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RESUMO

ARANTES, Alexandre Francisco Amaral. Efeito do p-caroteno e do FSH-P
sobre a dinamica folicular e qualidade embrionaria em éguas
Mangalarga Marchador. Lavras: UFLA, 2004. 58p. (Dissertacdo -
Mestrado em Zootecnia)'

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementagdo de [-
caroteno sobre a producgdo e qualidade embriondria de éguas tratadas ou ndo com
FSH-P, além de avaliar a eficiéncia da utilizacio de FSH-P (Folltropin®) para
induzir superovulagdo em éguas. Foram utilizadas 16 éguas doadoras da raga
Mangalarga Marchador, entre 4 e 18 anos de idade, aptas a reprodugao. Utilizou-
se duas dosagens de [B-caroteno injetavel (800 e 1200 mg), intramuscular,
aplicadas no 15° dia apds a ovulag@o, em éguas tratadas ou ndo com Folltropin-
v® (Vetrepham- Belleville, Canadd), duas injecdes diarias de 10 mg,
intramuscular, aplicadas as 8 e 18 horas do 15% ao 20° dia, apds a ovulagdo ou
até a detec¢do de um ou mais foliculos = 3,5 cm. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 6 tratamentos: tratamento 1 (n=8)- nio receberam medicagao;
tratamento 2 (n=8) — aplicacdo de FSH-P; tratamento 3 (n=4) — 800 mg de f-
caroteno; tratamento 4 (n=4) — 1200 mg de B-caroteno; tratamento 5 (n=4) —
aplicagdao de FSH-P + 800 mg de B-caroteno; tratamento 6 (n=4) — aplicagdo de
FSH-P + 1200 mg de B-caroteno. As coletas de embrides foram realizadas no 6°
dia apdés a ovulacdo. Como ndo houve diferengas entre os tratamentos e
interacdes, foram testados os efeitos principais do tratamento com FSH-P (n=16)
versus ndo tratamento (n=16) e suplementagdo com P-caroteno (n=16) versus
ndo suplementagdo (n=16). A qualidade embriondria foi melhor (p=0,041) nos
animais suplementados com B-caroteno, 1,22 + 0,22, versus ndo suplementados,
2,62 + 0,21, mas foi semelhante (p=0,20) entre os animais tratados com FSH-P,
1,47 = 0,21, em comparacdo com ndo tratados, 2,37 £ 0,22. O nimero médio de
foliculos aumentou (p=0,0175) nos animais tratados com FSH-P (3,19 + 0,34)
versus ndo tratados (1,87 + 0,34) e ndo houve efeito (p=0,50) da suplementacio
(2,69 = 0,34) versus ndo suplementacdo (2,37 £ 0,34). O nimero de ovulacdes
ndo variou (1,00 £ 0,0) entre os efeitos principais. Nao houve efeito do
tratamento com FSH-P (p=0,80) ou da suplementacdo (p=0,90) sobre a duragio
do estro (8,00 £ 0,46 versus 8,23 + 0,46 e 8,06 = 0,46 versus 8,18 + 0,46 dias,
para éguas tratadas ou ndo com FSH-P e suplementadas ou ndo com B-caroteno,

! Comité orientador: José Camisdo de Souza - UFLA (orientador); Ana Tereza de
Mendonga Viveiros - UFLA; Flamarion Tenério de Albuquerque - UFLA; José Augusto
de Freitas Lima - UFLA.



respectivamente) e sobre o didmetro do foliculo ovulatério, 4,56 + 0,18 versus
4,56 £ 0,18 e 4,50 £ 0,18 versus 4,62 + 0,18 cm, respectivamente (p=0,99 e
p=0,87). O crescimento folicular ndo foi diferente para os efeitos principais
testados (p>0,05) sendo linear e crescente em relacdo ao tempo (R2= 0,95e 0,92,
tratamento com FSH-P versus ndo tratados; R*= 0,94 e 0,95, suplementacido com
B-caroteno versus nao suplementacdo, respectivamente). A suplementacdo de -
caroteno melhorou a qualidade embriondria. O tratamento com FSH-P foi
associado com o aumento do nimero de foliculos palpdveis, no entanto, nao
houve reflexo sobre o nimero médio de ovulacdes.

il



ABSTRACT

ARANTES, Alexandre Francisco Amaral. B-carotene and FSH-P effects on
follicular dynamics and embryo quality in Mangalarga Marchador
mares. Lavras: UFLA, 2004. 58p. (Dissertation - Master in Animal
Production)’

The objective was to evaluate the effect of B-carotene on superovulated
mare embryo production and quality, as well as to asses FSH-P (Folltropin®)
hability to induce superovulation. Sixteen Mangalarga Marchador brees donor
mares were used, aged between 4 and 18 years, with sound reproductive history.
Two B-carotene intra muscular dosages were tested (800 and 1200 mg), 15 days
post ovulation in mares superovulated or not with Folltropin® (Vetrephan-
Belleville, Canada). Superovulation was attained with two daily injections at
8:00 and 18:00 h on days 15 through 20 after ovulation or until the detection of
one or more follicles larger than 3,5 cm in diameter. Animals were allocated
randomly to one of six treatments: 1 (n=8) — control; 2 (n=8) — superovulation; 3
(n=4) — 800 mg of B-carotene; 4 (n=4) — 1200 mg of B-carotene; 5 (n=4) —
superovulation + 800 mg of B-carotene; 6 (n=4) — superovulation + 1200 mg of
B-carotene. Mares were flushed six days post ovulation. Since there were no
differences or interactions between treatments, the main effects of
superovulation (n=16) and [-carotene supplementation (n=16) were tested
against no superovulation (n=16) and no supplementation (n=16). Mean follicle
number was greater (p=0.075) for superovulated (3,19 + 0.34) compared to
controls (1.87 £+ 0.34) and there was no effect (p=0.50) of p-carotene
supplementation (2.69 £ 0.34) compared to controls (2.37 £+ 0.34). Ovulation
number did not vary (1.00 = 0.00) between main effects. There was no effect of
superovulation (8.00 £ 0.46 d versus 8.25 £ 0.46 d; p=0.80) or supplementation
(8.06 £ 0.46 d versus 8.18 + 0.46 d; p=0.90) on estrus length. Ovulatory mean
follicle diameter did not differ between main effects, which ranged from 4.50 +
0.18 to 4.62 = 0.18 cm across all treatments. Embryo quality was better
(p=0.041) on supplemented (1.22 + 0.22) versus non supplemented (2.62 + 0.22)
mares, but similar (p=0.20) between superovulated (1.47 + 0.21) and non-
superovulated (2.37 + 0.22). Follicular growth was not different between the
main effects tested (p>0.05) but was positively and linearly correlated with time

! Advisor: José Camisdo de Souza - UFLA. Committee: Ana Tereza de Mendonga
Viveiros — DZO,UFLA; Flamarion Tenério de Albuquerque - UFLA; José Augusto de
Freitas Lima — DZO, UFLA.
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for either superovulated (R2 = 0.95), non-superovulated (R2 = 0.92),
supplemented (R*> = 0.94) and non- supplemented (R* = 0.95) mares. In
conclusion, P-carotene supplementation improved embryo quality. The
superovulatory protocol used in this study was associated with a greater number
of palpable follicles, but this had no reflex on the number ovulations.

v



1 INTRODUCAO

A criagdo de eqiiinos no Brasil teve uma evolugdo muito grande nas
dltimas décadas, colocando o pais como detentor de um dos maiores rebanhos
do mundo, possuindo muitas associacdes de racas, com grande nimero de
criadores e animais inscritos.

Por muito tempo, as associag¢des de criadores de cavalo foram resistentes
ao emprego de novas biotecnologias aplicadas a reprodugdo de eqiiinos como a
inseminacdo artificial e a transferéncia de embrides, por razdes de ordem
mercadoldgicas. Mas, atualmente, a utilizacdo destas técnicas é permitida pela
maioria das associagdes de ragas, visando acelerar o melhoramento genético por
meio da difusdo mais rdpida da genética de animais superiores.

Devido aos altos custos dos programas de transferéncia de embrides em
eqiiinos é importante e fundamental que se domine uma série de procedimentos
inerentes as doadoras, receptoras e reprodutores, além da manutencdo de
rigoroso manejo nutricional e reprodutivo. Contudo, pesquisas sdo necessdrias
para o desenvolvimento de novas técnicas e protocolos capazes de aperfeicoar a
aplicacdo desta biotecnologia, tais como a inducdo de ovulagdes multiplas por
meio da superovulacdo, aliada ao aumento da producdo e qualidade dos
embrides.

Em outras espécies, a maximiza¢do dos programas de transferéncia de
embrides se deve, em parte, a facilidade de superovulagdo, que propicia maior
nimero de embrides vidveis por coleta. Nos eqiiinos, a superovulacdo € limitada,
segundo alguns pesquisadores, por fatores de natureza anidtomo-fisioldgicas tais
como o fato das ovulacdes acontecerem na fossa da ovulagdo e o tamanho do

foliculo ovulatério (> 35 mm).



A suplementagdo com vitamina A e do B-caroteno tem sido utilizada
para aumentar a resposta dos animais aos tratamentos superovulatérios,
melhorando a eficiéncia das coletas e a qualidade embriondria.

O presente estudo teve como objetivos: avaliar o efeito da
suplementacdo de B-caroteno sobre a producdo e qualidade embriondria de
éguas, além de avaliar a eficiéncia da utilizagdo do hormonio foliculo
estimulante de origem suina, FSH-P, (Folltropin®) para induzir superovulagio

em éguas durante a estacdo ovulatoria.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 B-caroteno e vitamina A

2.1.1 Definicao

As vitaminas sdo definidas como compostos orginicos presentes em
pequenas quantidades nos alimentos naturais, distintos de outros nutrientes como
carboidratos, gorduras, proteinas, minerais e dgua, essenciais ao metabolismo
normal das fungdes fisiol6gicas, como crescimento, desenvolvimento, mantenga
e reproducao dos animais (Combs, 1992, McDowell, 1989).

A vitamina A (retinol) € um dlcool orgéanico formado no tecido animal a
partir de seus precursores naturais, carotenéides ou pré-vitaminas A (o, B, ¥ -
carotenos e criptoxantinas) presentes nos alimentos (McDowell, 1989). A
conversdo dos carotenos em vitamina A ocorre principalmente nas células da
mucosa intestinal e a eficiéncia de conversdo varia entre as espécies animais. O
mecanismo de conversdo do f-caroteno para a vitamina A é feito pelas enzimas
15, 15° dioxigenase, promovendo a clivagem da molécula nos carbonos 15 e 15°,
e a retinal aldeido redutase. O processo de clivagem tem capacidade potencial de
producdo de duas moléculas de retinol, mas, geralmente, nos experimentos in
vivo apenas uma molécula de retinol € formada apds a clivagem do B-caroteno
(Mohamed et al., 2001). Seu armazenamento ocorre principalmente no figado
(During et al., 2001, Chew, 1993).

O B-caroteno (Figura 1) é o mais abundante carotenéide encontrado nos
alimentos e sua molécula € constituida por 40 dtomos de carbono e 11 ligagdes
duplas conjugadas, possuindo baixa capacidade ionizante, propriedades
semicondutoras, capacidade antioxidante e ¢ altamente lipofilico. Além de ser o

principal precursor de vitamina A para os animais, ele é um composto ativo



biologicamente, desempenhando papel direto no sangue e tecidos animais
(Cantrel et al., 2003, Arikan et al., 2002, Arikan & Rodway, 2000a, b, Chew,
1993, Chew, 1994).

FIGURA 1: B-caroteno (Isomero Trans) Fonte: Mohamed et al.2001.

A absor¢do dos carotenos ocorre principalmente na mucosa do jejuno
proximal, devido a formacdo de miscelas mistas pelos sais biliares e colesterol,
solubilizando-os. Os componentes das miscelas, com exce¢do dos sais biliares,
penetram nas células da mucosa através da parte lipidica da membrana. Os
carotenos absorvidos e ndao metabolizados sdo incorporados aos kilomicrons e,
pela vias linféticas, chegam ao sangue. Através de lipoproteinas carreadoras

chegam aos tecidos alvos (McDowell, 1989, Combs, 1992, Cantrell et al., 2003).

2.1.2 Vitamina A, B-caroteno e reproduciao

Pesquisadores t€ém demonstrado a participacdo, direta ou indireta, da
vitamina A e do p-caroteno na reprodugdo, melhorando o desempenho
reprodutivo dos animais.(Chew, 1993, Besenfelder et al., 1993 Chew, 1994,
Besenfelder et al., 1996).

Vitamina A
A vitamina A tem sua func¢do primordial na manutengdo das fungdes

fisiol6gicas dos animais como o crescimento e alguns aspectos da reproducao,



podendo sua deficiéncia levar a perda da visdo, devido a falhas na formacdo da
rodopsina pela retina, defeitos no crescimento 6sseo e queda da atividade
reprodutiva, como falhas na espermatogénese no macho e reabsorcio fetal nas
fémeas e, ainda, o aumento da susceptibilidade a infeccdes, devido a defeitos no
crescimento e diferencia¢do dos tecidos epiteliais (Combs, 1992).

A participacdo da vitamina A nas fun¢des reprodutivas, melhorando o
desempenho reprodutivo dos animais, envolve a acdo direta e/ou indireta de
véarios processos como a diferenciacdo dos epitélios e proliferacdo celular,
protecdo da integridade funcional das células e sintese de glicoproteinases (Brief
& Chew, 1985).

Em bovinos a suplementacdo de vitamina A diminui a incidéncia de
foliculos atrésicos e cistos ovarianos, sugerindo a participacdo direta desta
vitamina na funcdo ovariana e na foliculogénese (Schweigert & Zucker, 1988,
Schweigert et al., 1988).

Os retindis podem afetar diretamente o desenvolvimento embrionério
por meio da regulacdo dos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular
(Schindler, 1986) ou transcricao de genes (Chiocca et al., 1988, Chiocca et al.,
1989) , citados por Chew (1993). Por outro lado, através da acdo moduladora da
esteroidogénese pela vitamina A (Talavera e Chew, 1988), a produgdo de
progesterona aumenta, influenciando a secrecdo das proteinas pelas células
uterinas, melhorando o ambiente uterino e favorecendo, indiretamente, o
desenvolvimento embriondrio (Chew et al., 1982, Chew, 1993 Jindal et al.,
1996, Whaley et al., 1977, Thomas et al., 1992).

A vitamina A regula a sintese de glicoproteinas em vdrios tecidos,
inclusive no utero, que sdo importantes nutrientes para o embrido (Roberts &
Bazer, 1988). As proteinas transportadoras do retinol (RBPs) tém sido
encontradas no utero, ovarios, testiculos e outros tecidos nos mamiferos

(Chew,1993).



Harney et al. (1990) demonstraram que as RBPs sdo produzidas pelos
embrides de suinos no periodo da implantacdo no utero e pelo endométrio,

sugerindo que o retinol € importante para o desenvolvimento do embrido.

p-Caroteno

Os mecanismos através dos quais o B-caroteno atua na reproducio € nos
processos reprodutivos ndo estdo bem elucidados. A maioria dos pesquisadores
atribui a sua participagdo nos processos reprodutivos a suas propriedades
antioxidantes, advindas da sua estrutura molecular, ajudando a prevenir os danos
causados pelos radicais livres aos tecidos (Chew, 1994, Young et al., 1995, Stahl
et al., 1997, Rapoport et al.,, 1998, Arikan & Rodway, 2000, Cantrell et al.,
2003).

O B-caroteno estd presente nos ovdrios, corpos liteos e adrenais em altas
concentracdes e em outros tecidos onde ocorre a producdo de esterdides (O’
Fallon & Chaw,1984, Holt et al., 1995, Arikan et al., 2002). Nas reacdes de
hidroxilacdo, envolvendo a biosintese de esterdides, sdo produzidos grandes
nimeros de radicais livres, dai a necessidade da presenca deste caroteno nestes
locais.

Por ser uma molécula altamente lipofilica, o B-caroteno € encontrado
predominantemente nas fracdes subcelulares contendo altas concentragdes de
lipidios, especialmente na membrana microsomal onde ocorrem as reacdes da
esteroidogénese (Holt et al., 1995). O transporte da molécula de B-caroteno no
organismo ¢ realizado por lipoproteinas de alta densidade (HDLs) em bovinos e
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) nos humanos (Arikan et al.,2002).

Devido a sua capacidade antioxidante, a molécula de B-caroteno age
como absorvente do oxigénio “singlet” e dos radicais hidroxil, produzidos nas

reacdes de oxiredugdo, os quais causam a peroxidagao lipidica levando a ruptura



das membranas celulares. A producgdo dos radicais livres ocorre nas etapas da
esteroidogénese e diminuem a atividade das enzimas citocromo P450 e
citocromo P450 de clivagem da cadeia lateral do colesterol (P450scc) nas
adrenais e tecidos ovarianos, diminuindo a produg¢do de progesterona pelas
células luteais (Young et al., 1995).

Estudos comprovam que o f-caroteno regula a esteroidogénese ovariana
e a fun¢do ovariana normal (Chew, 1994), melhora a producdo de esterdides,
principalmente progesterona (Young et al., 1995, Graves-Hoagland et al., 1988,
Arikan & Rodway, 2000a) e melhora o desenvolvimento e a qualidade folicular
em bovinos (Mayer et al., 1975, Schams et al.,1997), citados por Arikan &
Rodway, (2000D).

Outro mecanismo pelo qual o B-caroteno pode afetar a funcdo das
células luteais é pela estimulacdo da transcricdo do gene 43 conexin, que
codifica as proteinas de transmembrana, aumentando a formacdo das jungdes
densas (Arikan & Rodway, 2000b). A formacdo destas juncdes melhora a
coordenagdo entre as células luteais, favorecendo a ac¢do dos hormodnios e
estimulando a esteroidogénese (Redmer et al., 1991), citados por Arikan &
Rodway (2000b).

Rapoport et al. (1998) observaram uma correlacdo significativa entre as
concentracdes de fB-caroteno e da enzima P450scc no corpo liteo e a produgdo
de progesterona em bovinos.

Outros estudos t&m demonstrado a ac¢do do [-caroteno sobre a
sobrevivéncia embriondria dos animais.

Em ratos suplementados com B-caroteno, observou-se uma alta taxa de
crescimento fetal e queda da mortalidade dos filhotes (Chew & Archer, 1983).

Ja em suinos, Brief & Chew (1985), suplementando marrds com 228 mg
de B-caroteno injetavel, semanalmente do dia da cobertura até trés semanas apds

0 parto, observaram uma redug¢do na mortalidade embriondria e o aumento do



tamanho das leitegadas quando comparadas com as ndo suplementadas. Coffey
et al. (1989), citado por Chew, 1993, suplementando porcas multiparas com -
caroteno injetdvel, nas dosagens de 0, 50, 100 e 200 mg, constataram um
aumento linear do tamanho das leitegadas.

Nos bovinos, Bindas et al. (1984) observaram que vacas suplementadas
com B-caroteno apresentavam alta intensidade de cio, aumento das taxas de
concep¢do e reducdo dos cistos foliculares quando comparadas com vacas
suplementadas somente com vitamina A.

Na espécie eqiiina, poucas s@o as pesquisas sobre os efeitos da
suplementacio de [-caroteno na performance reprodutiva da égua e do
garanhdo.

Em estudo citado por Lewis, (1985), a taxa de concepcdo em 155 éguas
de 6 fazendas suplementadas com B-caroteno via oral, no segundo dia do cio e
repetido 2 a 3 dias depois, foi de 91,6% e em 108 éguas que ndo receberam a
suplementacao, esta taxa foi de 67,65%.

A suplementacdo de B-caroteno ativa as respostas do sistema
imunolégico e diminui a degeneragdo celular causada pelos radicais livres, tanto
nos garanhdes como nas éguas.

J4 Peltier et al. (1997) ndo observaram alteracdes nas concentragdes de
B-caroteno de éguas mantidas a pasto durante as fases do ciclo estral. A
suplementacdo das éguas com P-caroteno, com injecdes didrias de 400 mg
durante o estro ou diestro, ndo teve efeito sobre as concentra¢des plasmdticas de
estradiol e progesterona e no desenvolvimento folicular. Houve efeito da
suplementacdo sobre as concentragdes plasmadticas do -caroteno. Concluiram os
autores que a suplementagdo de P-caroteno nas éguas somente afetaria as

funcdes reprodutivas nos animais submetidos a dietas pobres em caroteno.



2.2 Superovulacao

Nos programas de transferéncia de embrides em eqiiinos a maioria dos
embrides recuperados € oriunda de uma ovulagdo simples, a cada ciclo das
éguas, sendo que, em apenas 50% das coletas de embrides realizadas, se obtém
um embrido (Squires et al., 1999, Squires et al., 2003).

Métodos para o aumento do crescimento folicular e indugdo de
ovula¢des multiplas em éguas, por meio de vdrios protocolos superovulatdrios,
estdo sendo pesquisados no intuito de aumentar o nimero de embrides
recuperados por doadora e, conseqiientemente, aumentar a eficiéncia dos
programas de transferéncia de embrido, reduzindo seus custos. Além disso, estes
métodos podem propiciar a aplicagdo de outras biotecnologias como a
fertilizacdo in vitro (IVF), a transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) e a
injecdo de esperma intracitoplasmatica (ICSI) (Douglas, 1979, McCue, 1996,
Squires et al., 1999, Squire et al., 2003).

Contudo, os resultados cientificos obtidos com a aplicacdo destes
métodos sdo ainda inconsistentes para que a superovulacido possa se tornar uma
técnica padrdo nos programas de transferéncia de embrido em eqiiinos (Squires
et al., 2003, McCue, 1996, Hofferer et al., 1991).

O conhecimento do desenvolvimento folicular, que envolve uma série de
eventos celulares e hormonais, € necesséario para facilitar o entendimento dos
mecanismos fisiolégicos desencadeados pelo emprego das técnicas de
superovulacdo e, conseqiientemente, aumentar a eficiéncia reprodutiva dos
animais domésticos (Fortune, 2003).

Segundo McCue (1996) as tentativas de induzir ovulacdes multiplas nas
éguas tem incluido a administragdo de: gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG);

hormoénio liberador de goanadotrofinas (GnRH); horménio foliculo estimulante



de origem suina (FSH-P) e eqiiina; extrato de pituitdria eqiiina (EPE) e vacinas

contra a inibina.

2.2.1 Desenvolvimento folicular

Nos eqilinos, a estacionalidade reprodutiva € bem marcante,
principalmente nas éguas, apresentando periodos de atividade (estagdo
ovulatdria) e inatividade reprodutiva (estagdo anovulatéria, anestro) associados
com o comprimento do dia (fotoperiodo), condicdes climaticas e nutricionais
(Nagy et al., 2000).

Durante a estacdo ovulatéria (primavera e verdo), o ciclo estral das
éguas tem duracdo média de 21 dias e apresenta uma ou duas ondas de
crescimento folicular (Ginther, 1992).

Nas éguas, podem ser observados dois tipos de ondas foliculares durante
o ciclo estral: ondas maiores ou ovulatdrias, caracterizadas pela presenca de
foliculos dominantes e subordinados, € ondas menores, nas quais os foliculos
ndo atingem o didmetro de foliculo dominante e regridem (Ginther, 2000).

As ondas ovulatérias podem ser caracterizadas por uma seqiiéncia de
fendmenos, que sdo denominados recrutamento, com uma fase de crescimento
comum dos foliculos recrutados; divergéncia ou selecio e dominincia
(Driancourt, 2001, Ginther, 2000, Ginther et al., 2002, Donadeu & Ginther,
2003).

Para que ocorra o recrutamento sdo necessdrias concentra¢des minimas
de FSH, que é considerado o horménio chave na regulacdo deste fendomeno
(Driancourt, 2001).

Pesquisadores relatam que, nas éguas, a fase de crescimento comum dos
foliculos tem durac@o de 6 dias, iniciando com o aparecimento da onda e se

estendendo até o inicio da fase de divergéncia. Cerca de 7-11 foliculos, com
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didmetro médio de 6 mm, estdo presentes nesta fase. Com o aumento endégeno
de FSH ou a administracdo de FSH exdgeno, experimentalmente, esta fase pode
ser prolongada, bloqueando a ocorréncia da sele¢do e possibilitando que vérios
foliculos se tornem dominantes, tanto em vacas como em éguas. Assim, todos os
foliculos presentes na fase de crescimento comum t€m potencial para se
tornarem dominantes e podem chegar a ovulacdo, propiciando a ocorréncia de
ovulagdes miltiplas (Driancourt, 2001, Ginther et al., 2001, Ginther et al., 2002,
Squires et al., 1986 Rosas et al., 1998).

Segundo Gastal et al.(1997), a fase de divergéncia € caracterizada pelo
crescimento continuo do foliculo maior da onda para tornar-se foliculo
dominante e a reducdo ou cessacdo do crescimento dos demais foliculos,
denominados subordinados. A diferenca entre os didmetros do futuro foliculo
dominante e os subordinados ocorre gradualmente desde o surgimento da onda,
porque o futuro foliculo dominante surge, em média, um dia antes dos demais.
Os didmetros médios dos dois foliculos maiores atingiram 22,5 mm e 19,0 mm
no inicio da fase de divergéncia, 3 dias depois do pico de FSH. O foliculo maior
rapidamente bloqueia o crescimento do segundo foliculo maior, impedindo que
ele atinja didmetro similar.

Durante a fase de dominéncia folicular ocorre a maturacdo e o
crescimento do foliculo ovulatério e os outros (subordinados) regridem
totalmente sofrendo atresia (Pierson & Ginther, 1990). O futuro foliculo
dominante adquire a capacidade de induzir a diminui¢do das concentrag¢des
circulantes de FSH, abaixo daquelas necessirias ao crescimento dos outros
foliculos e de usar essas baixas concentragdes de FSH para o seu crescimento e
maturacdo (Ginther et al., 2002). O LH também € importante no mecanismo da
dominancia, crescimento e maturacdo do foliculo dominante (Gastal et al.,

2000).
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H4 uma correlacdo direta entre a presenca do foliculo dominante e a
auséncia de recrutamento, uma vez que apds a cauterizacdo do foliculo

dominante, inicia-se imediatamente o recrutamento (Driancourt, 2001).
2.2.2 Aspectos hormonais
O conhecimento das mudancas hormonais durante o ciclo estral das

éguas € importante no estudo dos métodos de controle reprodutivo artificial

(Ginther, 1992), resumidos na Figura 2.

LH Progesterona

=
Estrdgeno L ’-\

Dia, 4 2 1] 2 4 f 8 10 12 14 16 12 20 22
ESTRO ESTRO
ATIVIDADE Desenvolvimento Manutengio Regressio
OVARIANA: CL CL CL

FIGURA 2. Ciclo estral regular das éguas — hormonios.

A ac@o das gonadotrofinas (FSH e LH) sobre os foliculos nos ovérios
depende do estddio de desenvolvimento folicular e da presenca ou nio do
foliculo dominante (Pierson e Ginher, 1990, Driancourt, 2001).

O aparecimento das ondas foliculares maiores e menores nas éguas estd
associado ao aumento das concentracdes de FSH que atingem seu platd ou pico

quando o foliculo maior atinge o didmetro de 13 mm (Gastal et al., 1997) e
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diminuem dando inicio ao fendmeno de divergéncia folicular da onda ovulatéria.
O declinio das concentracdes circulatérias de FSH € necessdrio para o
estabelecimento da divergéncia, uma vez que a administracdo de FSH ou o
aumento endégeno do FSH com vacinas contra a inibina atrasa ou previne a sua
ocorréncia (Ginther et al., 2002).

O FSH ¢ essencial ao desenvolvimento folicular (Ginther, 2000,
Pedersen et al., 2002). O declinio das concentracdes de FSH é causado pelo
aumento das concentracgdes circulatdrias de inibina e estradiol, produzidos pelos
foliculos em crescimento, dando inicio a fase de divergéncia folicular e,
conseqiientemente, da domindncia. Apds a divergéncia, a inibina passa a ser
produzida somente pelo foliculo dominante (Ginther et al., 2002).

Ginther et al. (2002) também relatam que as concentragdes de FSH, ap6s
o inicio da fase de divergéncia, sdo suficientes para a continuacdo do
desenvolvimento do foliculo dominante e baixa para o desenvolvimento dos
demais. Isto acontece porque os foliculos dominantes desenvolvem uma
sensibilidade maior ao FSH e também ao LH, devido a presenca de mais
receptores nas células da granulosa.

As concentragdes circulatérias de LH aumentam gradualmente durante o
estro (McCue, 1996). O LH é necessario para a continuacido do crescimento,
maturacdo e ovulacdo do foliculo ovulatério na égua. A expressio de receptores
€ maior no futuro foliculo dominante do que nos outros foliculos antes do inicio
da divergéncia folicular (Watson et al., 2002, Ginther et al., 2002, Donadeu &
Ginther, 2003).
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2.2.3 Hormonios utilizados na superovulacio das éguas

Nao hd comercialmente produtos hormonais disponiveis para induzir
ovulagdes multiplas nas éguas. Varios produtos homélogos ou heterdlogos t€m
sido utilizados nas diversas pesquisas que investigam a aplica¢do da técnica de

superovulacdo na espécie eqiiina (Squires et al., 2003).

Gonadotrofina corionica eqiiina (eCG)

A gonadotrofina coridnica eqiiina € uma glicoproteina secretada nos
célices endometriais de éguas prenhes do 422 ao 150° dia de gestacéo, usada para
induzir superovulacdo nos ruminantes. Nas pesquisas, a utilizacdo de doses
muito altas deste hormo6nio nas éguas nao afetou o desenvolvimento folicular ou

a ovulacdo, provavelmente devido a incapacidade do eCG de se ligar aos

receptores de FSH nos ovérios (Squires et al., 2003, McCue, 1996).

Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH ¢é um hormodnio protéico (decapeptideo de cadeia tnica)
produzido pelo hipotdlamo, cuja funcdo principal € estimular a liberacdo de
gonadotrofinas (FSH e LH) pela hipdfise.

A administracdo de GnRH induz ovula¢des multiplas nas éguas em
anestro (Allen et al., 1987, Ginther & Bergfelt, 1990, Johnson, 1987, Jonhson,
1986, Jonhson & Becker, 1988), citados por McCue (1996). Eguas que
receberam 100 pg de GnRH por hora ovularam, em média, 3,5 foliculos Estes
pesquisadores consideram que, apds a administracdo de GnRH, ocorre o pico de

FSH, que ¢ responsdvel pelas ovulacdes miltiplas.
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Nas éguas ciclicas, a administracio de GnRH nio foi efetiva para a
inducdo de ovula¢des multiplas. Embora o GnRH exdgeno estimule a liberagdo
de gonadotrofinas pela hipéfise, os foliculos em desenvolvimento secretam
inibina que, por mecanismo de feedback negativo, inibe a liberagao de FSH
end6geno adicional pela hipéfise, impedindo o desenvolvimento dos pequenos

foliculos da onda folicular (McCue, 1996).

Hormonio foliculo estimulante (FSH)

A maioria das pesquisas realizadas em eqiiinos com FSH utiliza os
produtos comerciais disponiveis para medicina veterindria de origem suina
(Squire et al., 2003).

No estudo conduzido por Irvine (1981) a ocorréncia de ovulacdes
multiplas foi observada utilizando-se duas injecdes subcutaneas de altas doses de
FSH-P (150 e 200 mg aplicadas as 8 e 9 horas da manha, respectivamente) nos
dias 15 a 18 pods-ovulagdo (Dia O= dia da ovulagdo). O nimero médio de
foliculos pré-ovulatérios foi maior (3,8) nas éguas tratadas do que nas do grupo
controle (1,0) e as taxas de ovulacdo média foram de 1,7 + 0,6 ¢ 1,0 £ 0,0,
respectivamente.

Squires et al. (1986) compararam a utilizagdo de FSH de origem suina
(FSH-P) e EPE para superovular éguas. Ap6s o acompanhamento de um ciclo
estral normal dos animais, as éguas foram distribuidas aleatoriamente em trés
grupos: 1) controle (n=30); 2) tratamento com EPE (n=30) e 3) tratamento com
FSH-P (n=18). No dia 12 do diestro (dia 1= primeiro dia do diestro), os animais
dos grupos 2 e 3 receberam EPE uma vez ao dia e 150 mg de FSH-P duas vezes
ao dia, respectivamente. Observaram que os tratamentos com FSH-P e com EPE
alteram (p< 0,05) a duracdo do cio das éguas. As éguas controle tiveram

periodos de estro mais curtos (4,3 dias) do que as éguas tratadas com EPE (5,6
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dias) e FSH-P (5.4 dias). Os nimeros médios de ovulacdes foram de 1,0, 2,2, e
1,6 e a porcentagem de ovulacdes multiplas 3%, 44,4% e 72,2% para os grupos
1, 2 e 3, respectivamente. Concluiram os autores que o EPE foi mais efetivo do
que o FSH-P para induzir ovula¢des miltiplas nas éguas.

Fortune & Kimmich (1993) realizaram uma série de experimentos com
FSH-P (Folltropin®) visando aumentar a taxa de ovulagio das éguas. Testaram
doses crescentes de 0, 2, 4, 8, 16 e 32 mg, aplicadas duas vezes ao dia. Os
tratamentos foram iniciados no 6° dia apds a ovulag@o (dia 0 = dia da ovulagéo)
até o aparecimento de foliculos > a 40,0 mm de didmetro. A prostaglandina F,,
foi administrada nos dia 5 e 6. As taxas de ovulagdo obtidas foram, em média, de
1,20; 1,20; 1,00; 1,80; 1,50 e 1,50 e a porcentagem de ovulacdes duplas de 19%,
17%, 0%, 83%, 54% e 50% nas dosagens de 0, 2, 4, 8§, 18, 32 mg,
respectivamente. A dosagem de 8 mg foi a mais eficiente e utilizada em estudos
subseqiientes durante a estacdo ovulatéria de 1992, nos quais os resultados das
taxas de ovulacdo e porcentagem de duplas ovulagdes foram similares entre os
grupos tratados e controle.

O FSH de origem eqiiina (eFSH) foi utilizado por Rosas et al. (1998),
que observaram um aumento médio das taxas de ovulagdo, 2,8 + 0.4 e 4,6 +1,6

por égua, respectivamente.

Extrato de pituitaria eqiiina (EPE)

O extrato de pituitdria eqiiina € o mais utilizado para induzir ovulagdes
multiplas em éguas. As taxas de ovulagdo variam porque a quantidade de FSH e
LH das preparacdes nao € padronizada. Assim, como nas éguas com ovulacdo
espontanea, a coleta de embrides por ovulagdo é de aproximadamente 50%, ou

seja, éguas que respondem ao EPE com quatro ovulagdes, geralmente produzem
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dois embrides. A coleta de embrides de éguas tratadas com EPE € trés a quatro
vezes maior do que as nio tratadas (Squires et al., 2003).

O primeiro trabalho que obteve sucesso na superovulacido de éguas foi
feito por Douglas et al. (1974). Eguas em anestro foram tratadas com duas
injecdes didrias de EPE por um periodo de 14 dias e 58% dos animais tratados
tiveram mais de duas ovulacdes.

Lapin & Ginther (1977) foram os primeiros pesquisadores a conseguir
induzir superovulagdes durante a estacdo de monta. As éguas foram tratadas com
EPE no final do diestro (dias 11 a 16 apds a ovulagdo) ou durante o estro (do dia
1° ao 6°). Quatro das sete éguas que receberam EPE durante o diestro e 3 das 7
éguas tratadas no estro tiveram mais de duas ovulagdes.

Douglas (1979), utilizando éguas ciclicas e o protocolo com injecdes
didrias de EPE nos dias 14 a 20 apds a ovulagdo e a aplicacdo de 4000 UI de
gonadotrofina coridnica humana (hCG) no dia 20, observou que 6 das 8 éguas
tratadas tiveram mais de uma ovulacdo e as ndo tratadas, ovulacdes simples. A
porcentagem de embrides coletados em relagdo ao nimero de ovulacdes das
éguas tratadas foi menor (35%) em comparacio ao grupo controle (65%).

Woods e Ginther (1982) utilizaram EPE para induzir ovulacdes
multiplas nas éguas, na estacdo anovulatéria, quando iniciado em diferentes
estddios de desenvolvimento folicular. As éguas foram tratadas com doses
diarias de EPE durante 14 dias até que fosse observada a presenca de foliculo
maior que 45 mm ou a ovulagdo. Além disso, em alguns ensaios o hCG foi
administrado quando o maior foliculo atingiu didmetro > a 35 mm, no intuito de
melhorar as taxas de ovulacdo. O EPE induziu ovulagdo em 95% das éguas e
64% das éguas tiveram ovulagdes multiplas. Os melhores resultados foram
obtidos quando um foliculo maior estava presente no inicio do tratamento. O
nimero médio de ovulagdes por égua tratada foi de 2,4 + 1,5 e o nimero de

médio de éguas com ovulagdes multiplas, foi de 3,1 £ 1,4.
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Existem vdrias limitagdes quando se utiliza EPE para induzir ovulagdes
multiplas em éguas. Uma dessas limitacdes € a possivel reducdo da viabilidade
dos embrides das éguas superovuladas e a reducdo do nimero de embrides
coletados por ovulag@o (Douglas, 1979, Dippert et al., 1994, Hinrichs, 1998).

Virios pesquisadores t€ém tentado otimizar as taxas de ovulag@o das
éguas superovuladas. Dippert et al. (1992), estudando éguas ciclicas,
compararam o periodo em que foi iniciado o tratamento: EPE (25 mg) no inicio
do diestro (dia 5 ap6s a ovulagdo), grupo 1, e no final do diestro (dia 12), grupo
2. Verificaram que a porcentagem de éguas com ovula¢des multiplas foi maior
(73,3%) no tratamento iniciado no dia 5, quando comparado com o iniciado no
dia 12 (13,3%). Os tratamentos nao influenciaram na durag@o do cio. O nimero
de embrides coletados por égua foi similar (p>0,05) entre os tratamentos,
entretanto, o nimero de embrides coletados por ovulacido foi menor no grupo 1
(0,4 £ 0,5) em relagdo ao grupo 2 (0,8 + 0,6).

Outros pesquisadores tém demonstrado que a resposta aos tratamentos
superovulatdrios é dependente do tamanho do foliculo presente no inicio do
tratamento (Woods & Ginther, 1982, Pierson & Ginther, 1990).

Rosas et al. (1998), estudando dois tratamentos superovulatérios, EPE e
fracdo enriquecida de FSH eqiiino, observaram o aumento das taxas de ovulacio
por égua tratada (3,6 + 0,7 e 4,6 + 1,6, respectivamente) sem interferir na taxa de
recuperacdo embriondria. Os tratamentos ndo influenciaram a duragédo do estro.

Alvarenga et al. (2001), com o objetivo de investigar o efeito de duas
injecdes didrias de EPE (25 mg) sobre a resposta superovulatéria de éguas
ciclicas e a produg¢do de embrides, observaram que o nimero de ovulagdes das
éguas tratadas duas vezes ao dia foi maior (7,1) do que daquelas tratadas uma
vez ao dia (2,4). O nimero de embrides coletados foi 1,6 e 3,5 nas éguas tratadas

uma ou duas vezes ao dia, respectivamente. Concluiram que duas injecdes

18



didrias aumentam a resposta superovulatéria e a taxa de recuperacdo
embriondria.

Scoggin et al. (2002) estudaram o efeito da dose e da freqiiéncia do
tratamento com EPE sobre a resposta ovulatéria, a producido de embrido e do
pré-tratamento com GnRH andlogo para estimular o desenvolvimento folicular
apos o tratamento com EPE. Verificaram que o GnRH ndo melhorou a resposta

ovariana ao EPE ou as taxas de coleta de odcitos.

Imunizacio contra inibina

A inibina € um hormoénio glicoprotéico produzido pelas células da
granulosa dos foliculos em crescimento e presente no fluido folicular
responsdvel pela inibicdo da producdo de FSH pela hipdfise por meio do
mecanismo de feedback negativo. A imunizacdo ativa ou passiva contra inibina
tem sido utilizada para aumentar as taxas de ovulacdo das éguas, induzindo o
aumento da secrecdo endégena de FSH (McCue, 1996, Ginther et al., 2002,
Squires et al., 2003).

Segundo Ginther et al. (2002) a inibina-A pode ser um dos hormoénios
que contribuem para o aumento da sensibilidade dos foliculos as gonadotrofinas
em associacdo com o mecanismo da divergéncia. Porém estes mecanismos ainda

nio estdo totalmente esclarecidos nas éguas.
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2.3 Transferéncia de embrides em eqiiinos

Nas duas ultimas décadas a utiliza¢fo da transferéncia de embrides e de
outras biotecnologias em eqiiinos aumentou significativamente em paises como
a Argentina, Estados Unidos da América (EUA), Franca e Brasil, apds a
liberagdo do uso desta biotecnologia pela maioria das associacdes de racga
(Squires et al.,2003).

O sucesso da técnica de transferéncia de embrides e do desenvolvimento
de novas tecnologias da reproducio em eqiiinos depende de uma série de fatores
que afetam, direta ou indiretamente, os procedimentos inerentes as técnicas.
Estes fatores devem ser identificados para maximizar a aplicacdo destas
biotecnologias (Squires & Seidel, 1995, Squires et al., 1999, Carnevale et al.,
2000, Squires et al., 2003).

2.3.1 Fatores que afetam a coleta de embrides

Segundo Squires et al. (1999) os trés fatores que mais afetam a coleta de
embrides sdo: a histéria reprodutiva da doadora, o dia em que € realizada a

coleta e a fertilidade dos garanhdes.

Historia reprodutiva da doadora

Diversos estudos t€m demonstrado que as taxas de coleta embriondria e
de prenhez sdao menores quando se utilizam doadoras consideradas velhas e/ou
com histérico de infertilidade em comparagdo com aquelas reprodutivamente
saudaveis (Squires & Seidel, 1995, Carnevale et al., 2000, Squires et al., 2003).

Carnevale et al. (1995) verificaram que éguas velhas produzem odcitos

defeituosos, independente de alteracdes no oviduto ou patologias uterinas. Ja
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Ball et al. (1989), descrevem que as causas da reducdo das taxas de coleta nestes
animais sdo provenientes de patologias uterinas e do oviduto, que favorecem a

mortalidade embriondria precoce.

Dia da realizacao da coleta

A maioria das coletas em éguas doadoras é realizada no 7% ou 8° dia
apods a ovulacdo (dia O = dia da ovulag@o) e o nimero de embrides coletados é
similar nas coletas realizadas no 7°, 8° e 9° dias. Porém, nas coletas realizadas no
6° dia, hd uma queda de 10% a 15% nas taxas de recuperacéo embriondria, ou
seja, nimero de embrides recuperados em funcdo do nimero de coletas
realizadas (Squires et al., 2003).

Os embrides coletados no 6° dia apds a ovulagdo sdo menores e mais
resistentes ao congelamento e descongelamento porque possuem uma alta
relacdo superficie/volume que permite uma desidratacdo adequada antes que o

congelamento intracelular ocorra (Slade et al., 1985)

Fertilidade do garanhao

A influéncia do garanhio sobre os indices de recuperacdo embriondria é
relatada por Douglas (1979), que obteve indices de recupera¢do embriondria de
36% e 72% com doadoras submetidas a monta natural utilizando dois garanhdes.
Resultados semelhantes foram relatados por Mckinnon & Squires (1998a)
utilizando garanhdes com caracteristicas seminais normais.

Fleury et al. (2001a, b) recomendam cuidados especiais com os
garanhdes nos programas de transferéncia de embrido ao observarem efeito
significativo (p< 0,05) da fertilidade do garanh@o sobre as taxas de recuperagdo

embrionaria de doadoras.
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2.3.2 Fatores que afetam as taxas de prenhez

Diversos estudos mostram que as taxas de prenhez ap6s a transferéncia
do embrido sdo influenciadas por vérios fatores como o método de transferéncia,
o tamanho e a idade do embrido, a idade e a histéria reprodutiva das doadoras, a
receptora, a qualidade embriondria, a estacdo do ano e outros (Squires et al.,
2003, Carnevale et al., 2000, Squires et al., 1999, McKinnon & Squires, 1988b,
Squires & Seidel, 1995, Carney et al., 1991).

A qualidade do embrido eqiiino é considerada o fator mais importante e
que mais afeta as taxas de prenhez nos programas de transferéncia de embrido

(Squires et al., 2003).

Qualidade embrionaria e desenvolvimento embrionario

A avaliacdo da qualidade embriondria e, conseqiientemente, da
viabilidade embriondria dos eqiiinos, pode ser feita por meio de cinco testes: a)
avaliacdo morfoldgica; b) desenvolvimento em cultura; c) metabolismo de
substratos fluorescentes; d) fluorescéncia das células e e) testes metabdlicos
(Vanderwall, 1996).

O estddio de desenvolvimento embriondrio deve ser identificado apds a
coleta para que se possa fazer corretamente a avaliacio da qualidade
embriondria.

Os embrides dos eqiiinos chegam ao tutero no 5° ou 6° dia apds a
ovulagdo (Oguri & Tsutsumi, 1974), no estiddio de desenvolvimento morula,
caracterizado por uma massa compacta formada por 16 ou mais células,
denominadas blastomeros. Com a continuagdo das divisdes celulares, clivagens,
os estadios de desenvolvimento seguintes sdao: o de blastocisto inicial, no qual

observa-se o inicio da formacdo de uma cavidade denominada blastocele;
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blastocisto e blastocisto expandido, este apresentando blastocele completamente
formada e circundado por uma cdpsula, que ¢ uma membrana protéica acelular
(Squires & Seidel., 1995, Squires et al., 2003).

Segundo Vanderwall (1996), a avaliacdo da qualidade embriondria por
meio da avaliacdo morfolégica € o método mais utilizado, porque € mais rapido,
ndo invasivo e requer equipamentos relativamente simples para sua realizacao.

O sistema de classificacio morfoldgica utilizado nos programas de
transferéncia de embrido, descrito por McKinnon & Squires (1988b), classifica
os embrides em categorias (escores) de 1 a 5: 1 = excelente; 2 = bom; 3 =
moderado; 4 = pobre; 5 = ndo fertilizados ou mortos. As caracteristicas avaliadas
sdo: compactagdo dos blastomeros, blastdmeros danificados, coloracdo e forma
do embrido, tamanho do espaco perivitelinico, integridade da zona peldcida e
estddio de desenvolvimento comparado com a idade do embrido. Mais
recentemente, alguns pesquisadores t€m modificado o sistema de categorias de
cinco pontos para quatro, incluindo os embrides mortos ou com degeneragcdes
graves na categoria 4 (Carney et al., 1991).

Estudos tém demonstrado a importincia da avaliagdo morfolégica dos
embrides como um bom indicador da viabilidade embriondria e da probabilidade
do estabelecimento de prenhez nos programas de transferéncia de embrido em
eqiiinos (Carney et al., 1991, Vanderwall, 1996, Carnevale et al., 2000).

A transferéncia de embrides classificados nos escores 1 e 2 resultaram
em taxas de prenhez maiores, 60% a 70%, quando comparadas com as de
embrides classificados nos escores de 3 ou mais, 30% a 45% (Ball et al., 1989,

Squires et al., 1999, Carnevale et al., 2000, Squires et al., 2003).

23



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Periodo e local

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2002 a abril
de 2003 na Fazenda Santo Ant6nio, localizada no municipio de Trés Coragdes,
sul de Minas Gerais, Brasil. O municipio situa-se a 21° 41’ 15’ S de latitude e

45° 18’ 45” W de longitude.

3.2 Animais

No experimento foram utilizadas 16 éguas doadoras da raca Mangalarga
Marchador, de 4 a 18 anos, aptas a reproducdo, pertencentes a duas categorias,
éguas solteiras e potras, mantidas a pasto e recebendo suplementacdo didria de
capim-elefante (Pennisetum purpureum, Schum.) e sal mineralizado ad libitum

durante todo o periodo experimental.

3.3 Periodo pré-experimental

Todos os animais foram submetidos a uma anamnese prévia, com exame
ginecoldgico completo: utero (tamanho, consisténcia, simetria, contratilidade e
contetido) e ovdrio (tamanho, consisténcia e funcionalidade), por meio da
palpacdo transretal e inspecdo dos 6rgdos genitais externos e zonas adjacentes,
para avaliagdo da capacidade reprodutiva.

As éguas foram acompanhadas durante um ciclo estral normal para
avaliagdo do comportamento sexual e detec¢do de anormalidades do ciclo estral.
A rufiacdo foi feita diariamente, individual ou em grupo, para deteccio do inicio

e final do estro, sendo considerados em estro os animais que apresentavam, pelo
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menos, dois dos sintomas cldssicos do estro, ou seja, contragdo e relaxamento
dos ldbios vulvares com eversdo do clitéris, eliminacdo de fluxo e/ou urina,
levantamento de cauda.

Por meio da palpagdo transretal diaria, durante o periodo do estro, foi
feito o controle folicular das éguas, as mensuracdes do tamanho dos ovarios
(comprimento, largura e espessura), do didmetro dos foliculos e nimero de
foliculos, obedecendo ao sistema proposto por Greenhof & Kenney (1975). Os
dados referentes ao comportamento sexual, desenvolvimento folicular e

ovulacdo foram anotados em fichas individuais.

3.4 Tratamentos

Foram utilizadas duas dosagens de B-caroteno injetdvel (800 e 1200
mg), intramuscular, fornecido pela Vallee S.A' em éguas tratadas ou nio com
FSH-P - Folltropin -V®* injetdvel, conforme mostrado na Figura 3. Os animais

foram distribuidos aleatoriamente em seis tratamentos, em duas etapas:

Etapa 1 - Coletan® 1

Tratamento 1 (n=8): ndo tratadas;

Tratamento 2 (n=8): protocolo superovulatério: as éguas receberam duas
injecOes didrias de Folltropin—V® de 10 mg cada, intramuscular, aplicadas as 8 e
18 horas, nos dias 15, 16, 17, 18, 19 e 20 apds a ovulacdo (ovulagdo = dia 0) ou

até deteccao de um ou mais foliculos com didmetro = 3,0 cm.

"Valle S.A. Av Hum, 1500 — Distrito Industrial — CEP 39404-003 — Montes Claros —
Minas Gerais.

? Folltropin V (Vetrepharm- Ontario, Canada, fornecido pela Nutricell®): Extrato de FSH
altamente purificado obtido de gldndulas pituitdrias suinas, liofilizado. Cada frasco de 20
ml contém FSH equivalente a 400 mg de NIH-FSH-P1.Quando reconstituida, a solugio
final contém 20 mg de FSH/ml.
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Etapa 2 - Coleta n® 2

Tratamento 3 (n=4): as éguas receberam 800 mg de B-Caroteno injetavel (10
ml), intramuscular, aplicado no 15° apds a ovulag@o;

Tratamento 4 (n=4): administragcdo de 1200 mg de B-Caroteno injetavel (15
ml), aplicado no 15 dia apds a ovulag@o;

Tratamento 5 (n=4) : protocolo superovulatério e 800 mg de B-Caroteno
injetdavel (10 ml), intramuscular, aplicado no 15° dia apés a ovulagdo,
simultaneamente com a primeira dose do hormonio superovulatério;
Tratamento 6 (n=4): protocolo superovulatério e 1200 mg de B-Caroteno
injetdavel (15 ml), intramuscular, aplicado no 15° dia apés a ovulagdo,

simultaneamente com a primeira dose do hormoénio superovulatério.

Esquema da superovulacao

m VY VvV e
-101234567891011121314151617 18 192001

DIAS DO CICLO ESTRAL

CIO I CIO

WV DIAS DE APLICACAO DE FSH
B DIA DA OVULACAO

I APLICACAO DE B- CAROTENO

FIGURA 3: Protocolo de superovulagao e aplicagdo de -caroteno

26



3.5 Manejo reprodutivo

3.5.1 Controle do desenvolvimento folicular

Todos os animais foram rufiados diariamente para deteccao do inicio do
estro e de sua duragdo. Ap6s o inicio do estro, foi feita a palpagdo transretal dos
ovdrios, diariamente, para o acompanhamento do desenvolvimento folicular,
tamanho e nimero de foliculos, e da ovulacdo, da mesma maneira descrita no
periodo pré-experimental.

As éguas com foliculo > 3,5 cm foram cobertas por monta natural com o
mesmo garanhdo, de fertilidade conhecida, em dias alternados até a detec¢do da

ovulagdo (dia 0 = dia da ovulag@o).

3.6 Coleta de embrioes

Foram realizadas duas coletas por animal, totalizando 32 coletas, sendo
que, apds a 1* coleta, as éguas receberam uma aplicacdo de 2 ml de PGF,,
(Lutalyse® - Dinoprost Trometamina- Tuco — Divisdo de Upjonh Produtos
Farmacéuticos LTDA., Sdo Paulo, Brasil), intramuscular, para promover o
retorno da atividade ciclica. O estro seguinte ao tratamento com prostaglandina
nao foi aproveitado para efeito dos tratamentos. Todas as coletas foram
realizadas no 6° dia ap6s a ovulagdo, conforme esquema de coletas e aplicagdo

de PGF,,, Figura 4.

27



Diagrama de coletas
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FIGURA 4: Esquema de coletas, aplicagdo de FSH-P e suplementacdo de f-
caroteno.

Para a coleta dos embrides foi utilizado o método ndo-cirtrgico,
segundo a metodologia proposta por Squires & Seidel (1995).

Para a realizacdo das coletas os animais foram mantidos em tronco de
contengdo onde foram feitas inicialmente a bandagem da cauda, com atadura de
crepe, que foi erguida e fixada com auxilio de uma corda, seguida da limpeza e
higienizacdo dos 6rgdos genitais externos, com dgua corrente e sabao de coco e a
secagem com papel-toalha, antes de se iniciar o procedimento de coleta.

Em seguida, efetuou-se a passagem do cateter (Sonda Eqiiina Bivona® —
Bivona Medical Technologies, USA), possuindo baldo de capacidade de 75 ml,
por entre os ldbios vulvares e, por via mano-vaginal, foi introduzido pela cérvix
até atingir o corpo do utero. Logo apds, o baldo foi inflado com 50 ml de ar e o
cateter tracionado para que o baldo fosse mantido em intimo contato com a
porcdo uterina da cérvix, a fim de impedir refluxo do meio infundido. Uma vez

fixado o cateter no corpo uterino, foi acoplado ao cateter o equipo Nutricell®
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(Nutricell®- Nutrientes Celulares LTDA., Campinas, SP) para proceder
irrigacdo e drenagem uterina para a colheita dos embrides. Estas manobras
foram orientadas através da palpacdo transretal e com a ajuda de auxiliares.

Para a irrigacdo e lavagens uterinas foi utilizado, solugdo fisioldgica de
ringer com lactato de s6dio® (Laboratério Sanobiol LTDA., Pouso Alegre,
Minas Gerais, Brasil) pré-aquecido a 37°C. Para cada coleta foram utilizados trés
litros do meio de coleta, que foram infundidos por gravidade e de maneira
fracionada. Todo o liquido drenado do ttero passou através do coletor de
embrides Millipore® (Nutricell®— Nutrientes Celulares LTDA., Campinas, SP,
Brasil) As manobras de irrigacdo e drenagem foram feitas com auxilio da
manipulagdo do ttero, por meio da palpagdo transretal, a fim de controld-las e
evitar retencdo de liquido em excesso no utero. Apds cada coleta, a sonda
uterina Bivona® (Bivona Medical Tecnologies — USA) foi lavada com detergente
neutro e, em seguida, com dgua destilada e acondicionada em saco pléstico
lacrado até o préximo procedimento de coleta.

Logo ap6s a realizagdo da coleta, o contetddo do coletor de embrides foi
transferido para uma placa de petri de 100 mm x 20 mm, nao pirogé€nica e estéril
(Corning Incorporation- Corning, NY, EUA), com fundo quadriculado para
facilitar a localizagdo dos embrides. O coletor foi lavado com o meio de coleta
(50 ml), utilizando seringa descartdvel estéril, sem €mbolo de borracha, e o
liquido passado para outra placa de petri.

Com o auxilio de uma lupa, os embrides foram rastreados, localizados e,
por meio de palheta de 0,5 cc, acoplada a seringa de insulina, aspirados e
transferidos para uma placa de cultura de tecido de 35 mm (Iwaki-brand, Japan),
estéril, contendo meio de manutengdo DPBS (Dulbecco modificado -
Dulbecco’s phosphate-buffered saline) com BSA (albumina sérica bovina)
0,4%°® (Nutricell®—Nutrientes Celulares LTDA., Campinas, Sdo Paulo, Brasil),

previamente filtrado (filtro para esterilizagdo, 25 mma, 22 — Millex - Milipore
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Brasil) onde permaneciam por 30 minutos e, em seguida, submetidos ao
protocolo de congelamento.

Enquanto permaneciam no meio de manutencio, os embrides foram
classificados quanto ao estddio de desenvolvimento (moérula, blastocisto inicial,
blastocisto, e blastocisto expandido) e qualidade, de acordo com o sistema de
classificagdo morfolégica, descrito no Quadro 1, classificados de 1 a 5, sendo 1=

excelente e 5 = morto.

QUADRO 1: Sistema de classificacdo morfoldgica e grau de qualidade de

embrides eqiiinos.

Graul [Excelente — um embrido ideal, esférico, com células de tamanho,

cor e textura uniformes

Grau2 [Bom - imperfeicdes secunddrias tais como poucos blastdmeros

extrusados, forma irregular ou separacdo trofobldstica

Grau3 [Moderado - embrido definido, mas nenhum problema severo,
presenca de blastomeros extrusados, células degeneradas ou

blastocele colapsada.

Grau4 |Pobre - problemas severos, blastocele colapsada, numerosos
blastomeros extrusados, células degeneradas mas com uma massa

embridnica aparentemente vidvel

Grau 5 |Nao fertilizados ou mortos — odcitos nio fertilizados ou embrides

totalmente degenerados.

Fonte: Adaptado de Vanderwall, 1996.

Todos os embrides foram congelados em palhetas de 0,25 ml (Nutricell-

Nutrientes Celulares Ltda., Campinas, SP , Brasil) em glicerol a 10%, utilizado
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como crioprotetor, pelo método tradicional de resfriamento lento proposto por

Picket (1985) modificado.

3.7 Analise estatistica

As varidveis estudadas e analisadas foram: duragao do estro, tamanho do
foliculo ovulatério, crescimento folicular, nimero de foliculos palpaveis,
qualidade embriondria.

Com a auséncia de efeito interativo dos tratamentos analisados
separadamente, foram testados os efeitos principais (ou seja, agruparam-se
tratamentos semelhantes): tratamento com FSH-P (n=16, tratamentos 2, 5 e 6)
versus ndo tratados (n=16, tratamentos 1, 3 e 4); suplementagdo com P-caroteno
(n=16, tratamentos 3, 4, 5 e 6) versus ndo suplementados (n=16, tratamentos 1 e
2).

A andlise do efeito do tratamento com FSH-P, suplementacdo de [3-
caroteno e a possivel interacdo sobre a duracdo do estro, tamanho do foliculo
ovulatério, nimero de foliculos palpédveis e qualidade embriondria, apds a
realizacdo do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, foi realizada pelo
procedimento GENMOD (SAS, 1995) uma vez que os dados seguem a
distribuicdo de Poisson. As médias foram obtidas pelo procedimento GLM do
SAS (1995).

A andlise de regressdo linear foi utilizada para verificar o efeito do
tratamento com FSH-P e da suplementacido de f-caroteno sobre o crescimento
folicular do foliculo ovulatério, pelo procedimento PROCREG, do SAS (1995).

A taxa de recuperagdo embriondria foi definida como o ndmero de
embrides recuperados dividido pelo nimero de ovulagdes obtidas nas 32 coletas

realizadas no experimento.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado

(DIC) e cross over em fatorial 2 x 2 (suplementadas com B-caroteno X néo

suplementadas e tratadas com FSH-P X ndo tratadas).

O modelo estatistico foi:

Yij= u+ A+ Bj+ AB; + e, em que:

Y; = efeito do i-ésimo  tratamento com FSH-P no
suplementacdo de B-caroteno no k-ésimo animal;

p = média geral do experimento;

A= efeito do tratamento com FSH-P i (i=0,1);

B, = efeito da suplementagdo de B-caroteno j (j=0,1);

AB;; = efeito da interagdo entre os fatores;

€(ij) = erro experimental.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Qualidade morfolégica embrionaria

A suplementacdo de P-caroteno melhorou a qualidade dos embrides
coletados (P= 0,04) (Tabela 1), mas nao foi observado efeito do tratamento com

FSH-P sobre o nimero e qualidade embrionéaria (P=0,20) (Tabela 2).

TABELA 1: Efeito da suplementagdo com B-caroteno injetiavel sobre a qualidade
embriondria e nimero de embrides
Qualidade Erro

N° média padrao
N° de de dos da
Tratamento coletas embrides embrides® Média Probabilidade!
B-caroteno 2 16 9 1,22 0,22 P =0,041
Sem p-caroteno 16 8 2,62 0,21
Total geral 32 17 1,88 0,64

"GENMOD (SAS, 1995).

2 Eguas tratadas com B-caroteno injetavel (Vallee S.A.), 800 e 1200 mg, intramuscular,
no 15° dia apés a ovulagéo.

3 Qualidade morfolégica: 1- Excelente; 2- Bom; 3- Regular; 4- Ruim; 5- Morto ou

degenerado (Vanderwall ,1996).
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TABELA 2: Efeito do tratamento com FSH-P sobre a qualidade embrionaria e o

namero de embrides coletados

Qualidade Erro

N° média padrio
N° de de dos da
Tratamento coletas embrides embrides® média Probabilidade’
Tratadas com _
FSH-P? 16 9 1,47 0,21 P=0,20
Nao tratadas 16 8 2,37 0,22
Total geral 32 17 1,88 0,64

'GENMOD (SAS, 1995).

* Eguas tratadas com 10 mg de Folltropin® intramuscular, duas vezes ao dia, nos dias 15
a 20 apds a ovulagdo ou até a presenca de um foliculo > 3,5 cm.

3 Qualidade morfolégica: 1- Excelente; 2- Bom; 3- Regular; 4- Ruim; 5- Morto ou

degenerado (Vanderwall ,1996).

Na literatura consultada, ndo existem relatos de pesquisas avaliando a
utilizacdo da suplementacdo P-caroteno em doadoras de embrides da espécie
eqiiina.

Estudos em outras espécies t€ém demonstrado a importincia do [-
caroteno e da vitamina A na regulacdo das fungdes reprodutivas (Thompson,
1975, Chew, 1993). Além de ser o principal precursor da vitamina A, importante
moduladora da esteroidogénese ovariana (Talavera & Chew, 1988), o B-
caroteno tem uma acdo direta na reproducdo devido, principalmente a sua
capacidade antioxidante, que previne a peroxidacdo lipidica causada pelos
radicais livres e, conseqiientemente, seus efeitos danosos sobre as células
foliculares, do corpo ldteo, uterinas e embriondrias (Chew, 1993, Young et al.,
1995, Stall et al., 1997, Rapoport et al., 1988, Arikan e Rodway, 2000a, b,
Arikan et al., 2002, Cantrell et al., 2003).
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De acordo com estes estudos, a melhora da qualidade dos embrides das
éguas doadoras promovida pelo B-caroteno no presente estudo pode ser
explicada pela acdo direta deste caroteno, por meio de suas propriedades
antioxidantes, preservando a integridade e atividade funcional das células,
principalmente ovarianas, uterinas e embriondrias, ou indireta, favorecendo a
esteroidogénese ovariana e a producdo de progesterona, pela acdo da vitamina
A, melhorando o ambiente uterino e tubdrico e, conseqiientemente, o
desenvolvimento embriondrio (Schams et al., 2002, Jindal et al., 1996, Whalley

et al., 1997, Thomas et al., 1992, Bazer, 1975).
4.2 Numero de foliculos palpaveis e resposta superovulatoria

Observa-se, na Tabela 3, que o nimero médio de foliculos palpaveis nos
ovérios das éguas doadoras durante o estro foi maior (P=0,0175) nos animais

tratados com FSH-P em relagdo aqueles ndo tratados, porém. ndo houve

diferenca no niimero médio de ovulagdes.
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TABELA 3: Nimero médio de foliculos palpdveis nos ovarios e ovulacdes de

éguas tratadas ou ndo com FSH-P

N° Erro
N°médio de médio padrio
N°de ovulacoes/ de da
Tratamento éguas égua’ foliculos média  Probabilidade’
Tratadas ¢/ FSH-P? 16 1+£0,0 3,19 0,34 P=0,0175
Nao tratadas 16 1+0,0 1,87 0,34
Total geral 32 1+£0,0 2,53 1,35

' GENMOD (SAS, 1995).
* Eguas tratadas com 10mg de Folltropin® intramuscular, duas vezes ao dia, nos dias 15
a 20 apds a ovulagdo ou até a presenca de um foliculo > 3,5 cm.

3 Média + Erro padrio da média.

De acordo com este resultado, o tratamento com FSH-P induziu o
crescimento dos foliculos do grupo recrutado, ao qual pertencia o foliculo
ovulatdrio, tornando-os palpéveis por via transretal. Mas, uma vez estabelecida a
selecdo e a dominincia do foliculo ovulatério, os demais tornaram-se
subordinados e sofreram atresia, impedindo a ocorréncia de ovula¢des multiplas.
Conforme Pierson &Ginther (1990), apds a sele¢do fisioldgica do foliculo
ovulatério os outros sofrem atresia.

Segundo Ginther et al. (2002) e Ginther (2000), o pico de FSH enddgeno
ocorre quando os foliculos das ondas ovulatérias nas éguas (ondas maiores)
atingem 13 mm de didmetro e promove o crescimento de vérios foliculos do
grupo recrutado, inclusive do futuro foliculo ovulatério. A medida que estes
foliculos se desenvolvem produzem estradiol e inibina que, por mecanismo de
feedback negativo, promovem a diminuicdo das concentracdes enddgenas de
FSH, dando inicio aos mecanismos de divergéncia (desvio) e dominincia. Uma

vez ativados estes mecanismos, os foliculos menores (subordinados), devido as
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baixas concentragdes de FSH enddgeno, entram em atresia. O foliculo
dominante continua crescendo, provavelmente devido ao aumento de receptores
de FSH nas células da granulosa induzido pelo estradiol folicular. Assim, de
acordo com estas observagdes, pode-se inferir que o tratamento com FSH-P
utilizado neste estudo, apesar de ter aumentado o nimero de foliculos palpaveis
nos ovdrios dos animais tratados, ndo foi capaz de evitar ou retardar o fendmeno
da divergéncia e dominéncia e, conseqiientemente, nao foi capaz de promover
ovulagdes multiplas nas éguas.

McCue (1996) e Driancourt (2001) também observaram que o FSH € o
hormoénio chave para induzir o recrutamento dos foliculos e o crescimento
inicial dos mesmos.

A resposta superovulatéria das éguas pode ser influenciada por outros
fatores, entre eles o periodo do ciclo estral (Dippert et al., 1992, Squires et al.,
1986 e 1987, Woods et al., 1983a, Rosa et al, 1988, Alvarenga et al., 2001,
Lapin &Ginther, 1977) e a existéncia de divergéncia entre os didmetros dos dois
foliculos maiores (Woods e Ginther, 1982, 1985) no momento do inicio dos
tratamentos superovulatorios.

No presente estudo, o inicio do tratamento se deu no 15° dia apés a
ovulacdo (final do diestro). Woods e Ginther (1982, 1985), estudando a
dindmica folicular em éguas tratadas com EPE, verificaram que o nimero de
foliculos presentes nos ovarios (> 10 mm) no 15° dia apdés a ovulagdo
representava o nimero de foliculos que poderiam chegar a ovulagdo apds a
administracdo do EPE, mas que a existéncia de uma diferengca maior em
didmetro entre os dois foliculos maiores, no momento do inicio do tratamento
com EPE, diminuiu a eficiéncia do tratamento para induzir ovula¢des muiltiplas.
A ndo ocorréncia de multiplas ovulagdes, no presente estudo, pode ter sido
influenciada por estes fatores que, interagindo, afetaram a acgdo das

gonadotrofinas sobre os foliculos ovarianos. Além disso, é possivel que, nesta
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fase do ciclo estral, segundo Pierson e Ginther (1990), a acdo hormonal tenha
sido afetada pelo estddio de desenvolvimento folicular e a presenca ou nao do
foliculo dominante.

Ao contrdrio do que foi observado neste estudo, a ocorréncia de
ovulagdes miultiplas € relatada por outros pesquisadores que utilizaram o FSH-P
com a finalidade de promover superovulagdo nas éguas. Irvine (1981), utilizando
altas doses de FSH-P (injecdes subcutaneas de 150 e 200 mg as 8 e 9 horas da
manha, respectivamente, nos dias 15 a 18 pds-ovulacio), observou que as éguas
tratadas tiveram 3,8 foliculos pré-ovulatdrios e as éguas controle apenas 1,0 e
taxa de ovulagdao média de 1,7 = 0,6 e de 1,0 £ 0,0, respectivamente. Squires et
al. (1986), utilizando FSH-P na dose de 150 mg, duas vezes ao dia, associado a
aplicacdo de prostaglandina F,, no primeiro dia do tratamento superovulatério,
relataram um aumento no nimero de foliculos com didmetro entre 25 ¢ 30 mm
antes da ovulacdo e a ocorréncia de 44,4% de multiplas ovulagdes. Porém, estes
resultados foram semelhantes ao do grupo controle. Também, em uma série de
estudos com FSH-P (Folltropin®), Fortune e Kimmich (1993) obtiveram taxas
de ovulagdes duplas melhores nas doses de 8 (83%), 16 (54%) e 32 mg (50%),
injetadas duas vezes ao dia, do 6° dia até a presenga de foliculos > 40 mm, e
aplicagdo de prostaglandina F,, nos dias 5 e 6.

Assim, quando comparados os resultados desses trabalhos com os
resultados obtidos no presente estudo, em relagdo aos protocolos utilizados e a
ocorréncia ou ndo de ovulacdes multiplas, pode-se inferir que, possivelmente, a
utilizacdo de dosagens mais altas do hormdnio superovulatério (FSH-P) ou a
associacdo com prostaglandinas poderiam melhorar a resposta superovulatéria
dos animais.

Nao houve efeito da suplementacdo de B-caroteno sobre o nimero de
foliculos palpdveis e na resposta superovulatéria das éguas (P=0,50), conforme

Tabela 4.
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TABELA 4: Nimero médio de foliculos palpaveis e ovulacdes de éguas
suplementadas ou ndo com B-caroteno

N° médio Erro
de N°médio padrao
N°de ovulagoes/ de da
Tratamento éguas égua’ foliculos média  Probabilidade’
B- caroteno’ 16 1+0,0 2,69 0,34 P=0,50
Sem [-caroteno 16 1+£0,0 2,37 0,34
Total geral 32 1+0,0 2,53 1,35

"GENMOD (SAS, 1995).
2 Eguas tratadas com B-caroteno injetavel (Vallee S.A.), 800 e 1200 mg, intramuscular,
no 15° dia apds a ovulagdo.

3 Média + Erro padrio da média.

Na literatura, ndao foram encontrados trabalhos sobre os efeitos da
suplementacdo de B-caroteno sobre a resposta dos eqilinos aos tratamentos
superovulatdrios.

Trabalhos em outras espécies t€m demonstrado que a vitamina A,
principal metabdlito oriundo da clivagem da molécula de B-caroteno no
organismo animal, ndo afeta a resposta superovulatéria (Chew, 1994, Eberhart et

al., 1999), o que também nao ocorreu no presente estudo.
4.3 Duracao do estro
As Tabelas 5 e 6 mostram que nao houve efeito do tratamento com FSH-

P (P=0,80) e da suplementacdo de B-caroteno (P=0,90) sobre a duragdo do estro

das éguas.
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TABELA 5: Efeito da aplicagdo de FSH-P sobre a duracéo do estro das éguas

Duracio
Nimero  média do
de estros estro Erro padrao
Tratamento (n) (dias) de média Probabilidade
Tratadas com FSH-P? 16 8,00 0,46 P=0,80
Nao tratadas 16 8,25 0,46
Total geral 32 8,12 1,86

'GENMOD (SAS, 1995).
? Eguas tratadas com 10 mg de Folltropin® intramuscular, duas vezes ao dia, nos dias 15

a 20 apds a ovulagdo ou até a presenca de um foliculo > 3,5 cm.

TABELA 6: Efeito da suplementagdo de B-caroteno sobre a duracdo do estro

das éguas
Duracio

Niimero média do Erro

de estros estro padrao da
Tratamento (n) (dias) média Probabilidade
p-caroteno 2 16 8,06 0,46 P=0,90
Sem [-caroteno 16 8,18 0,46
Total geral 32 8,12 1,86

" GENMOD (SAS, 1995).
* Eguas tratadas com B-caroteno injetdvel (Vallee S.A.), 800 e 1200mg, intramuscular,

no 15° dia apds a ovulagio.

A nio interferéncia dos tratamentos na duracio dos estro das éguas no
presente estudo, possivelmente, pode ser atribuida a ndo influéncia dos
tratamentos sobre as concentracdes intrafoliculares e sanguineas de estradiol e
progesterona durante a fase folicular. Apesar do aumento do nimero de foliculos
palpédveis promovido pelo FSH-P, apenas o foliculo dominante se desenvolveu e

os demais tornaram-se subordinados e sofreram atresia. Assim, provavelmente,
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as concentracdes de estradiol e progesterona ndo se alteraram e,
conseqilentemente, ndo se verificaram diferencas na duracdo do estro.
Resultados semelhantes foram observados por Lapin e Ginther (1977) e Rosas et
al. (1988).

Ja nos estudos realizados por Squires et al. (1986), os tratamentos com
EPE e FSH-P alteraram (P< 0,05) a duracdo do estro. As éguas ndo tratadas
tiveram periodos de estros mais curtos do que as éguas tratadas.

A duracido média geral do estro neste estudo (8,12 + 1,85 dias) € similar
as encontradas nos estudos de Lapin e Ginther (1977), Diminick et al.(1992),
Dowsett et al. (1993), Johnson & Becker (1993) e Rosas et al. (1998). Conclui-
se que a duracdo média do estro das éguas da raca Mangalarga Marchador é

semelhante a de outras ragas.

4.4 Diametro do foliculo ovulatorio

O didmetro médio do foliculo ovulatério dos animais nido foi afetado

pelo tratamento superovulatério (P=0,99) ou pela suplementacdo com B-caroteno

(P=0,86), conforme ilustrado nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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TABELA 7: Efeito da aplicacdo de FSH-P sobre o didmetro médio do foliculo

ovulatério das éguas

Diametro
Numero de médio do Erro
foliculos foliculo padrio
ovulatérios ovulatério da
Tratamento (n) (cm) média  Probabilidade

Tratadas com FSH-P? 16 4,56 0,18 P=0,99
Nao tratadas 16 4,56 0,18
Total geral 32 4,56 0,74

'GENMOD (SAS, 1995).
? Eguas tratadas com 10 mg de Folltropin® intramuscular, duas vezes ao dia, nos dias 15
a 20 apds a ovulagdo ou até a presenca de um foliculo > 3,5 cm.

3 Média =+ Erro padrdo da média (Proc. GLM; SAS, 1995)

Tabela 8: Efeito da suplementacio de -caroteno sobre o didmetro médio do
foliculo ovulatério das éguas

Diametro
Nuamero de médio do Erro
foliculos foliculo padrio
ovulatérios ovulatério da
Tratamento (n) (cm) média Probabilidade !

p-caroteno > 16 4,50 0,18 P =0,87
Sem [-caroteno 16 4,62 0,18
Total geral 32 4,56 0,74

' GENMOD (SAS, 1995).
* Eguas tratadas com B-caroteno injetdvel (Vallee S.A.), 800 e 1200 mg, intramuscular,
no 15° dia apés a ovulagéo.

Dippert et al. (1992), Becker & Johnson (1992), Johnson & Becker
(1993) e Rosas et al.(1998) também nao observaram efeito dos tratamentos

superovulatérios sobre o didmetro médio do foliculo ovulatério .
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A média geral do didmetro do foliculo ovulatério ao tempo da ovulacio
neste estudo (4,56 + 0,74 cm) foi similar a obtida por Dimmick et al. (1992),
estudando ciclos estrais normais.

Segundo Ginther et al. (2002), o didmetro do foliculo ovulatério pode
ser um indicativo de sua capacidade de produg¢do hormonal, principalmente
esterdides, e ovulatdria. Foliculos menores sdo menos vacularizados e possuem
as camadas da teca e da granulosa menos desenvolvidas e, conseqiientemente,

sua funcionalidade prejudicada.
4.5 Crescimento do foliculo ovulatério
Nao houve diferenca (p> 0,05) quanto ao crescimento do foliculo
ovulatério durante o periodo de estro dos animais submetidos ou ndo ao

tratamento com FSH-P (Figura 5) e dos animais suplementados ou ndo com [3-

caroteno (Figura 6).
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Crescimento folicular
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Eguas nao tratadas =y

FIGURA 5 Crescimento do foliculo ovulatério em didmetro (cm) durante os

dias de estro dos animais submetidos ou nio ao tratamento com FSH.
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Crescimento folicular

El

)

[=]

S

z

& 2 y = 0,2979x + 2,2204 y, = 0,3725x + 1,9336
I R®=0,9413 R? = 0,9506

O T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (dias do estro)

p-caroteno =y

Sem p-caroteno =y,

FIGURA 6 Crescimento do foliculo ovulatério em didmetro (cm) durante os

dias de estro dos animais suplementados ou ndo com B-caroteno.

Observa-se que, no presente estudo, o padrdo de crescimento folicular
foi linear e crescente (positivo) em relacdo a varidvel tempo (dias do estro) para
os efeitos principais testados (R2 = 0,95 e 0,92, tratamento com FSH-P versus
nao tratados; R’= 0,94 e 0,95, suplementacdo com [-caroteno versus nao
suplementacdo, respectivamente). A taxa de crescimento folicular didria foi:
tratamento com FSH-P (0,30 cm/dia); ndo tratados (0,35 cm/dia); suplementadas
B-caroteno (0,29 cm/dia) e ndao suplementadas (0,37 cm/dia).

Donadeu & Ginther (2003), por meio de ultra-sonografia, descreveram
taxa de crescimento médio de até 2,7 mm/dia dos foliculos ovulatdrios de éguas

durante a estacao ovulatoria.
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Segundo Ginther et al. (2002), o crescimento folicular nas éguas e,
principalmente, do foliculo ovulatério € influenciado pela interagdo de vérios
fatores, como as gonadotrofinas (LH e FSH) e a presenca de seus receptores,

alem de reguladores intra-ovarianos.

4.6 Taxa de recuperacio embrionaria

Reunindo-se os dados de todo o experimento foram recuperados 17
embrides de um total de 32 ovulacdes observadas e 32 coletas realizadas nas
éguas, obtendo-se uma taxa de recuperagdo embriondria de 53,12%, conforme

Tabela 9.

TABELA 9: Taxa de recuperacdo embriondria, nimero total de coletas e de
ovula¢des das éguas (total geral)

N° N° de
N° de de embrides Taxa de
coletas ovulacdes recuperados recuperaciao
(n) (n) (n) embriondria
Tratadas com FSH-P' 16 16 9 9/16 (56%)
Nao tratadas 16 16 8 8/16 (50%)
Total geral 32 32 17 17/32 (53,12%)

! Eguas tratadas com 10 mg de Folltropin® intramuscular, duas vezes ao dia, nos dias 15

a 20 apds a ovulagdo ou até a presenca de um foliculo > 3,5 cm.

Segundo Squires et al. (2003), o nimero médio de embrides recuperados
de ovulacdes simples das éguas doadoras, em programas comerciais de
transferéncia de embrides, € de aproximadamente 50%. Vdrios fatores
influenciam as taxas de recuperaciao embriondria, como a idade da égua doadora,

a qualidade do sémen, o nimero de ovulacdes e o dia da coleta.
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Todas as coletas de embrido no presente estudo foram realizadas no 6°
dia apds a ovulacdo (dia 0 = ovulag@o). Estudos comparando o efeito do dia da
coleta sobre a taxa de recuperagdo embriondria foram realizados e observou-se
que, nas coletas realizadas no 6° dia apds a ovulagéo as taxas de recuperagédo
embriondria sdo significativamente (10% a 15%) menores do que as realizadas
nos dias 7 a 9 apds ovulagdo (Squires et al.,1999).

Iuliano & Squires (1985) relataram que as taxas de recuperagdo
embriondria de coletas realizadas no 6° dia apdés a ovulagdo foram menores
(66%) do que aquelas realizadas no 82 dia (82%). Porém, as realizadas no 7° dia

nao diferiram das demais (75%).

47



5 CONCLUSOES

A suplementacdo das éguas com [-caroteno melhorou a qualidade
embriondria, confirmando uma das hipdteses do presente estudo, mas ndo
interferiu na resposta do animais ao tratamento superovulatério com FSH-P.
Este, apesar de ter promovido o aumento do numero de foliculos em
crescimento, ndo foi capaz de aumentar o nimero de ovulagdes e de estruturas

coletadas.
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