intervalo Interv.
EGUA | © GE) olo|lo| o %g 2 aé Da | o |0 |0 | &0 | & | & N° hCG—. foI.§25mm— Coleta | Rec. PaGan'

O g| ¥ |9 | |9 |883|cg hCCG| ¥ |0 | || | o | <2 |ovwl 1° ovul. D7-8 | Ooc. |27 ovul.

TEl3ln oo SN2 ol I Bl o [ o B B VS (dias) (dias)

-~ ~— N N | Z - — — N N ™ ™

(01 20|11.09 | poli| O 0 1 6 6.5 |17.09] 1 2 1 1 2 1 1 5 36 8 +++++ - 64*
(02) 40 |25.09| poli | 1 0 1 3 3.5 [28.09| 2 1 0 1 0 0 1 1 48 5 - + 15*
(03) 31 |26.09| 1 4 3 1 3 45 (30.09| 3 4 1 1 1 3 0 4 12-48 5-7 - - 17*
(04) 163 |05.10 | poli | 2 1 1 4 6.0 {1110 O 2 2 0 1 1 2 4 48 8 ++++ - 13
(05) 49 |16.10| 4 6 0 1 5 55 (2110 1 3 1 2 1 3 0 5 48 6 + + 58*
(06) 27 |17.10| 8 7 2 1 5 50 |2210] 2 2 3 5 3 2 0 10 48 7 ++ - 14*
(07) 18 |18.10| 1 3 2 1 4 50 |23.10| 1 2 0 1 3 2 0 6 48 7 +++++ + 14*
(08) 734 |20.10| 5 4 2 2 4 4.0 (2410]| poli | 3 3 1 3 1 0 5 96-120 8-9 +++ ++ 14
09) 162 |22.10| 4 4 3 1 5 55 |2710] O 1 0 3 6 3 1 12 36 7 - - 15*
(100 36|28.10| O 6 4 1 5 6.0 |03.11] 2 6 0 0 1 3 1 4 48 8 +++ + 13*
(11) 39 |28.10| 4 4 0 1 3 35 |3110] O 5 0 0 0 2 0 2 36 5 ++ - 36*
(12) 42 |06.11 | poli | poli | 1 1 4 50 (1111 O 0 1 5 7 5 1 17 48 7 ++ - 15*
(13) 33 |11.11| 4 1 0 2 4 4.0 |1511] 1 0 0 1 0 2 0 2 48 6 + - 12*
(14) 41 2111 O 2 0 1 3 30 |2411] 2 0 0 0 0 1 0 1 48 5 - - 13*
Média 414 | 4,79 5,57 6,57 2,0 22,36

* com hCG




APENDICE C

Distribuicao das ovulagées em éguas submetidas
ao tratamento com eFSH®

] Numero de Ovulagoes N°
EGUA N° Embrides | Estruturas
O.E. 0. D. (emb. + 0dc.)

20 2 3 5 5

40 0 1 0 1

31 1 3 0 0

163 2 2 4 4

49 4 1 1 2

27 6 4 2 0

18 4 2 5 6

734 1 4 3 5

162 9 3 0 0

36 4 0 3 4

39 1 1 2 2

42 7 10 2 2

33 1 1 1 1

41 1 0 0 0

130



APENDICE D

131

CONCENTRACAO SERICA DE PROGESTERONA (ng/ml)

CONTROLE
Egua N’ de Corpos Luteos [ ] P4 (ng/ml)
09 1 5,262
13 1 8,793
14 1 7,082
15 1 10,189
19 1 8,951
29 1 5,743
32 1 7,288
34 1 5,532
37 1 7,898
38 1 4,304
735 1 11,594
898 1 7,773
902 1 5,726
TRATAMENTO
Egua N? de Corpos Luteos [ ] P4 (ng/ml)
41 1 8,025
33 2 12,792
39 2 16,272
40 2 ( 1 diestro) 10,114
31 4 21,402
36 4 17,108
163 4 16,797
20 5 36,288
49 5 22,338
734 5 14,518
18 6 44,000
27 10 24,899
162 12 38,490
42 17 45,000
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