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Resumo

A eficiéncia da primeira ovulagao da estacao reprodutiva para a produgao
de embrides foi determinada através da taxa de recuperagio
embrionaria, da viabilidade dos embrides recuperados, da concentragao
sérica de progesterona, da resposta do primeiro foliculo pré-ovulatério
da estagio reprodutiva a0 hCG e da resposta do primeiro CL.a PGF .
Treze éguas que estavam no petiodo de anestro ou inicial da transicdo
de primavera foram acompanhadas por ultra-sonografia até a detec¢ao
do primeiro foliculo pré-ovulatério. Neste momento a ovulagao foi
induzida com 2500 UI de hCG (IV) e elas foram inseminadas em
dias alternados até a ovulagdo. Sete dias apds a deteccdo da ovulagio
foi realizada coleta de embriao e a concentracio de P, foi determinada.
A partir da detecgdo do primeiro foliculo > 25mm da estagao, as éguas
demoraram em média 14,92 & 10,80 dias para alcancarem o primeiro
foliculo pré-ovulatério e 18,00 + 11,08 dias para ovularem, sendo que
11/13 éguas ovularam em até 48 horas ap6s a administracdo do hCG.
Estes foliculos cresceram em média 2,19 & 0,86 mm/dia. Nove das
13 éguas (69,2%) produziram embrides e todos foram considerados
viaveis ap6s avaliagao visual e pelo exame de fluorescéncia. Os corpos
luteos formados mostraram-se funcionalmente competentes
produzindo em média 7,39 * 2,11 ng/ml de P » além de serem
responsivos 2 PGF,a. Deste modo, o primeiro ciclo ovulatério do
ano pode ser utilizado com sucesso para a producio de embrides
vidveis.

Introducao
por ano.
O uso da transferéncia de embrides

Palavras-chave:
Egua.
Ovulagao.
Embrizo.
Progesterona.

ainda mais o nimero de embrides obtidos

em equinos tem aumentado nas ultimas
décadas, sendo o Brasil um dos paises que
mais utiliza esta técnica em todo o mundo.
Apesar do inegavel beneficio da aplicagao
da transferéncia de embriGes para a
eqiideocultura, a técnica ainda possui
algumas limitacoes. Além do fato de
ocorrer, via de regra, somente uma ovulagao
por ciclo, resultando na recuperacdo de no
maximo um embrido por coleta, a
estacionalidade reprodutiva da espécie limita
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Nas éguas, a atividade reprodutiva
sofre influéncia positiva da luminosidade, o
que as classifica como uma espécie poliéstrica
estacional. Devido, principalmente, as
alteragcdes no fotoperiodo, a incidéncia de
ovulacoes é minima ou ausente durante o
inverno, aumenta gradualmente durante a
primavera, se normaliza durante o verdo, e
diminui transicionalmente durante o outono.
Até a ocorréncia da primeira ovulagio da
estacio ovulatoria, muitas ondas de
crescimento folicular ocorrem estimuladas
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pelas ondas de FSH', porém, apenas com o
aumento dos niveis séricos de LH,
concomitante a queda dos niveis de FSH,
um foliculo continua o seu crescimento e
culmina em ovulacao®. Sharp e Ginther
descreveram o padrio de crescimento
folicular de éguas durante a transicdo de
primavera como uma curva sigmoide, ou
seja, um crescimento, inicialmente lento, no
numero e tamanho dos foliculos, que depois
se acentua. Este aumento acentuado no
numero e tamanho dos foliculos é seguido
por um plat6é antes da data da primeira
ovulacio, sendo que, durante o periodo de
rapido e extenso desenvolvimento folicular
ndo ocorrem ovulacoes.

A sazonalidade reprodutiva de éguas
nas condi¢des do Brasil tem sido pouco
estudada, e pouca atencdo tem sido dada,
na literatura, ao primeiro ciclo ovulatério do
ano. Adicionalmente, nio existem relatos
sobre a utilizacdo do primeiro ciclo
ovulatério para a produgiao de embrides.
Desta forma a obtenc¢io de embrides viaveis
ja no primeiro ciclo ovulatério da estagao
viria a aumentar o desempenho de fémeas
em programas de transferéncia de embrides.
Também pouco se tem estudado sobre a
eficacia da utilizagcdo da gonadotrofina
corionica humana (hCG) em éguas na fase
transicional®, que ha muito tempo ¢é utilizada
para acelerar a ovulagdo em éguas que se
encontram ciclando™® assim como, a funcio
do corpo lateo apds a sua administracao.

Com o objetivo de se determinar a
real eficiéncia em se utilizar ou nio o primeiro
ciclo da estagio reprodutiva, este trabalho
visou estudar: a) o intervalo entre a fase final
do perfodo de transi¢io de primavera e a
primeira ovulagdo da estagdo ovulatoria de
éguas na regiao de Botucatu, Sao Paulo; b) a
taxa de recupera¢do embrionaria utilizando
o primeiro foliculo ovulatério; ¢) a
viabilidade e morfologia destes embrides,
observada 7z vitro; d) a func¢ao do corpo lateo
formado apds a primeira ovulagiao do ano,
através da determinacido da concentraciao
sérica de progesterona; e) a sensibilidade do
primeiro foliculo pré-ovulatério do ano ao

271

hCG e, f) verificar a resposta do primeiro
corpo luteo da estacdo reprodutiva a
prostaglandina F o (PGF,a) através do
intervalo entre a administra¢ao da PGF,a e
a segunda ovula¢do da estagio reprodutiva.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 13 éguas mesticas, de
trés a 15 anos, com bom escore corporal,
peso compreendido entre 300 e 400 kg e
bom histérico reprodutivo. As éguas foram
mantidas sob sistema de criacio extensiva
em piquetes de pasto nativo da Fazenda
Edgardia, pertencente a Universidade
Estadual Paulista (UNESP) — Campus de
Botucatu (Latitude 22°52’S; Longitude
48°27°S; Altitude aproximada de 825
metros), Hstado de Sao Paulo. Os animais
tinham acesso a bebedouro coletivo e a
suplementacdo mineral, e recebiam
diariamente 2 kg de racdo peletizada para
manutencao.

O trato reprodutivo das éguas foi
examinado por palpac¢io retal e por ultra-
sonografia, durante a primeira quinzena do
més de setembro de 2003, antes do inicio
do experimento. Todos os animais
encontravam-se na fase de anestro ou no
inicio da fase de transicdo de primavera
(foliculos menores que 25 mm de diametro
e nenhum corpo liteo). Também nio
apresentavam qualquer alteracao endometrial
(avaliada através de bidpsia uterina) e/ou
cervical (avaliada através de vaginoscopia).

Os ovarios e utero das éguas foram
avaliados duas a trés vezes por semana, com
ultra-som Pie-Medical modelo 450 e
transdutor linear de 5,0 MHz. Uma vez
detectado o primeiro foliculo com diametro
médio de 25 mm, o desenvolvimento
folicular foi acompanhado com intervalo
maximo de 72 horas até que fosse
observado um foliculo com diametro igual
ou superior a 30 mm, momento em que o
acompanhamento folicular tornou-se diario.
A partir da detecgdo de um foliculo pré-
ovulatério (= 35 mm) e da observacao de
edema uterino, com presenca de dobras
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endometriais bem visibilizadas’, as éguas
receberam, via endovenosa, 2.500 UI de
gonadotrofina coriénica humana (hCG)
(Vetecot®™ - Lab. Calier do Brasil Ltda, Sao
Paulo) e foram inseminadas artificialmente,
em dias alternados, até o momento da
ovulacdo. Utilizou-se sémen fresco,
proveniente de um unico garanhdo de
fertilidade comprovada, diluido na
proporc¢io de 1:1 em meio extensor a base
de leite desnatado (K75), desenvolvido pelo
Departamento de Reprodugao Animal e de
Radiologia Veterinaria — FMVZ — UNESP,
campus de Botucatu. A dose inseminante
continha no minimo 500 milhdes de
espermatozoides moveis. O dia da detecgao
da ovulagio foi determinado como dia zero
(DO0) e a recuperacao embriondria foi
realizada no 7° dia (D7) apds a ovulacio.

Utilizou-se a técnica ndo-cirargica para
a recupera¢io embrionadria, realizando-se trés
lavados uterinos com solu¢ao de Ringer com
Lactato (J.P. Industria Farmacéutica, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo), conforme descrito por
Alvarenga, Landim - Alvarenga e Meira’.
Ap6s o procedimento, as éguas receberam
7,5 mg (1,5 ml) de Dinoprost Trometamina
(Lutalyse® - Rhodia-Mérieux Veterinaria
Ltda, Sdo Paulo), via intramuscular.

O rastreamento dos embrides foi
realizado com auxilio de um microscopio
esteroscopico (lupa) sob aumento de 10
vezes, e a classificacio embrionéria
utilizando-se aumento de 40 vezes,
conforme McKinnon e Squires'’. Visando
avaliar a viabilidade embriondria através de
sondas fluorescentes, seis embrides foram
incubados em solucio de DPBS com 0,4%
de BSA acrescida de 125mg/ml de iodeto
de propideo (Sigma Chemical CO, St. Louis)
durante 10 minutos, e em seguida foram
transferidos para uma gota, sobre lamina
histolégica, contendo solu¢io de 10mg/ml
de solucio de trabalho de HOECHST
33342 (Sigma Chemical CO, St. Louis) e
cobertos por laminula. Os embrides entdo
foram imediatamente examinados em
microscopio invertido de fluorescéncia (filtro
azul 535 e 617 nm) para a determinacio da
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sua viabilidade, sendo considerados vidveis
células com nucleos corados em azul pelo
HOECHST 33342 e inviaveis células com
nucleo corado em vermelho pelo lodeto de
Propideo.

Visando a analise ultra-estrutural, trés
embrides foram fixados em glutaraldeido a
2,5% em tampao fosfato 0,1M (pH 7.4) e
pos-fixados em tetréxido de 6smio a 1%
em mesmo tampao. Apos a desidratacdo em
séries crescentes de acetona os embrides
foram incluidos em Epon. Os cortes
ultrafinos foram obtidos com navalha de
diamante, montados em grades de cobre e
corados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. As amostras foram entdo
examinadas em microscopio eletronico de
transmissdo Philips EM 301. A analise foi
feita em um pequeno numero de estruturas
devido a0 alto custo da técnica objetivando
somente a descricio morfologica dos
embrides colhidos.

No dia estabelecido para a coleta
embrionaria (D7), realizou-se coleta de sangue,
através de puncio venosa, com auxilio do
sistema de “Vacutainer’”” sem anticoagulante. As
amostras foram centrifugadas e o soro foi
devidamente identificado e armazenado a —
16°C. A concentragdo de progesterona foi
determinada por radioimunoensaio utilizando-
se kit comercial (Coat-A-Count — Diagnostic
Products CO, Califérnia, EUA), ¢, foi realizada
no Laboratério de Endocrinologia do
Departamento de Reprodu¢io Animal da
UNESP-Botucatu.

Nos dias que sucederam o procedimento,
as éguas continuaram a ser acompanhadas
através de palpacio retal e ultra-sonografia.
No momento em que foi detectado o
proximo foliculo com caracteristicas de
foliculo pré-ovulatério, os animais receberam
novamente 2.500 UI de hCG para a indugio
da ovulacdo. A data da segunda ovulacio
também foi determinada.

Analise Estatistica

O intervalo entre o final da fase de
transicdo de primavera e o primeiro foliculo
pré-ovulatério e o intervalo entre o final da
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fase de transicdo de primavera e a primeira
ovulacio da estacio ovulatéria foram
determinados pela média dos intervalos
observados para cada égua, com seus
respectivos desvios padrio.

Para o estudo da dinamica dos
foliculos que culminaram em ovula¢io,
durante o primeiro ciclo ovulatério da
estacdo reprodutiva, foi realizada analise de
regressdo linear simples.

Utilizou-se uma analise descritiva para
a avaliacio da morfologia embrionaria.

O intervalo entre a administracio da
PGF o e a segunda ovulagio da estagio foi
determinado pela média dos intervalos
observados para cada égua, com seu
respectivo desvio padrio.

Resultados

A partir da detec¢io do primeiro
foliculo com didmetro = 25 mm, as éguas
demoraram em média 14,92 * 10,80 dias
(2-42 dias) para alcancarem o primeiro
foliculo pré-ovulatério e, 18,00 = 11,08 dias
(6-47 dias) para ovularem. Onze das 13 éguas
(84,6%) ovularam entre 36 e 48 horas apos
a administracdo do hCG, enquanto duas
ovularam apés 96 e 120 horas. Todas
desenvolveram apenas um foliculo pré-
ovulatério e tiveram presumivelmente
apenas uma ovulacio.

Os foliculos ovulatorios apresenta-
ram uma taxa de crescimento média de 2,19
*+ 0,86 mm por dia, obedecendo a um
padrio de crescimento linear (y = 1,88x +
40,82; r* = 0,96) (Figura 1), sendo que, x =
(-) nimero de dias que antecedem a ovulagao
e y = diametro folicular em milimetros.
Nove dias antes da ovulacdo os foliculos
apresentaram 254 £ 2,2 mm de diametro,
com oito dias antes da ovulacdo
apresentaram 24 * 3,8 mm, com sete dias
antes da ovulacdo apresentaram 27,5 £ 35
mm, com seis dias antes da ovulacdo tinham
30,3 £ 4,6 mm, com cinco dias antes da
ovulagido apresentaram 31 £ 3,6 mm, quatro
dias antes da ovulacido tinham 32,8 + 4,1
mm, trés dias antes tinham 35,4 £ 27 mm e

dois dias antes apresentaram 38,4 * 3,4 mm.
Por fim, o diametro folicular médio
apresentado no dia que antecedeu a ovulagao
foi igual a 38,1 + 4,4 mm.

A taxa de recuperacio embrionaria
foi igual a 69,2% (9/13).

Viabilidade embrionaria “zx vitro” dos
nove embrides recuperados, oito (88,9%)
foram classificados como grau 1-1,5 e
apenas um (11,1%) como grau 2-2,5. Todos
os embrides que foram corados e
submetidos ao exame de fluorescéncia se
mostraram viaveis, pois apresentaram no
maximo 10 células coradas de vermelho
(inviaveis) (Figura 2a e 2b).

Andlise ultra-estrutural

Pela andlise da ultra-estrutura os
embrides apresentaram zona peltcida de
aproximadamente 4 mm de espessura se
desfazendo em alguns pontos. A capsula
consistia de um envelope localizado entre a
zona pelicida e as células do trofoblasto
formado por um material fibrilar arranjado
circularmente sob a forma de camadas
sobrepostas (Figura 3a). O espaco
perivitelinico, compreendido entre a capsula
e as células do trofoblasto, era estreito e
preenchido quase que totalmente pelas
microvilosidades presentes na superficie
externa das células (Figura 3b). As células do
trofoblasto encontram-se unidas entre si por
estruturas de adesdo, em sua parte apical.
Complexos juncionais, caracterizados pela
presenca de zonulas de oclusio apareceram
fechando os espacos intercelulares apicais, ou
seja, voltados para o espaco perivitelinico
(Figura 3d). Na regido do botao
embriondrio foi vista uma massa celular
interna composta por células dispersas
envoltas por um epitélio colunar formado
por uma unica camada de células, o
trofoblasto (Figura 3a). A massa celular
interna apresentou-se constituida por células
de aspecto irregular, com nucleo oval
localizado centralmente, contendo cromatina
de aspecto difuso (Figura 3c). Os glébulos
de lipideos apareceram em grande numero,
muitas vezes posicionados préximo a
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superficie celular (Figuras 3a e 3¢). O
citoplasma dessas células emitia longos
prolongamentos ligando uma célula a outra,
bem como com as células do trofoblasto
(Figuras 3a e 3¢). Nao foi observado nenhum
tipo especial de juncido celular entre os
prolongamentos sendo a ligagio entre uma
célula e outra feita somente pela aposicio
das duas membranas (Figura 3c).

Apbs o procedimento de coleta do
embrido, as éguas receberam uma dose de
luteolitico (PGF,a) e ovularam pela segunda
vez apds 10,92 + 3,50 dias em média (4 —
17 dias), sendo que esta segunda ovulagiao
também foi induzida com hCG.

A concentra¢do sérica de proges-
terona apresentada, no dia da coleta de
embrido, foi igual a 7,39 £ 2,11 ng/ml em

~ 50 4

S

é 40 T T

k-

2 30 I 1

S

o 20

£ 10

o

c: () I I I I I I I
10 9 8 -7 6 -5 4 3 2 -1 0

Dias até a ovulacao

y = 1,88x + 40,82 (2 =0,96)

Figura 1 — Crescimento folicular médio (mm) apresentado pelos primeiros foliculos ovulatérios do ano. Botucatu, 2003

(10X)

C = capsula

(10X)

Figura 2 - Embrides eqiinos (D7) corados com lodeto de Propideo e HOECHST 33342, examinados em microscépio invertido de fluorescéncia
(10x). Observe raras células (blastdbmeros) coradas de vermelho (inviaveis)
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média, sendo que os valores minimo e
maximo foram de 4,304 ¢ 11,594 ng/ml.

Discussao

Este estudo demonstrou que o
primeiro foliculo ovulatério, apresentado
por éguas em condigdes tropicais, cresce
numa taxa similar ao reportado para éguas
que se encontram no hemisfério norte (2,19
mm x 2,6 mm/dia)®. Este valor também ¢é
muito préximo ao relatado para éguas
durante a fase ovulatéria no Brasil (2,5 *
0,2 mm/dia)'""?. Além disso, o primeiro
foliculo ovulatério da estagao reprodutiva
demonstrou ser sensivel a aplicagao de hCG.
Carnevale et al.” também induziram a
ovulacdo em éguas com hCG durante o
perfodo transicional e observaram que estas
ovularam em média 2,8 dias (1-6 dias) apos
a administracdo da gonadotrofina. Neste
estudo, o hCG foi administrado quando as
éguas apresentaram um foliculo = 40mm e
no minimo 3 dias de cio. Das 19 éguas, uma
(1/19) ovulou apés 48 horas e, duas (2/19),
nao ovularam apds o tratamento. Os
resultados obtidos neste experimento
mostram que a administracio de hCG foi
efetiva mesmo quando utilizado em foliculos
dominantes (= 35 mm) que eventualmente
poderiam regredir durante o periodo
transicional, ndo parecendo ser necessario
que o foliculo dominante apresente um
didmetro superior a 40 mm, desde que
sejam respeitado os niveis de estradiol
evidenciados pelo edema uterino ou pelos
sinais de cio.

Do mesmo modo, o hCG também
mostrou-se eficiente para a acelerar a
maturacao do odcito, durante o periodo
transicional, indicada pelo nimero de
embrides recuperados por coleta. O indice
de recuperacio (69,23%) obtido neste
trabalho apresenta-se similar ao de varios
autores que realizaram a coleta durante a
estagdo reprodutiva, embora exista grande
variabilidade na literatura®'>!*1516:17.1819.20,
Assim, a viabilidade do o6cito do primeiro
foliculo ovulatério parece ser igual aquela
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de outros ciclos durante a estacao ovulatoria.

Todos os embrides coletados
mostraram-se viaveis apos avaliacdo visual e
ap6s o exame de fluorescéncia, exaltando a
eficiéncia reprodutiva que pode ser alcangada
com o primeiro ciclo. Além disso, as
caracteristicas ultra-estruturais observadas nos
embrides coletados sdo semelhantes aquelas
observadas em embrides eqliinos obtidos
durante a estacio de monta®*% Este dado
corrobora para a afirmag¢io de que os
embrides obtidos no primeiro ciclo
ovulatorio da estacdo sdo normais e viaveis.

Os resultados obtidos neste trabalho, com
relagdo a qualidade dos embrides obtidos de éguas
doadoras no primeiro ciclo da estacao reprodutiva
ndo devem ser transpostos para a qualidade do
primeiro ciclo de éguas receptoras. Squires, Iuliano
e Shideler" e Tuliano e Squires™ reportaram que
as taxas de prenhez sao maiores quando sdo
utilizados ciclos do meio da estagdo, enquanto
Carnevale et al** obtiveram maiores taxas de
gestagdo quando utilizaram a primeira ovulagio
das receptoras, mostrando que a tematica ainda
¢ motivo de contlito.

A concentragao de progesterona, referente
a0 dia da coleta de embtido, demonstrou que o
primeiro corpo lateo da estagdo ¢
esteroidogenicamente eficiente, e os valores estao
de acordo com varios autores que registraram
niveis plasmaticos de progesterona entre 4,0 e 12,0
ng/ml para éguas em diestro™ * %, Este valor
(7,39 £ 2,11 ng/ml), entretanto, patece supetior
ao relatado por Carnevale et al’ que também
induziram a primeira ovulagio do ano com hCG
(4,9 ng/ml) e ao observado, no 7° dia apds a
ovulacio, por Arruda et al” durante a estagio
teprodutiva (4,37 + 0,21 ng/ml). Desta forma, a
inducido da ovulagdo durante o periodo
transicional nao parece afetar a formagio ou a
funcao do corpo lateo.  Apesar dos valores
similares, outros trabalhos concordam que existe
uma influéncia da estacio sobte a concentragio
circulante de progesterona, ocorrendo um
progressivo declinio na progesterona plasmatica
do diestro no petiodo anovulatdrio™".

O intervalo médio necessario para a
segunda ovulagdao apds a administracdo da
PGF a0 (10,92 £ 3,50 dias) foi similar ao
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3a(2.450X)

3¢ (13.250X)

3b(13.250X)

3d (23.000X)

T = célulasdotrofoblasto; E = células do embrioblasto; G = comlexo de Golgi; n = nucleo; nu = nucléolo; | = gotas de lipideo; m = mitocondria;
mv = microvilosidades; ¢ = capsula; zp = zona peltcida; v = vactiolo; vc = vesicula aberta; epv = espaco perivitelinico; ¢j = complexos juncionais

Figura 3 - Aspecto geral da ultra-estrutura de embrides obtidos de éguas em transicao de primavera

relatado durante a estacdo reprodutiva (9 a
10 dias)***, entretanto, houve um menor grau
de sincronia em relacio a outros trata-
mentos que associaram a PGF o e hCG*>.

Conclusao

Os resultados demonstram que,
dentro das condi¢coes do presente
experimento, o primeiro foliculo ovulatério
do ano produz 6vulos viaveis, podendo ser
utilizado para a recuperagdo de embrides
com uma boa qualidade. Podemos concluir
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também que o corpo lateo formado apés a
primeira ovulagio do ano ¢é funcional e
competente, produzindo concentracoes de
progesterona similares aos corpos luteos da
estacdo ovulatéria e sendo responsivo a
aplicagdo de prostaglandina F,a
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Utilization of the first ovulatory cycle of seasonal breeding for embryo

production in mares in tropical conditions

Abstract

The efficacy of the first ovulation of the breeding season was
determined through the response of first pre-ovulatory follicle of
the breeding season to hCG, embryo recovery rate, viability of
recovered embryos, serum concentrations of progesterone, and
response of first CL to PGF,a.. Thirteenth mares that were in vernal
transition were accompanied until the first pre-ovulatory follicle was
detected. At this moment, the ovulation was induced with 2,500 TU
hCG (IV) and the mares were inseminated every other day until
ovulation. Seven days after the ovulation, embryo recovery was
performed and the progesterone concentration was determined. After
detection of the first pre-ovulatory follicle of breeding season with >
25mm, it took 14.92 £ 10.80 days for the follicle to reach the pre-
ovulatory size and 18.00 + 11.08 days to ovulation. After
administration of hCG, 11/13 mares ovulated in 48 hours. These
follicles growth 2.19 + 0.86 mm/day on average. Nine of 13 mares
(69.2%) produced embryos and all were considered viable after
morfological evaluation and fluorescence exams. The CL appeared
competent producing 7.39 £ 2.11 ng/ml P, on average, and
responding to PGF,a.. According to these results the first ovulatory
cycle of the year can be utilized to produce viable embryos.
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