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ORLANDI, C. M.B. Resposta ovariana e concentracfes plasmaticas de FSH
em éguas ciclicas, submetidas a aspiracdo folicular e tratadas com
extrato de pituitaria eqlina (EPE). Botucatu, 2008 Tese (Doutorado)
Universidade Estadual Paulista, “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia- Campus de Botucatu.

RESUMO

O presente estudo teve por objetivo determinar as concentragcbes plasmaticas
de FSH e caracterizar o desenvolvimento folicular e recuperacdo embrionaria
em eéguas superovuladas com EPE, iniciando-se o tratamento antes do desvio,
no momento esperado do desvio e apos o estabelecimento da dominéncia em
onda folicular induzida por aspiracao folicular. No décimo dia apés a ovulacéo,
as éguas foram submetidas a aspiracéo de todos os foliculos >8mm por meio
de ultra-sonografia transvaginal e foram distribuidas aleatoriamente em quatro
grupos tratados e um controle. Cinquenta e oito ciclos de trinta éguas foram
tratados sucessivamente com intervalo de um ciclo n&o tratado, iniciando-se as
administragdes de EPE (12,5mg i.m a cada 12 horas) de acordo com o
didmetro atingido pelo maior foliculo da onda induzida: 213mm (EPE-13, n=12),
>20mm (EPE-20, n=11), 223mm (EPE-23, n=12) e 226mm (EPE-26,n=10). No
grupo controle (Sal-13, n=13) iniciou-se tratamento com salina na presenga do
maior foliculo medindo 213mm de diametro. Apds 12 horas do inicio dos
tratamentos com EPE ou salina, todas as éguas receberam dose unica de
7,5mg de PGF.a Dinoprost-tromethamine (Lutalyse®Pfizer). Quando a maioria
dos foliculos atingiu 32mm de diametro, os tratamentos foram interrompidos e
ao atingirem 35mm de didmetro as ovulagdes foram induzidas com 2.500 Ul de
hCG i.v. (Vetecort® Calier). As éguas foram inseminadas dentro de 12 horas,
repetindo-se a cada 24 horas até a detecgcao das ovulagdes, sendo submetidas
a colheita de embrides oito dias pos ovulagdo. Os dados referentes a resposta
ovariana e o FSH foram analisados pelo Proc mixed do SAS, e caracteristicas
do perfil desta gonadotrofina submetidas ao teste t ndo pareado. As
concentracdées médias de FSH foram superiores no EPE-13 e EPE-20 com
relagdo ao controle, considerando todo periodo experimental. A partir da

aspiragcao até o inicio dos tratamentos, as concentracbes de FSH foram



caracterizadas por valores maximo, minimo e médio basal, similares aos do
controle, com exceg¢do dos valores maximo e minimo do EPE-13 e EPE-26, os
quais foram superiores aos do controle. Apos o inicio do tratamento até a
ovulacéo, estes valores foram superiores para os animais tratados com relagao
aos do controle. A administragdo de EPE iniciada antes, durante ou apds o
desvio folicular esperado em onda induzida pela aspiragao foi capaz de elevar
e manter a concentragdo de FSH durante o tratamento; aumentar o numero de
foliculos 230mm e ovulagdes quando iniciado na presenca de foliculos com
didametro médio entre 20 e 23mm em relagdo ao controle. Embora nao tenha
influenciado significativamente na taxa de recuperagcdo embrionaria, o inicio do
tratamento a partir da deteccdo de foliculos de 20mm resultou no dobro de
embrides por colheita quando comparado ao controle, demonstrando
numericamente o beneficio deste tratamento. Quando se inicia a
superovulacao com foliculos de 20 a 23 mm de didmetro em onda induzida
reduz-se o tempo de tratamento e conseqlientemente o numero de

administragdes do horménio com resposta ovariana satisfatoria.

Palavras chave: égua, dindmica folicular, superovulagdo, FSH, extrato de

pituitaria equina



ORLANDI, C.M.B. Ovarian response and FSH plasma concentrations in
cyclic mares submitted to follicle ablation preceding equine pituitary
extract (EPE) administration. Botucatu, 2008 Tese (Doutorado)-Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia-Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista, “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The present study aimed to determine FSH plasma concentrations and
characterize follicle development and embryo recovery in cyclic mares
superovulated with EPE starting treatment preceding deviation, at deviation and
after follicle dominance; during a previously induced follicular wave by trans-
vaginal follicle ablation. All follicles > 8mm were ablated ten days (D10) post-
ovulation in fifty eight cycles from thirty mares, which were randomly assigned
to four treated and one control group. Treatment with EPE (12.5mg IM, every 12
hours) was started when the largest follicle from an induced follicular wave
reached >13mm (EPE-13, n=12), >20mm (EPE-20, n=11), >23mm (EPE-23,
n=12) and >26mm (EPE-26, n=10). Mares from control group received saline
solution when the largest follicle reached >13mm. After 12 hours from beginning
of treatment (EPE or saline) all mares received a single dose of PGF,a ;7.5mg
Dinoprost- trometamine (Lutalyse® Pfizer). Treatments were discontinued when
the majority of follicles reached 32mm and ovulations induced upon detection of
follicles measuring >35mm with 2.500 Ul of hCG (Vetecort® Calier).The mares
were inseminated within 12 hours, and every 24 hours until ovulations had been
detected and they were submitted to embryo recovery eight days after first
ovulation. Ovarian response data and FSH concentrations were analyzed by
Proc mixed do SAS, and variables characterizing FSH pattern were submitted
to non- paired t test. Overall mean FSH concentrations during all experimental
period were significantly higher for mares in EPE-13 and EPE-20 groups when
compared to control. Maximum, minimum and medium basal values from FSH
concentrations were similar between EPE- treated mares and control from
ablation to start of treatment, except for maximum and minimum values from
EPE-13 and EPE-26 respectively, when compared to control. Those FSH

values were significantly increased from start of treatment to ovulation in treated



mares compared to control. Treatment with EPE starting before, at and
immediately after follicle deviation from an induced follicular wave by ablation
was able to increase and maintain FSH concentrations during treatment,
resulting in higher numbers of follicles 230mm and ovulations when started
upon detection of follicles between 20 and 23mm compared to control. Although
treatment did not result in significantly higher embryo recovery rates, starting
treatment upon detection of 20mm follicles doubled the number of embryos per
flushing when compared to control. When treatment began in the presence of
follicles measuring between 20 and 23mm, number of EPE administrations and

time of treatment were reduced resulting in satisfactory ovarian response.

Key words: mare, superovulation, FSH, follicle - dynamics, equine pituitary

extract.
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1. INTRODUCAO

Na maioria dos programas de transferéncia de embrides em equino, o
indice de recuperagao embrionaria esta em torno de 65%, obtendo-se, portanto
menos que um embrido por doadora por colheita. Este fato contribui para o
aproveitamento inadequado das éguas receptoras, elevando-se os custos
relacionados a manutencédo e sincronizacdo de ovulagdo entre receptoras e
doadoras (Meira & Henry, 1991; Squires et al., 1999; Peres et al., 2004; Carmo
et al., 2002). No entanto, tal custo pode ser minimizado pela obtengdo de maior
numero de embrides por colheita.

Os tratamentos superovulatérios tém por objetivo aumentar o numero de
foliculos destinados a ovulagdo e a recuperacdo embrionaria por doadora.
Maior numero de foliculos pré-ovulatérios podem ser puncionados visando
ampliar a porcentagem de obtencdo de odcitos por doadora para serem
utilizados nas técnicas de reproducao assistida. Tanto embrides quanto odécitos
sdo imprescindiveis nos estudos envolvendo técnicas de congelamento ou
vitrificagdo, permitindo assim a preservagdo do material genético para uso
posterior (Maclellan et al., 2002). Os agentes indutores da superovulagao
podem ser utilizados durante os periodos transicionais para estimular e
antecipar a atividade ovariana, o que contribui para o melhor aproveitamento
dos ciclos estrais, especialmente no inicio da estagao reprodutiva (Coy et al.,
1999; Niswender et al., 2004).

A fase de desenvolvimento em que se encontram os foliculos ao inicio
do tratamento e sua influéncia na resposta ovulatéria foi até o momento
abordada de maneira retrospectiva (Dippert et al., 1992; Squires et al., 2006).
Apesar disso, os autores valorizam sua importancia sobre a resposta ovariana
nos processos superovulatérios (Pierson & Ginther., 1990, Logan et al., 2007,
McCue et al, 2006 ).

Os estudos envolvendo a dindmica do desenvolvimento folicular e o
perfil enddcrino,levam ao conhecimento de alguns fatores que podem
influenciar na resposta ovariana, favorecendo o estabelecimento de
tratamentos que permitam resultados consistentes, atendendo assim, as

necessidades dos programas de transferéncia de embrides.



16

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dinamica Folicular

A égua se caracteriza por ser monovulatéria, sofrendo influéncia da
estacdo do ano, com ciclos estrais regulares no periodo de dias longos. No
inicio do ciclo estral ocorre recrutamento de um grupo de foliculos antrais pelo
estimulo do FSH, sendo definido como emergéncia de uma onda folicular,
inicialmente os foliculos apresentam crescimento simultdneo seguido de um
intenso processo de atresia (Fortune,1994). Tal caracteristica permite a
ocorréncia de apenas uma ovulagdo, eventualmente duas ou mais sao
observadas.

A ocorréncia de uma (70%) ou duas (30%) ondas foliculares é
observada na égua dentro de um intervalo interovulatério e sao classificadas
como ondas maiores ou menores, as ondas maiores se caracterizam por
apresentarem foliculos dominantes e sao divididas em primarias e secundarias,
nas ondas menores nao se observa dominancia folicular. A onda maior
secundaria emerge no final do cio ou inicio do diestro, caracterizando-se pela
regressdo do foliculo dominante durante o diestro. A onda maior primaria
emerge ao redor da metade do diestro, o foliculo dominante se desenvolve
rapidamente culminando em ovulagdo durante o cio (Ginther, 1990, 1993;
Buratini et al., 1997).

A emergéncia da onda folicular se caracteriza pelo surgimento de um
grupo de foliculos com diametros entre 6 e 10 mm em concomiténcia ao
aumento das concentragdes de FSH (Bergfelt & Ginther, 1993).

No momento em que o maior foliculo da onda atinge diametro =213mm,
as concentragbes de FSH iniciam sua diminuicdo (Gastal et al., 1997). Este
processo parece ser dindmico nao ocorrendo sincronicamente, como
observado por Gastal et al (2004), que acompanharam a emergéncia dos
quatro maiores foliculos da onda induzida por ablagdo no dia 10 (D10) pés-
ovulagdo, seguindo-os até o momento esperado do desvio (maior foliculo
>20mm). A emergéncia de foliculos de 6 a 7 mm ocorreu em media entre os
dias 1,3 e 3,1 pos ablagdo, com o quarto foliculo de 6 mm surgindo no

momento em que o primeiro apresentava 11 mm de diametro.
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A diminuicdo de FSH observada com a presenca do pool de foliculos
medindo aproximadamente 13mm durante a fase de crescimento simultaneo,
se deve a producao de inibina por tais foliculos. O FSH permanece baixo até a
ovulacdo, sendo esta continua diminuicao atribuida especialmente ao foliculo
dominante (Ginther et al., 2002; Donadeu & Ginther, 2003).

Com o final da fase de crescimento simultdneo ocorre a divergéncia
folicular no momento em que o maior foliculo da onda apresenta 22 a 23 mm
de diametro, desenvolve crescimento rapido e continuo e exerce dominancia
com relagao ao segundo maior e demais foliculos, os quais entram em atresia
tornando-se subordinados (Gastal et al., 1997, 1999a). Tais foliculos
destinados a regressao apos a divergéncia sdo capazes de retomar seu
desenvolvimento chegando a ovulagdo uma vez removido o foliculo dominante
(Gastal et al, 1999b; Ginther et al 2002, Gastal et al, 2004)

2.1.1. Divergéncia e Dominéncia Folicular

Buscando estudar alguns aspectos fundamentais da dinamica folicular,
Gastal et al (1997) desenvolveram um modelo experimental simplificado
(denominado “modelo de dois foliculos™) utilizando a ablagao folicular, de
maneira que apenas os dois maiores foliculos da onda fossem mantidos em
desenvolvimento mediante sucessivas aspiragdes dos demais. A técnica
mostrou-se eficiente quanto a precisdo na deteccdo da emergéncia da nova
onda folicular, uma vez que os foliculos em regressdo da onda anterior
dificultariam a identificagcdo dos foliculos em emergéncia.

No estudo citado acima, a remocdo dos foliculos 28 mm reduziu em
aproximadamente 50% a populagao folicular da nova onda entre os dias 11 e
16 em comparagado ao controle, sendo a taxa de crescimento folicular da
emergéncia até o desvio, similar entre os dois maiores foliculos.

Os autores detectaram a emergéncia do foliculo dominante
aproximadamente um dia antes da emergéncia do maior foliculo subordinado,
sendo o didmetro médio do maior e segundo maior foliculos no momento
esperado do desvio, 23 e 20mm, respectivamente. A partir de entdo, maior

diferenca na taxa de crescimento de ambos os foliculos foi detectada.
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As relagdes temporais entre FSH, LH e desenvolvimento folicular foram
representadas no estudo citado, pelo aumento do FSH com a deteccédo da
emergéncia do futuro foliculo dominante, atingindo concentragcbes maximas
trés dias mais tarde quando o maior foliculo atingiu 13 mm de didmetro,
diminuindo a partir de entao até atingir valores basais (0 a 2 ng/mL) préximo ao
momento esperado do desvio. Nesta fase, 79% das éguas apresentaram
aparente aumento transitério nas concentracbes de LH ou se mantiveram
estaveis para em seguida aumentar anteriormente a ovulagdo, as demais
(21%) apresentaram aumento progressivo durante 6 a 8 dias antes da ovulagéo
sem a deteccdo de elevacéo transitoria.

Da emergéncia da onda até a elevacdo maxima de FSH, as
concentragdes de progesterona encontraram-se em diminuigdo, observando-se
neste periodo associacao entre as flutuagdes de FSH e LH, as quais tornaram-
se dissociadas apos a deteccado do valor maximo de FSH, mantendo-se até a
ovulagdo. Perfis semelhantes foram detectados em estudos anteriores e
caracterizados por maior sincronia entre as flutuagdes de FSH e LH durante a
fase luteal, seguida pela dissociagdo durante a fase folicular (Irvine et al.,
1998;Thompson et al., 1987; Bergfelt & Ginther, 1993).

O mecanismo através do qual o desvio se estabelece, bem como os
aspectos hormonais envolvendo FSH, LH e estradiol foram estudados por
Gastal et al (1999b) que utilizaram o modelo de dois foliculos com a ablagao do
maior ou do menor. Removendo-se o maior foliculo, o menor se desenvolveu
chegando a ovulagdo ou entrou em atresia. No dia da aspiragdo do maior
foliculo (momento esperado do desvio) a diferenga entre ambos foi maior
(5,9+1,2 mm) nas éguas onde o menor foliculo entrou em atresia do que nas
éguas onde este se desenvolveu normalmente chegando a ovulagéo (2,2+0,6
mm). Estes achados indicam que a diferenga em didmetro, entre os dois
foliculos no momento da ablacao influenciou na retomada do crescimento pelo
segundo maior foliculo, o qual chegou a ovulagdo em 67% das éguas. O
desenvolvimento do menor foliculo retido chegando a ovulagédo foi
acompanhado pela diminuicdo nas concentragdes de FSH, enquanto a atresia
destes foi caracterizada por aumento nas concentracbes de FSH,
demonstrando a ineficiéncia dos foliculos em regressao na supressao desta

gonadotrofina. Em ambas as situagdes resultantes da remog¢do do maior
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foliculo, as concentragdes de LH aumentaram confirmando o papel desta
gonadotrofina na fase pos-desvio, embora nem todos os foliculos menores
retidos mostraram-se responsivos e ovularam, provavelmente por
apresentarem maior diferenca de didmetro com relacdo ao maior foliculo no
momento da aspirag¢ao, o qual ja se mostrava compativel ao estabelecimento
da divergéncia.

A diferenca de diametro entre os dois maiores foliculos é fundamental
para o destino do menor foliculo retido como demonstrado através do
acompanhamento dos quatro maiores foliculos de uma onda induzida por
ablacado no D10 pds-ovulagdo. Com a remogao do maior foliculo no momento
esperado do desvio, o segundo maior mostrou-se capaz de retomar o
crescimento e tornar-se dominante, sendo desta forma até o quarto maior
foliculo capaz de ser selecionado apds sucessivas ablagdes do maior foliculo
(Ginther et al, 2004b), indicando a supressdo do dominante sobre o
subordinado e a retomada de crescimento pelo subordinado com remog¢ao do
futuro foliculo dominante.

Na fase pos-desvio, o futuro foliculo dominante passa a nao mais
depender do FSH e sim do LH para seu desenvolvimento, maturacdo e
ovulagdo (Ginther et al,1996). O LH parece estar mais envolvido no
desenvolvimento do foliculo dominante pds-desvio do que diretamente na
iniciagao do desvio, como demonstrado por Gastal et al (2000) que utilizaram a
ablacdo de todos os foliculos >5mm no D10, associada a redugdo ou
prolongamento da fase progesterbnica. Os autores demonstram que a
manipulagédo da fase progesterdnica ndo alterou inicialmente as concentragdes
sistémicas de FSH, caracterizadas pelo primeiro aumento pds-ablagao ao redor
do D13. Embora apenas no grupo tratado com progesterona exdgena,
observou-se um segundo aumento no FSH ao redor do D22 em concomitancia
a emergéncia de uma nova onda folicular em 64% das éguas, indicando que o
foliculo dominante em desenvolvimento presente nos demais grupos (controle
nao tratado e PGF,a pés-ablagado) foi capaz de suprimir o FSH e o possivel
desenvolvimento de uma nova onda. Os autores sugerem que a baixa
exposicao ao LH no grupo tratado com progesterona nao sé influenciou o
didmetro médio atingido pelo maior foliculo (32,3+1,7) como também afetou a

sua eficiéncia em prevenir o desenvolvimento de uma nova onda e 0 aumento
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no FSH. Quanto as concentragdes de LH, o estudo detectou aumento precoce
desta gonadotrofina com reducédo da fase progesterbnica e diminuicdo com o
prolongamento desta fase, embora tais mudangas nado tenham influenciado o
perfil de crescimento do segundo maior foliculo, indicando que o LH nao estaria
envolvido definitivamente com o inicio do desvio, mas sim com o
desenvolvimento do foliculo dominante. No entanto, o aumento de LH
precedendo o desvio exerce efeito positivo na produgao de inibina e estrogeno
pelo maior foliculo no momento do desvio (Bergfelt et al., 2001).

No estudo de Bergfelt et al (2001), a progesterona exogena foi
administrada durante 14 dias apds a ablacdo de todos os foliculos >6 mm no
D10 seguida de aplicagao de PGF,a, 0 que levou a redugédo da concentragao
de LH durante a fase de desvio folicular e atraso no aumento das
concentracdes de inibina e estradiol. No entanto ndo afetou as concentragdes
de FSH ou o momento do desvio. A redugcdo das concentragdes de LH no
grupo tratado com progesterona ocasionou a regressao do maior foliculo em
associacdo a diminuicdo nas concentragdes de inibina e estradiol e aumento
nas concentracbes de FSH. Estes achados indicam que o aumento do LH é
necessario ao desenvolvimento do futuro foliculo dominante para que este
secrete estradiol, que por sua vez contribui para a supressédo de FSH e facilita
o crescimento do dominante mediante as mudancas de dependéncia
primariamente pelo FSH para o LH.

O papel do estradiol no mecanismo do desvio foi também estudado
através do modelo de “dois-foliculos”, detectando-se aumento nas
concentracdes sistémicas e intra-foliculares no momento esperado do desvio
(Gastal et al,1999a). Neste estudo, as diferengas quanto ao estradiol intra-
folicular, entre o maior e o menor foliculo, aumentaram progressivamente ao
decorrer das amostragens obtidas quando os maiores foliculos atingiram 15
mm, 20 mm e 25 mm, sendo maior a diferenca entre os dois foliculos, quando
da obtencéao de fluido no momento esperado do desvio (20 mm) se comparado
a amostragem aos 15 mm. Estes achados indicam que as diferengas quanto as
concentracdes intra-foliculares de estradiol entre o maior e menor foliculo,
precedem as mudancas com relacido aos diametros dos dois foliculos.

Gastal, et al (1999b) atribuiram o aumento nas concentragdes de

estradiol unicamente ao maior foliculo, uma vez que estas aumentaram
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imediatamente apés a remog¢ao do menor foliculo utilizando-se 0 mesmo
modelo descrito anteriormente, ndo sofrendo alteragcdo imediata quando da
remocao do maior e retencdo do menor foliculo.

A continua diminuicdo de FSH com o inicio do desvio reflete o efeito
sinérgico do aumento nas concentragcbes de estradiol e das altas
concentragdes de inibina (Bergfelt et al, 2000). A supressao da inibina sobre as
concentracdes de FSH foi inicialmente demonstrada pela imunizagéo passiva
contra a inibina resultando no aumento das concentragdes de FSH, numero de
foliculos pré-ovulatérios e ovulagbes (McCue et al., 1992; McKinnon et al.,
1992; Nambo et al., 1998; Briant et al., 2000).

Indiretamente, esta atividade supressora foi também detectada pelo
aumento nas concentragcbes de FSH pds-ablagdo (Gastal et al., 1997,
Duchamp et al., 1995; Bergfelt & Adams, 2000); sendo ainda maior quando
presente no fluido de foliculos em desenvolvimento do que nos foliculos
atrésicos (Channing et al., 1981), assim como quando presente nos foliculos
pré-ovulatorios do que nos foliculos da fase final do diestro e inicio do estro
(Bergfelt & Ginther, 1985).

Embora a inibina seja detectada nos foliculos menores que 13mm, seu
concomitante aumento ao FSH indica que a forma de inibina presente em tais
foliculos ndo exerce atividade supressora (Donadeu & Ginther, 2001). A
diminui¢ao das concentracdoes de FSH a partir da presencga de foliculos com 13
mm de didmetro é atribuida a producédo de inibina-A por tais foliculos. A
magnitude desta diminuigdo mostra-se proporcional ao numero de foliculos >13
mm, 0s quais estdo presentes a partir do inicio da queda desta gonadotrofina.

Este perfil € mantido até a fase final do crescimento simultaneo, onde
mediante niveis basais de FSH, apenas o maior foliculo € capaz de continuar
seu desenvolvimento (Donadeu & Ginther, 2001). A partir de entdo o foliculo
dominante passa a ser o unico responsavel pela continua diminuicdo deste
horménio através da agao sinérgica da inibina e do estradiol.

O desenvolvimento do foliculo dominante é estimulado pelo LH e por
fatores de crescimento intrafoliculares presentes desde a selecdo do futuro
dominante (Gerard & Monget, 1998; Donadeu & Ginther, 2002), bem como pela
acao de proteases (Bridges et al., 2002; Gerard et al., 2004; Spicer et al., 2005)
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envolvidas com a esteroidogénese intra-folicular responsavel pelo processo
final de maturagao levando a ovulagao.

As concentragdes de estradiol e inibina foram determinadas em éguas
superovuladas utilizando-se eFSH ou EPE, sendo estas concentragdes
superiores ao controle nao estimulado e proporcionais ao numero de foliculos
presentes na resposta ovariana aos tratamentos, demonstrando a competéncia

destes foliculos na produgé&o de tais horménios (Machado et al., 2005).

2.2 Resposta ovariana aos tratamentos superovulatérios em éguas
ciclicas

A resposta ovariana aos tratamentos superovulatérios na espécie equina
sofre influéncia de diversos fatores, os quais tém sido abordados visando o
aumento das taxas ovulatérias sem diminuicdo da recuperagao embrionaria por
ovulagcdo. Os agentes utilizados na superovulagdo sao foco de inumeros
estudos demonstrando a baixa eficiéncia de certas gonadotrofinas como a
gonadotrofina coribnica equina (eCG) utilizada na prépria espécie (Allen, 1982),
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) (Squires et al., 1989), FSH suino
(FSHp) (Squires et al., 1986; Fortune & Kimmich, 1993) e FSH recombinante
humano (rhFSH) (Tharasanit et al., 2006).

O extrato de pituitaria equina (EPE) e o FSH purificado equino [(eFSH)
Bioniche Animal Health, Bogart, GA] tem se mostrado satisfatérios na
superovulagcao em éguas, tendo como base o FSH de origem equina, embora
com concentragcdes variadas de LH (Alvarenga et al., 2001; Scoggin et al.,
2002; Carmo, 2003; Niswender et al., 2003, Briant et al., 2004). O numero
médio de ovulagdo para os tratamentos utilizando EPE ou eFSH foram
respectivamente de 3,2 e 3,1 com 1,96 e 1,5 embrides recuperados por
colheita (Squires & Mc Cue PM, 2007). Embora uma grande variabilidade tanto
em numero de ovulagdes quanto embrides recuperados tem sido observada
entre os autores, limitando a consisténcia dos resultados (Alvarenga et al.,
2001; Squires et al., 2005; Raz et al., 2006; McCue et al., 2006).

O momento de inicio do tratamento relacionado a fase do ciclo estral tem
demonstrado que melhores respostas podem ser obtidas quando o tratamento
se inicia entre o dia 5 e 7 ap6s ovulagao (Woods & Ginther, 1983; Dippert et al.,

1992, Scoggin et al., 2002). Tal resposta foi atribuida ao inicio do tratamento
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antes do estabelecimento da divergéncia folicular, evitando-se a influéncia do
foliculo dominante sobre o desenvolvimento daqueles destinados a regressao
(Dippert et al., 1992).

Pierson & Ginther (1990) utilizaram estrégeno e progesterona durante 10
dias precedendo o tratamento com EPE, o qual teve inicio quando o maior
foliculo observado ap6s o término do regime com esterdides atingiu15, 20,25
ou 30mm nos respectivos grupos. Os autores obtiveram maior numero de
foliculos pré-ovulatérios quando o tratamento iniciou-se a partir da presenca de
foliculos medindo 15 ou 20mm. Ao iniciarem o tratamento aos 25mm, o
didmetro do segundo maior foliculo e numero médio de foliculos entre 21 e 25
mm foram similares ao encontrado nos grupos EPE-15mm e 20mm, embora o
numero médio de foliculos na categoria 26 a 30mm né&o tenha diferido do grupo
EPE-30mm, sendo o numero de foliculos >30mm intermediario entre os
resultados observados nos demais grupos tratados.

Os autores concluiram que o processo de selecdo foi parcial ou
completamente estabelecido em apenas algumas éguas do EPE-25, sugerindo
que a selegéo fisioldgica se estabeleceu imediatamente apés o maior foliculo
atingir 25mm e antes que este atingisse 30mm, ou seja, entre 8 a 11 dias apos
o término do regime com esterdides, ou entre 4 a 2 dias antes do maior foliculo
atingir 35mm.

Vale salientar que tais observagdes foram detectadas antes que o
momento esperado do desvio fosse caracterizado na espécie eqlina, embora
tenha demonstrado resposta inconsistente ou fraca a estimulagdo ovariana,
quando o tratamento foi iniciado com a presenca de foliculos de 25 mm ou 30
mm de didmetro, respectivamente.

A resposta ovariana na espécie bovina é otimizada quando o tratamento
superovulatério se inicia concomitantemente ao aumento nas concentragdes
endogenas de FSH antes ou durante a emergéncia da onda folicular,
precedendo a selegédo do foliculo dominante (Bo et al., 1995; Mapletoft et al.,
2002). Com base nestas observacdes, McCue et al (2006) iniciaram
tratamento com eFSH seguido por PGF,a ao redor de 8,9+2,9 dias pds
ovulagao (variagao de 5-13 dias) precedendo a selegao do foliculo dominante e
mantiveram por um periodo fixo de trés dias, sendo entdo interrompido e a

inducdo das ovulagdes foi realizada quando da detecgao de foliculos >35mm.
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Menor taxa de ovulagédo (3,8+2,6) e recuperagdo embrionaria por lavado foi
obtida quando comparado ao protocolo padrao (taxa de ovulagdo: 5,4 + 2,2),
embora superior ao controle nao tratado. O tempo fixo pré-determinado sem
levar em consideragdo o numero e diametro dos foliculos no momento da
parada do tratamento pode ter influenciado negativamente a taxa de ovulagao.
Embora a importancia da divergéncia e selegcao do futuro dominante venha
sendo considerada no estabelecimento de protocolos superovulatérios em
bovinos e equinos, a possibilidade de se resgatar foliculos destinados a
regressao parece ocorrer eventualmente, mesmo iniciando-se o tratamento na
presenga de foliculos em torno de 25 mm em éguas (Squires et al., 2006). Ao
analisar dados retrospectivos quanto a populacao folicular presente no ovario
ao inicio do tratamento, os autores ndo encontraram influéncia da presenca de
foliculo ao redor de 25mm de diametro em relagdo ao numero de foliculos pré-
ovulatorios, ovulagdes ou embrides obtidos por lavado em éguas tratadas com
eFSH.

De maneira geral os tratamentos padrdes com FSH de origem equina
consistem na utilizacdo de 12,5mg a cada 12 horas, iniciando-se o tratamento
no dia 5 a 7 pés ovulagédo, com o uso da PGF,a no mesmo dia ou dois dias
apos o inicio do tratamento continuando-se a administragdo de gonadotrofina
até que a maioria dos foliculos atinja didametro >35mm, seguido por indugao da
ovulagédo utilizando-se hCG (Scoggin et al., 2002; Niswender et al., 2003;
Squires et al., 2006; Logan et al., 2007).

McCue et al (2006) utilizaram eFSH (12,5mg, uma vez ao dia) em éguas
durante trés ciclos estrais consecutivos ou alternados e nao observaram
diferencas entre a taxa de ovulagao e recuperacdo embrionaria por colheita,
embora o numero de administracbes necessarias tenha duplicado quando os
tratamentos foram consecutivos comparados aos alternados.

O uso de extrato de pituitaria em doses mais baixas tém se mostrado
uma alternativa para a obtencdo de ovulacbes duplas e eventualmente
multiplas, proporcionando aumento na taxa de recuperagdo embrionaria por
lavado (Farinasso et al., 2005). O uso de EPE ou eFSH nas doses de 4 ou
5mg, respectivamente, uma vez ao dia, aumentou 0 numero medio de

ovulagdes com recuperagcdo de um embrido em média por lavado (Rocha Filho
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et al., 2005). Embora o percentual de éguas com mais de uma ovulagéo tenha
sido similar entre os tratamentos (36,4% para EPE e 50% para o eFSH), a taxa
de recuperagao embrionaria em fungcdo do numero de ovulagbes mostrou-se
superior para o tratamento com EPE (87,5%) quando comparado ao eFSH
(60,8%), ndo havendo diferenca entre o percentual de embrides recuperados
por lavado (127,3% e 100%, para o EPE e eFSH , respectivamente).

Levando se em consideracao a diferenca de didametro entre os foliculos
ao inicio dos tratamentos, o uso de progesterona e estradiol 173 precedendo o
tratamento superovulatério foi testado com o objetivo de se obter uma
populagdo folicular mais homogénea ao inicio do tratamento e
consequentemente uma resposta ovariana mais consistente. No entanto, o pré-
tratamento com esterdides na metade do diestro ou no inicio do estro nao
mostrou aumentar as taxas de ovulagbes (Logan et al., 2007; Raz et al., 2005).

Visando melhoria da resposta ovariana, evitando a hiperestimulacédo e
buscando reducdo no tempo de tratamento com eFSH, Welch et al (2006)
interromperam a aplicagdo de eFSH quando a maioria dos foliculos atingiu
didmetro 232 mm, seguido da indug¢do da ovulagdo no momento que a maioria
dos foliculos alcancou didametro 235 mm e obtiveram maior numero de foliculos
235 mm quando comparado a administragdo do hCG imediatamente apds a
parada do tratamento com foliculos 235 mm (4,1+0,3 vs 3,0+0,3), porém o
numero de ovulagdes foi similar (4,1+0,4 vs 3,5+0,4) e taxa de recuperagao
embrionaria numericamente superior (2,6+1,9 vs 1,941,2), indicando que o
intervalo antes da administracdo do hCG permite maturacdo adequada dos
foliculos previamente estimulados, reduzindo potencialmente o custo do
tratamento.

O intervalo entre o final do tratamento com FSH exégeno e o momento
de indugdo das ovulagbes foi definido como periodo de “coasting”, sendo
incorporado nos protocolos de superovulagao por outros autores, embora com
eventuais modificacbes quanto ao momento de parada do tratamento e de
indugdo das ovulagdes, estando este intervalo de maneira geral entre 42 e 54
horas nos diferentes estudos (McCue et al, 2006; Raz et al, 2006; Welch et al,
2006; Logan et al, 2006).
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Com relagao a recuperagao embrionaria, as pesquisas tem demonstrado
que a estimulagcido ovariana exacerbada n&o proporciona um maior numero de
embrides obtidos por colheita, apresentando em média menor taxa de
recuperacao de embrides por ovulagédo em relagdo as éguas que apresentam
menor resposta ovulatéria (Alvarenga et al., 2001; Scoggin et al., 2002; Peres
et al., 2004; Logan et al., 2006; Squires et al., 2006; Squires & McCue , 2007).
Neste contexto Carmo et al (2006) atribui este fato a dificuldade de captagdo do
oocito pelo oviduto devido a presencga de coagulos no local da fossa ovulatéria,

especialmente naqueles animais com mais que trés ovulacoes.

2.3. Aspiragao folicular e controle do ciclo estral

A aspiracdo folicular tem sido utilizada na espécie equina como
ferramenta para obtencado de odcitos (Maclellan et al., 2002), nos estudos da
fisiologia ovariana, sincronizagdo de cio e ovulagdo (Ginther et al., 2002,
2004a; Bergdfelt & Adams, 2000; Bergfelt et al., 2007).

Quanto as consequéncias da utilizacdo da aspiracdo folicular
repetidamente, Bogh et al (2003) demonstraram que multiplas sessbes de
aspiracdo em éguas poneis nao alteram a fungdo ovariana ou interferem
negativamente com a foliculogénese sendo representada pela manutencao da
capacidade de ovulacado dos foliculos dominantes e pela formagao de corpus
luteo normais.

Na espécie bovina, estudos envolvendo a aspiragcdo folicular foram
utilizados para o controle da emergéncia de nova onda folicular precedendo os
tratamentos superovulatérios, com isso objetivou-se iniciar o tratamento na
presenca de foliculos em crescimento sincrénico e responsivo as
gonadotrofinas. Entretanto, Bergfelt et al (1997) ndo encontraram diferencgas
entre o numero de foliculos pré-ovulatorios, ovulagcdes, odcitos fertilizados e
embrides transferiveis entre o grupo submetido a aspiragdo em momentos
aleatodrios do ciclo e superovulados em relagcdo ao controle, com inicio do
tratamento na metade do diestro. Baracaldo et al (2000) ao aspirar os dois
maiores foliculos com didmetro >6mm ou todos os foliculos >5mm em
momentos aleatérios do ciclo, observaram que a porcentagem de embrides

transferiveis foi similar entre os dois grupos, bem como ao grupo convencional
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tratado com progesterona e estradiol-173 para a sincronizacdo da onda
folicular precedendo a superovulagado. Maior niumero de embrides transferiveis
(4,6+ 0,9 versus 2,3 + 0,8) foi obtido com a remocgéao do foliculo dominante antes
do inicio do tratamento superovulatério quando comparado ao grupo nao
aspirado, indicando a possivel influéncia negativa do foliculo dominante sobre a
resposta superovulatoria (Kim et al., 2001).

Bergfelt et al (2007) utilizaram a aspiragao folicular para sincronizagao
das ovulagbes em éguas, comparando este método com a utilizagdo de
progesterona e estrogeno, observando resultados similares. A aspiragado de
todos os foliculos 210 mm em momentos aleatoérios do ciclo, induz o aumento
nas concentragdes plasmaticas de FSH, com desenvolvimento uniforme dos
foliculos durante a nova onda induzida e sincronizacao das ovulacdes apos a
administracdo de PGF,a e hCG (Bergfelt & Adams, 2000). Nesse estudo o
diametro maximo do foliculo ovulatério foi significativamente menor no grupo da
ablacao (40,2 +1,2 mm) em relagdo ao controle (43+0,7 mm) e a taxa de
crescimento diario tendeu ser mais rapida durante os ultimos 6 dias que
antecederam a ovulag&do nos animais submetidos a aspiragao folicular.

Nas espécies bovina e equina a aspiracao folicular leva a mudancas nas
concentragbes de esterdides e gonadotrofinas, podendo ser utilizada para o
controle da fungao ovariana como demonstrado nos estudos que descreveram
as relagdes temporais entre FSH, LH, esterdides e desenvolvimento folicular
(Hayna et al., 2006; Hinrichs et al., 1991; Duchamp et al., 1995; Watson &
Sertich 1990; Alvarenga et al., 1999; Gastal et al., 1997, 1999b).

Neste contexto o presente estudo utilizou a aspiragao folicular como
ferramenta para a indugdo de emergéncia de onda folicular, iniciando-se o
tratamento superovulatério com EPE em diferentes momentos do

desenvolvimento folicular da nova onda.
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3. HIPOTESE

O tratamento superovulatério iniciado antes ou imediatamente apds o
desvio folicular em uma onda induzida por aspiragao folicular resultaria em
resposta ovariana satisfatéria quanto ao numero de foliculos 230 mm e
ovulagcbes. Porém, com o estabelecimento da dominancia, os foliculos

destinados a atresia nao responderiam adequadamente ao tratamento.

4. OBJETIVOS

Determinar as concentragcbes plasmaticas de FSH e caracterizar o
desenvolvimento folicular em éguas ciclicas iniciando-se o tratamento com EPE
em momentos distintos em onda folicular induzida.

Avaliar a resposta ovariana ao tratamento quanto ao numero de foliculos
230 mm, numero de ovulagdes, numero de embrides e taxa de recuperacgao
embrionaria por ovulacéo;

Verificar o efeito da dominancia sobre a resposta ovariana ao tratamento
superovulatorio;

Diminuir o numero de administracdes de EPE mantendo resposta

ovariana e recuperacao embrionaria satisfatoria.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Foram utilizados 58 ciclos estrais de trinta éguas em bom estado geral
com idade entre quatro e 10 anos e ciclando regularmente, com trato
reprodutivo sem alteragdo a partir da avaliagdo por meio de ultra-sonografia
transretal e citologia uterina. As éguas foram mantidas no Posto de Monta da
Fazenda Lageado (Latitude 220° S; Longitude 480° W), Unesp - Campus de
Botucatu durante o experimento e alimentadas com feno de Cost-cross
(Cynodon dactylon) sendo suplementadas com ragdo concentrada, sal mineral
e agua a vontade.

A atividade ovariana das éguas foi monitorada por meio de palpagao
retal e ultra-sonografia diaria durante o ciclo estral antecedendo os tratamentos

para determinar o dia da ovulagéo.
5.2. Aspiracéo Folicular

No 10’ dia apds a detecgdo da ovulagdo, as eéguas foram submetidas a
aspiracao folicular, sendo o dia da aspiragado considerado como dia zero (DO).
Para isto, foram sedadas com Xilazina a 10%; 0,5 mg/kg, i.v (Sedazine® Fort-
Dodge) utilizando-se 0,2 mg/kg, i.v. de hyoscina N-butyl bromide
(Butylscopolamina® Sigma Pharma) visando obtencdo de relaxamento retal.
Todos os foliculos >8mm foram aspirados utilizando um transdutor convexo de
5 MHz de frequéncia com guia trans-vaginal contendo agulha descartavel 18G
(WTA-Ltda) a qual foi conectada a um sistema de vacuo. A aspiracgao folicular
foi realizada a partir da visualizagdo da ponta da agulha no antro folicular, por
meio de pressao negativa exercida pela bomba a vacuo (WTA-Ltda). As éguas
receberam duas doses de flunexim meglumine 1,1 mg/kg (Banamine® Shering
Plough), sendo a primeira, administrada imediatamente antes do procedimento
de aspiragcédo e a segunda, 24 horas apds, visando agao anti-inflamatéria. Nos
exames subsequentes, os foliculos aspirados que se preencheram de fluido

folicular, atingindo didmetro maior ou igual @ 13mm foram identificados por
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meio da presengca de coagulo em seu interior e submetidos a uma nova

aspiragao.
5.3. Tratamentos

ApOs a aspiragéo, as éguas foram distribuidas aleatoriamente em cinco
tratamentos de acordo com o didmetro do maior foliculo: grupo controle (sal-13)
e grupos tratados EPE-13, EPE-20, EPE-23 e EPE-26. Nas éguas dos grupos
submetidos a superovulagao, a estimulagcao ovariana foi realizada utilizando-se
12,5 mg (2 mL) de extrato de pituitaria equina (EPE) por via intra muscular a
cada 12 horas, iniciando-se no momento em que o maior foliculo da onda
induzida atingiu os respectivos diametros em cada grupo: 213mm (EPE-13),
>20mm (EPE-20), = 23mm (EPE-23) ou = 26mm (EPE-26) (Fig1).

Os animais do grupo controle (Sal-13) receberam solugao salina (0,9%)
i.m. no mesmo volume (2 mL) utilizado nos tratamentos com EPE a cada 12
horas, a partir da presenga do maior foliculo com didmetro >13mm. Todos os
animais receberam 7,5mg de PGFo, (Dinoprost-tromethamine, Lutalyse®
Pfizer)12 horas apos o inicio do tratamento (Fig 2).

A administracdo de EPE foi mantida até que a maioria dos foliculos
atingisse didmetro 232mm. No momento que a maioria dos foliculos atingiu
didmetro >35mm nos grupos tratados e pelo menos um foliculo com o mesmo
diametro foi observado no grupo controle, as ovulagbes foram induzidas
utilizando-se 2.500 Ul de gonadotrofina coribnica humana i.v. (Vetecor® Calier)
(Fig 1 e 2).

Nos casos em que a diferenga em diametro entre 0 maior e o segundo
ou terceiro maior foliculo foi <5mm e ndo tendo estes atingido 32mm, o
tratamento foi mantido por mais uma ou duas administracbes para que este
diametro fosse atingido, com excecdo dos casos onde a estabilizacdo ou
regressao do diametro deste(s) ocorresse na proxima avaliagdo, sendo entdo
interrompido o tratamento.

A primeira inseminacao artificial foi realizada dentro de 12 horas apds a
inducdo das ovulacgdes, sendo repetida a cada 24 horas até a deteccado das

ovulagbes. Para a realizacdo das inseminagdes foi utilizado sémen fresco



31

diluido com diluente a base de leite desnatado na dose inseminante de 1x10°
espermatozoides moveis obtidos de dois garanhdes previamente testados
quanto a fertilidade.

As éguas foram submetidas a colheita de embrides oito dias apds a
detecgao da primeira ovulagdo, recebendo em seguida 7,5 mg de Dinoprost-

trometamina (PGF,a), i.m. (Fig. 1 e 2).

Iniclo E.P.E 12,5 mg B0} e

Colheita de Embrifes
H?;tmm 12 horua spés, 7,5 mg) da PGF.a G ff"“ o PGF‘_‘“
| | | | 1 | 1
| | | | ] | 1
Do B EPE-13 Fel 2 13 mm Fol® 32 mm Fol 35 mm [H] Da
Ovutacio EPE-20 Fol 2 20 mm Ol aciio
EFE-23. Fal 2 23 mm
EPE-26. Fel 2 26 fn

Figura 1: Protocolo experimental das éguas tratadas com extrato de pituitaria
equina (EPE). EPE-13, EPE-20, EPE-23 e EPE-26; iniciando-se o
tratamento quando o maior foliculo atingiu diametro 213, 20, 23 e
26mm, respectivamente.

Inicio da sol. Salina 0,.9% e
Iraco Colliaita da Embrisas
de' !';: ® o | |12 hormm upds. .5 mg) de PGF,a Fln;l. ::. mal. pp— PGFa
LA
S = g = S
| L 1 | L 1 1
| | | | | | 1
Do ] Sal-13 Fol 213 mm Fol 232 mm Fol235mm DO ]
Dhulag o Owilagin

Figura 2: Protocolo experimental das éguas tratadas com solugéo salina 0,9%
(Grupo Controle) Sal-13, iniciando-se o tratamento quando o maior
foliculo atingiu diametro =213 mm.
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5.4. Colheita de sangue e ensaio hormonal

O sangue foi obtido por meio de pungédo da veia jugular em tubos
heparinizados, centrifugando a 900 xg por 5 minutos e o plasma armazenado a
-20°C até a realizagdo dos ensaios hormonais. A colheita de sangue foi
realizada a cada 12 horas, iniciando-se imediatamente antes da aspiracao
folicular, mantendo-se o0 mesmo intervalo até o inicio do tratamento, a partir de
entdo as amostras foram obtidas a cada 6 horas até o momento da inducgéo
das ovulacodes, sendo entido obtidas a cada 12 horas até ovulagdo. As colheitas
de sangue que coincidiram com o momento de tratamento foram realizadas
imediatamente antes da aplicagao do EPE ou salina.

As concentragdes plasmaticas de FSH foram determinadas pelo método
de Radioimunoensaio (RIA) no Laboratério de Endocrinologia Animal da
Faculdade de Odontologia — Curso de Medicina Veterinaria, Unesp, Aragatuba
utilizando-se duplo anticorpo adquirido do (Nogueira, 2004). As amostras foram
mensuradas em duplicata e os coeficientes de variagéo (cv) intra e inter-ensaio
foram 6,6% e 17%, respectivamente. A sensibilidade média dos ensaios foi de
0,5 ng/mL.

5.5. Acompanhamento do desenvolvimento folicular

Apods o procedimento de aspiragao folicular, as éguas foram examinadas
com intervalos regulares de 24 horas por meio da ultra-sonografia transretal,
utilizando-se um equipamento de ultra-som Pie Medical modelo 240 equipado
com transdutor linear de 6 MHz de freqUiéncia. A cada avaliagdo, os foliculos
com diametro <10mm foram contados, sendo seus didmetros estimados com
base na escala métrica no monitor do equipamento. O didmetro dos foliculos
210 mm foi mensurado obtendo-se a média dos valores referentes a largura e
altura de cada foliculo em imagem congelada. As avaliagdes ultra-sonograficas
foram mantidas uma vez ao dia até 24 horas apds a deteccéo das ovulagdes.

Na avaliacao retrospectiva dos dados foliculares foram considerados os
cinco maiores foliculos de cada avaliagdo sem levar em consideracdo a
identidade folicular, determinando-se o maior foliculo como F1, segundo,

terceiro, quarto e quinto maior como F2, F3, F4 e F5, respectivamente.
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5.6. Preparacdo do Extrato de Pituitaria (EPE)

Glandulas pituitarias foram obtidas em abatedouro eqiino e
acondicionadas a -20°C até que fossem processadas segundo a técnica
descrita por Guilou & Combarnous (1983). Apdés o descongelamento, as
pituitarias foram banhadas em &gua destilada/deionizada, trituradas em
liquidificador doméstico com solugédo de 40% de ethanol e 6% de acetato de
amoénia. A utilizagdo da solugdo de ethanol e acetato de aménia teve como
objetivo a extragdo das gonadotrofinas. A fracdo obtida pos extragao foi
precipitada e a concentragdo de ethanol aumentada para 80%, sendo em
seguida dializada, liofilizada e conservada a uma temperatura de -20°C.

Para o presente estudo, o conteudo liofilizado de todas as partidas foi
pesado em balanga analitica, misturado e diluido com solugao fisioldgica 0,9%
para atingir uma concentragdo de 6,25 mg/mL. Tal procedimento visou
obteng¢ao de uma partida unica e homogenia para todo o experimento.

A concentragado de gonadotrofinas contida do extrato de pituitaria equina
foi determinada por meio de RIA no laboratério de endocrinologia do professor
O.J. Ginther na Universidade de Wisconsin, USA. As concentracbes de FSH e
LH foram de: 3,6% (225ng/mL) e 1,0% (62,5 ng/mL); sendo representadas pela

proporcao de 3:1 de FSH e LH, respectivamente.

5.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi desenvolvido em duas estagdes reprodutivas (de
novembro a margo). As éguas usadas em cada ano foram distribuidas
aleatoriamente entre os tratamentos, num delineamento inteiramente
casualizado em medidas repetidas, com trés éguas no tratamento EPE-13 e
quatro éguas em cada um dos seguintes tratamentos: EPE-20, EPE-23, EPE-
26 e Sal-13 no primeiro ano. No segundo ano o numero de animais foi de duas
éguas nos tratamentos EPE-13, EPE-23, EPE-26, Sal-13 e trés éguas no EPE-
20.

No primeiro ano, foram utilizados de um a dois ciclos estrais/égua nos
tratamentos EPE-20 e EPE-26; e de um a trés ciclos estrais/égua nos

tratamentos EPE-13, EPE-23 e Sal-13. No segundo ano, utilizaram-se dois
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ciclos estrais/égua em todos os tratamentos. Entre os ciclos estrais tratados
estipulou-se a espera de um intervalo inter-ovulatério n&do tratado visando
eliminar o possivel efeito residual do tratamento sobre o proximo ciclo tratado.
O total de ciclos por tratamento foi: 12 ciclos no EPE-13, 11 no EPE-20, 12 no
EPE-23, 10 no EPE-26 € 13 no Sal-13.

A analise do didametro do maior foliculo (F1), numero de foliculos <10
mm e de 10 a 19 mm ao inicio do tratamento, numero de foliculos 230mm,
numero de ovulagbes, numero de embrides por colheita, porcentagem de
recuperagcao embrionaria por ovulagdo e didmetro maximo atingido pelas
classes foliculares F1, F2, F3, F4 e F5; bem como o intervalo aspiragdo ao
inicio do tratamento, duragdo do tratamento, numero de administragdes de
EPE, final do tratamento até a administracao do hCG foi efetuada por meio do
procedimento MIXED do SAS, conforme um modelo que incluiu os seguintes
efeitos fixos: tratamento e ciclo (este em medidas repetidas nas éguas); e os
efeitos aleatorios de ano, égua dentro da combinag&o de ano com tratamento e
residuo. Os dados relativos ao numero de ovulacgées e foliculos 230mm foram
analisados utilizando o modelo acima incluindo-se o numero de foliculos <10
mm, 10 a 19 mm ao inicio do tratamento como sendo co-variavel. As médias
dos tratamentos foram comparadas por meio do teste de Tukey Kramer.

A analise da variavel classe folicular (F1, F2, F3, F4, e F5) foi efetuada
por meio do procedimento MIXED do SAS, conforme um modelo que incluiu os
seguintes efeitos fixos: tratamento, ciclo (em medidas repetidas nas éguas),
tipo de foliculo (em medidas repetidas nas éguas), hora (em medidas repetidas
na combinacdo de égua com ciclo e tipo de foliculo), bem como todas as
interacdes entre tratamento, tipo de foliculo e hora, com os efeitos aleatdrios de
ano, égua dentro da combinacédo de ano com tratamento e residuo. As médias
dos tratamentos foram comparadas por meio do teste de Dunnett.

A analise da variavel FSH foi efetuada por meio do procedimento MIXED
do SAS, conforme um modelo que incluiu os seguintes efeitos fixos:
tratamento, ciclo (em medidas repetidas nas éguas), hora (em medidas
repetidas na combinagdo de égua com ciclo), bem como a interagdo entre
tratamento e hora; e os efeitos aleatorios de ano, égua dentro da combinagao
de anbo com tratamento, interagdo de ciclo com égua dentro de ano e

tratamento, bem como o residuo. As médias de ciclo foram comparadas
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mediante o teste de Tukey, as médias dos tratamentos com EPE foram
comparadas em relagao controle por meio do teste de Dunnett.

Os valores maximos, minimos e basais (média das concentracdes durante
um determinado periodo), bem como o numero de picos e suas respectivas
magnitudes acima das concentragcdes basais foram determinados durante dois
periodos distintos: a partir da aspiragao folicular até o inicio do tratamento com
EPE ou salina e do tratamento até a deteccdo das ovulagdes, por meio de
identificacdo de flutuagbes episddicas nas concentragbes de FSH (Clifton &
Stainer, 1983). Os dados foram submetidos ao teste t ndo pareado a 5% de
significAncia, comparando-se os valores médios dos animais tratados com EPE
em relagdo ao seu respectivo controle, o qual teve seu inicio de tratamento
com salina no momento em que o maior foliculo atingiu o didmetro esperado

para o respectivo grupo tratado.

6. RESULTADOS

As concentragbes de FSH apresentaram efeito de grupo, tempo, ciclo
(P<0,01) e interagao entre grupo e tempo (P<0,01). Contudo néao foi detectada
a interacéo entre ciclo e tempo (P>0,05). As concentragdes de FSH variaram
ao longo do tempo e sua mudanga dependeu do tratamento, sendo as
variacdes independentes do ciclo.

As concentragbes de FSH considerando todo periodo experimental (a
partir da aspiragéo folicular até as ovulagdes) foram mais baixas nos animais
do grupo controle do que as concentragbes observadas nos animais dos
grupos EPE-13 e EPE-20 (P<0,01), ndo diferindo (P>0,05) das concentragdes
observadas nos animais dos grupos EPE-23 e EPE-26 (Fig. 3A, 4A, 5A, 6A).

ApOs a aspiragédo folicular, as concentragbes de FSH no grupo controle
apresentaram aumento gradativo, mantendo este perfil até atingir valores
maximos (46,1+4,7g/mL) 84 horas apds a aspiragdo. A partir de entdo, houve
diminuicdo gradativa ao longo do tempo mantendo-se baixa entre 18 a
21ng/mL até o final do periodo experimental (Figuras 3A, 4A, 5A e 6GA).

As concentragdes de FSH no tratamento EPE-13 estdo representadas

pela figura 3A, sendo caracterizadas por aumento gradativo apés
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aproximadamente 48 horas da aspiracao folicular, acompanhando o perfil
observado no grupo controle. Entretanto, as concentragcbes mantiveram-se
aumentadas atingindo valores maximos (61,5+4,7ng/mL) seis horas apds o
inicio do tratamento, com pequena diminuicdo 18 horas apds a primeira
administracao de EPE, mantendo-se estavel (38,9+4,0 a 49,6+4,1ng/mL) até o
final do tratamento e sendo superior ao controle. Interrompido o tratamento
observou-se queda da concentragédo para atingir valores similares ao controle
30 horas mais tarde.

As concentragdes de FSH no tratamento EPE-20 estdo representadas
na figura 4A, demonstrando-se aumento gradativo até atingirem valores entre
44 e 50ng/mL a partir de 60 horas apds a aspiragao folicular até diminuirem
entre 120 e 156 horas, momento em que se iniciou o tratamento, retomando e
mantendo as concentragbes elevadas, ao redor de 40ng/mL durante o
tratamento, diminuindo apds o final do mesmo até atingir valores similares ao
controle 36 horas apdés a ultima aplicagéo de EPE.

No grupo EPE-23, o perfil de aumento das concentracées de FSH apos
a aspiragao folicular, com posterior diminuicdo gradativa no periodo
precedendo o inicio do tratamento com EPE foi paralelo ao perfil observado no
controle. Com o inicio do tratamento, observou-se pequena elevagao nas
concentragbes, que se mantiveram entre 33,3 e 40,7ng/mL até o final do
mesmo, sofrendo uma queda e atingindo concentragdes inferiores a 20ng/mL
no final do periodo experimental (Fig. 5A).

O perfil de FSH no tratamento EPE-26 foi caracterizado por aumento das
concentracdes até 132 horas apds a aspiracao folicular, com diminuigao até o
inicio do tratamento. Embora aparentemente, as concentragcdes nao
apresentem perfil paralelo ao controle, observa-se queda até que atinjam
valores abaixo de 30 ng/mL antes do inicio do tratamento, sobrepondo-se aos
valores observados no controle. Apds as administragbes de EPE as
concentracbes aumentaram discretamente, permanecendo entre 27,6 a 33,9
ng/mL, ndo retomando os valores observados na fase pds-ablagcdo e com
diminui¢cado apos o final do tratamento.

Os valores maximo, minimo e basais médios das concentracbes de
FSH, bem como numero e amplitude das flutuagdes deste horménio durante o

periodo correspondente a aspiracao folicular até o inicio dos tratamentos (EPE
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ou salina) foram similares entre os grupos tratados e controle, com exce¢ao do
valor maximo para o EPE13 e minimo para o EPE26, que foram superiores ao
controle (Tab. 1).

As concentracbes de FSH a partir do inicio dos tratamentos até a
ovulagao foram caracterizadas por valores maximo, minimo e basal superiores
nos grupos tratados com EPE em relagdo ao controle (Tab. 2). Neste periodo o
numero de picos foi superior nos grupos EPE-20 e EPE-23 com relagdo ao
controle, sendo a magnitude de tais flutuagdes similar entre os animais tratados
e controle, com excec¢ao da superioridade no primeiro aumento observado no
EPE-23 em relagao ao controle (Tab. 2).

O desenvolvimento dos foliculos F1, F2 e F3 estdo representados nas
figuras 3B, 4B, 5B e 6B e dos F4 e F5 nas figuras 3C, 4C, 5C e 6C.

O didmetro médio do foliculo F1 variou entre os diferentes tratamentos
(P<0,01) ao longo do tempo (P<0,0001), sendo caracterizado por interagao
entre grupo e tempo (P<0,01), onde a variagado do diametro ao longo do tempo
foi dependente do grupo, ndo sendo observado efeito de ciclo (P>0,05).

No tratamento EPE-13, o perfil de crescimento do foliculo F1 foi similar
(P>0,05) ao controle durante o experimento (Fig.3B). No EPE-20 essa
categoria folicular apresentou didmetro inferior ao controle (P<0,01), porém
mantendo o mesmo perfil de desenvolvimento (Fig. 4B).

Os didmetros médios do foliculo F1 para os tratamentos EPE-23 e EPE-
26 foram similares (P>0,05) ao controle (Figs. 5B e 6B).

Nas demais categorias (F2, F3, F4 e F5) os diametros variaram ao longo
do tempo (P<0,01), ndo apresentando efeito de grupo (P>0,05) ou ciclo
(P>0,05).

Observou-se interagao grupo e tempo para o foliculo F2, sendo que as
variagbes no diametro folicular ao longo do tempo dependeram do grupo
(P<0,01).

Embora esta classe folicular ndo tenha apresentado diferenca
significativa entre os tratamentos e o controle, o perfil do foliculo F2 observado
no EPE-13, EPE-20 e EPE-23 caracterizaram-se por crescimento continuo
sendo semelhante ao foliculo F1, porém com didmetro inferior (Figs. 3B, 4B, 5B
e 6B). Este comportamento diferiu do foliculo F2 do controle, o qual se

caracterizou pela manutengdo, seguido de redugao do diametro a partir do dia
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oito pds-aspiracao folicular. No EPE-26, o foliculo F2 parece retomar seu
crescimento apos o inicio do tratamento, embora o perfil ndo se aproxime do
foliculo F1, como observado nos demais tratamentos. (Fig. 6B).

O foliculo F3 apresentou forte tendéncia a interagéo entre grupo e tempo
(P= 0,074) apresentando variagdes dependentes do grupo ao longo do tempo
(Figs. 3B, 4B, 5B e 6B).

Os perfis dos foliculos F3 nos animais dos tratamentos EPE-13 e EPE-
20 foram caracterizados por padrao de crescimento continuo, embora com
mensuragodes inferiores em relagao aos foliculos F2 e F3 dos animais do grupo
controle até aproximadamente o terco final do periodo de tratamento, quando
demonstram certo crescimento se mantendo ao redor dos 16 a 19 mm (Figs.
3B e 4B).

Nos tratamentos EPE-23mm e EPE-26, os foliculos F3 foram
caracterizados por discreto desenvolvimento, ndo ultrapassando 18 mm em
média (Figs 5B e 6B).

Os foliculos F4 e F5 apresentaram efeito de tempo (P<0,01), porém né&o
foi observado efeito de grupo, ciclo ou interagdes entre grupo e tempo
(P>0,05), variando ao longo do tempo independentemente do grupo (Figs. 3C,
4C, 5C e 6C). De maneira geral, os perfis de crescimento destes foliculos
foram caracterizados por variacbes muito discretas e similares ao controle,
porém com diametro ligeiramente maior no EPE-20 no final do periodo
experimental.

O diédmetro médio do maior foliculo ao inicio dos tratamentos esta
representado na tabela 3. O numero de foliculos nas categorias <10 e 10 -
19mm no inicio do tratamento para os grupos sal-13, EPE-13, EPE-20, EPE-23
e EPE-26 foram respectivamente 8,2+1,1 e 2,5+0,5; 7,4+1,0 e 2,1+0,4; 3,8+1,0
e 3,410,8; 4,410 e 2,81,0,4; 5,2+1,4 e 2,84£0,7, ndo havendo diferenca
significativa entre os grupos. Para a categoria 20 a 25mm o numero médio de
foliculos foi 1,4+0,2 para o EPE-20; 1,6+0,2 para o EPE-23 e 0,4+0,2 para o
EPE-26 e finalmente a categoria folicular >25mm, observada somente no grupo
EPE-26 foi 1,1£0,1 foliculo.

O didmetro maximo atingido pelo foliculo F1 nos diferentes tratamentos

nao apresentou efeito de grupo ou ciclo. Entretanto observou-se efeito de



39

grupo, sem efeito de ciclo sobre o didametro maximo do foliculo F2. Quanto aos
foliculos F3, F4 e F5, o maior didametro foi similar ao controle (Tab. 3).

O numero de foliculos >30mm, numero de ovulagdes, numero de
embrides e porcentagem de embrides recuperados por ovulagdo estédo
representadas na tabela 4. Observou-se efeito de grupo para o numero médio
de foliculos >30mm (P<0,05); sendo este numero mais alto nos tratamentos
EPE-20 e EPE-23 quando comparados ao controle. O numero de ovulacdes
variou entre os grupos tratados e controle (P<0,05), sendo superior no EPE-20
e EPE-23 em relagdo ao controle e similares aos demais. Nao houve diferencga
entre os tratamentos e o controle quanto ao numero médio de embrides
recuperados por lavado ou a porcentagem de recuperagdo embrionaria por
ovulagao.

A porcentagem de ovulagdes simples, duplas, triplas e quadruplas nos
grupos tratados com EPE-13 foram respectivamente: 50%, 42%, 8% e 0%; no
EPE-20: 36%, 46%, 9% e 9%; EPE-23: 25%, 50%, 25% e 0% e no EPE-26:
60% , 40%, 0% e 0%. No controle observou-se apenas uma ovulagao dupla
(8%) com 92% de ovulagéo simples. A porcentagem de foliculos que se
desenvolveram até didmetros >30mm, embora ndo tenham culminado em
ovulagao, foi de 9% (2/21) para o tratamento EPE-13 e 5% (1/21) para o EPE-
20. Nos tratamentos EPE-23, EPE-26 e no controle, todos os foliculos que
atingiram >30mm de didmetro ovularam.

A tabela 5 representa os intervalos entre a aspiracéo folicular e o inicio
dos tratamentos, duracdo dos tratamentos, bem como o numero de
administragdes de EPE ou Salina e o intervalo entre o final dos tratamentos e a
indugao das ovulagdes. O intervalo médio em dias entre a aspiragéo folicular e
o inicio do tratamento com EPE ou salina variou nos diferentes grupos (P<0,01)
e ciclos (P<0,05), sendo mais longo no EPE-23 e EPE-26 quando comparados
ao controle e ao EPE-13 e similar ao EPE-20, o qual apresentou intervalo mais
longo que o controle (P<0,05).

A duracdo do tratamento, bem como o numero de administragcdes de
EPE ou salina variaram nos diferentes grupos (P<0,01) sendo mais curta e com
menor numero de administracbes nos grupos EPE-23 e EPE-26 em relagao

aos demais tratamentos (Tab. 5).
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O intervalo entre o final do tratamento com EPE ou Salina até o
momento de administragdo do hCG variou nos diferentes grupos (P<0,01),
sendo menor no EPE-13 (P<0,01) e EPE-26 (P<0,05) em relagdo ao controle

e aos demais grupos (Tab. 5).
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Tabela 1: Valores maximos, minimos, médios basais (MédiatEPM) e flutuagdes
das concentracdes de FSH (ng/mL) a partir da aspiracao folicular até o
inicio do tratamento com EPE ou salina em éguas ciclicas.

Valor Amplitude dos aumentos
Frequéncia
GRUPO  Maximo  Minimo Médio dost Primeiro Segundo Terceiro Quarto
) ) Basal aumentos
") (n) (n) (n) (n) (n)
EPE-13 57,5+3,4° 25,8+3,0 40,2422 1,420, 1 12,5227 AT,442,2 -vvveeeees v
(12) (12) (12) (12) (12) (7)

Sal-13 47,2i3,0b 25,5+2,3 35,7+2,7 1,4+0,2 9,9+2,0 14,0+3,0
(Fol.213) (13) (13) (13) (13) (11) © T

EPE-20 55,9+1,9 25,7129 40,2+2.6 1,6+0,2 12,1+26 15,2+2,7 52+1,3 ...

(11) (11) (11) (11) (11) (6) (2)

Sal-13 53,6+0,8 22,1+0,7 34,9+0,6 1,8+0,1 14,9+0,4 11,8+0,5 12,9451
(Fol.220) (13) (13) (13) (13) (13) (7) () R
EPE-23 54,2422 21,2+1,1 35,0+1,6 2,5+0,2 10,8+1,9 14,4+2,2 13,9+2,2 15,07

(12) (12) (12) (12) (12) (11) (6) (1)

Sal-13 53,6+3,9 20,3+1,7 33,2+2,3 2,240,2 13,1+1,6 14,7+2,2 10,7+3,2
(Fol.223) (13) (13) (13) (13) (13) (10) ®G)
EPE-26 56,1+1,7 21,1+1,4° 36,2+3,0 2,8+0,2 14,2+15 11,9+1,3 15,9+1,2 9,443 .4

(10) (10) (10) (10) (10) (10) () (2)

Sal-13 53,6£3,0 16,5i'],4b 29,9+1,6 2,8+0,2 15,6+2,1 15,5+2,1 11,9+2,5 7,047

(Fol.226) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (9) (1)

Valores na mesma coluna com letras diferentes, diferem do respectivo controle P<0,05.
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Tabela 2: Valores maximos, minimos, médios basais (MédiatEPM) e flutuagcbes das
concentragcdes de FSH (ng/mL) a partir do tratamento com EPE ou salina
até a detecgéo das ovulagdes em éguas ciclicas.

GRUPO Valor Frequéncia Amplitude dos aumentos

Maximo Minimo Médio dos

(n) (n) Basal aumentos Primeira Segunda Terceira Quarta

(n) (n) (n) (n) (n) (n)

EPE 13  64,6%4,6% 24,8422%  455+2 1% 2,2+0,4 18,3+3,3 15,8#3,0 8,3+1,8 6,5+3,0

(12) (12) (12) (12) (11) (8) (5) 2)
Salinald 471430  145:13°  26,3+1,6° 16+0,2 19,6424 10,8+2,4 6,6
(Fol.213) (13) (13) (13) (13) (12) (8) (1)
EPE20 562437 252425 383+26% 2,09+02%" 13,7#2,2 13,2428 13,1%7,2

(11) (11) (11) (11) (11) (10) 2)
Salina13 32,4+2,7°  153+1,2° 22,3+1,5° 1,4+0,2° 8,9+3,0 4,715
(Fol.>20) (13) (13) (13) (8) (8) (3)
EPE 23 44,2+32" 20,5+21% 325425  1,7+0,19% 10,9+1,6* 7,118

(12) (12) (12) (12) (12) 9)
Salina13  288+22° 151+14° 214+14° 1,1%0,1° 5,8+0,9° 6,8
(Fol.>23) (13) (13) (13) (10) (10) (1)
EPE26 37,7+1,3% 19,2+¢1,9°  26,6%+1,3* 1,8+0,1 75+11 71+13

(10) (10) (10) (10) 9) (8)
Salinal®  212:1,5°  13,8:09° 17,8#1,1° 15803 44414 32412
(Fol226)  (12) (12) (12) (4) 4) 2)

Valores na mesma coluna com letras diferentes diferem do respectivo controle
*P<0,05, *P<0,01.
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Figura 3: Concentragdes plasmaticas de FSH (A) e perfis de desenvolvimento
folicular (B e C) em éguas ciclicas submetidas a aspiragéo folicular
precedendo o tratamento com EPE (12,5mg, duas vezes ao dia) ou
salina iniciado na presenga de foliculos =213mm e em éguas
controle. Média+ EPM.
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Figura 4: Concentragdes plasmaticas de FSH (A) e perfis de desenvolvimento
folicular (B e C) em éguas ciclicas submetidas a aspiragao folicular
precedendo o tratamento com EPE (12,5mg, duas vezes ao dia) ou
salina iniciado na presenga de foliculos 220mm e em éguas
controle.
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folicular (B e C) em éguas ciclicas submetidas a aspiracao folicular
precedendo o tratamento com EPE (12,5mg, duas vezes ao dia) ou
salina iniciado na presenga de foliculos 223mm e em éguas
controle.
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folicular (B e C) em éguas ciclicas submetidas a aspirag&o folicular
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salina iniciado na presenga de foliculos =226mm e em éguas
controle.
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Tabela 3: Didametro atingido pelo maior foliculo (Média + EPM) imediatamente

antes do inicio do tratamento com EPE ou salina e didmetro maximo

atingido pelos cinco maiores foliculos (F1, F2, F3, F4 e F5) antes da

deteccao das ovulacdes.

Grupo Sal-13 EPE-13 EPE-20 EPE-23 EPE-26
N° de ciclos
_ 13 12 11 12 10
estrais
Diametro do maior  14,3+0,4%*  14,1+0,4®  21,0£0,4°*  234+04°  26,8+0,4%
foliculo (mm
(Variag‘éo) ) (13-16) (14-15) (20-22) (21-25) (26-28)
3 F1  37,7+0,7 38,240,8 37,940,9 38,5+0,8 38,3+0,9
Diametro
MAXimo F2 20,8+3,0° 29,3+3,1®®  30,4#3,5°  32,5¢3,3™  256+3,6%
atingido F3  16,5¢2,0 18,7+2,1 21,3425 20,2422 17,3+2,5
(mm) gy
14,3+1,8 14,6+1,8 16,9+2,1 13,5¢1,9 14,5421
FS  12,8+14 11,0¢1,5 12,9+1,6 11,3+1,5 11,6417

Letras diferentes na mesma linha diferem (P<0,05), * P<0,01
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Tabela 4. Resposta ovariana e recuperacdo embrionaria em éguas ciclicas

da aspiragéo folicular (Média £ EPM).

tratadas com extrato de pituitaria equina (EPE) ou salina precedida

G N° de ciclos N° de N° de N° de (%)
rupo . . ~ e g4
estrais foliculos ovulacdes embrides/ embrides/
230 mm colheita ovulacéo
Sal-13 13 1,08+0,20°  1,07+0,19°  0,72%0,21° 61,3
EPE-13 12 1,75+#0,20®°  1,57+0,20®°  0,95+0,22° 60,0°
EPE-20 11 1,9120,23°  1,91+0,23%  1,41+0,25° 73,0°
EPE-23 12 1,83+0,21° 1,99+0,21° 1,04+0,23° 52,6°
EPE-26 10 1,40+0,24%°  1,39+0,24®°  0,85+0,26° 54,28

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05), *(P<0,01).
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Tabela 5: Intervalos durante o periodo da aspiracao folicular a indugao das
ovulagdes e numero de administracées de EPE ou salina (Média

EPM) em éguas ciclicas.

Grupo N°de Numero de Final do

. Aspiracdo  Duracdo do L ~ .
ciclos tratamento  tratamento administracbes Tratamento até

estrais (Dias) (Dias) de Salou EPE 0 hCG (horas)
Sal-13 13 3,64+0,41°  555+0,34°  11,10+0,68° 37,08+3,29°
EPE-13 12 4,94+0,42° 5,18+0,35°  10,35+0,70° 22,42+3,49°
EPE-20 11 6,2520,48%  3,75+0,39°  7,49+0,79° 30,08+3,83"
EPE-23 12 7,55+0,44°  2,36+0,36°  4,72+0,72° 30,1943,52°
EPE-26 10 7,0240,50°  2,40+0,41°  4,80+0,82° 23,23+4,12°

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05).
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7. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram aumento inicial nas
concentragbes de FSH em média 68 horas (54 a 72 horas) apds a aspiragao
folicular em todas as éguas, sendo acompanhado pela deteccdo de um grupo
de foliculos entre 6 e 10mm, os quais caracterizaram a emergéncia da nova
onda folicular induzida (Fig 3A e B, 4A e B, 5A e B, 6A e B).

Concentragdes de FSH similares foram observadas por Bergfelt &
Adams (2000) quando da indugcédo da onda por aspiragdo folicular em
momentos aleatérios do ciclo estral, indicando que a remocéao dos fatores intra-
foliculares supressores da secregao desta gonadotrofina, permitem sua
liberagdo com aumento sérico gradativo, estimulando a emergéncia de nova
onda.

Em éguas com onda folicular espontanea o aumento de FSH observado
por Bergfelt & Ginther (1993) foi relacionado a emergéncia de onda detectada
no 11° dia apés a ovulacdo, as quais apresentaram perfil similar aos
observados em éguas com onda induzida.

A concentracdo maxima detectada em média, 84 horas (60 a 108 horas)
apos a aspiragao diminuiu gradativamente até a ovulagdo nas éguas do grupo
controle (Figs. 3A, 4A, 5A e 6A), sendo compativel aos dados de Bergflet &
Adams, (2000) que observaram valores maximos no 4° dia, seguido pela
diminuicao oito dias apds a aspiragao folicular.

Conforme observado por Gastal et al (1997), tal diminui¢do iniciou-se
quando o maior foliculo da onda induzida por aspiragdo atingiu 13mm e
permaneceu durante o crescimento do foliculo dominante apés o desvio, perfil
similar foi detectado nos animais controle deste experimento. Tal supressao
nas concentracdes de FSH foi atribuida a capacidade de producéo e secrecao
de inibina pelos foliculos >13mm até o momento esperado do desvio e pelo
foliculo dominante apos o desvio (Donadeu & Ginther, 2001).

A similaridade observada com relagdo as variaveis: valor maximo,
minimo, médio basal e frequéncia das flutuacdes entre os animais tratados e
controles a partir da aspiragao até o inicio do tratamento era esperada, uma
vez que estes animais foram submetidos ao mesmo procedimento no periodo

que antecedeu o inicio dos tratamentos. No entanto, a exce¢do marcada pela
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superioridade do valor maximo observado nas concentracbées médias de FSH
no EPE-13 com relagdo ao controle (Tab 1) deve ter sido influenciada pela
variagdo individual, resultando em concentracbes elevadas (84,59 ng/ml e
71,75 ng/ml) em duas éguas deste grupo, 60 horas apds a aspiragao.

Quanto a superioridade do valor minimo observado no EPE-26 em
relagdo ao controle na fase mencionada acima, pode ter sido consequéncia da
queda mais acentuada do FSH por influéncia do foliculo dominante nos animais
do grupo controle em relagao aos animais do EPE-26.

A partir do inicio dos tratamentos até a ovulacdo, os valores maximo,
minimo e médio basal de FSH, superiores nos animais tratados com EPE em
relacdo ao controle foram atribuidos ao fornecimento do FSH exdgeno. Nos
grupo EPE-20 e 23, as diferengas com relacdo ao controle foram também
detectadas quanto ao numero de flutuagbes presentes nestes grupos,
enquanto o controle foi caracterizado por diminuicdo progressiva das
concentragdes ao longo do tempo, sem flutuagdes significantes na maioria dos
animais. A elevacdo e manutencdo da concentragdo do FSH superior ao
controle apds o inicio dos tratamentos esta relacionada ao efeito cumulativo do
FSH exdgeno, pois segundo Briant et al (2004), o tempo de permanéncia da
molécula de FSH circulante apods a injegao de EPE na égua varia de 5,5 a 10,8
horas e é dependente da dose utilizada.

A elevacao detectada apds o inicio do tratamento nos animais dos
grupos EPE-13 e EPE-20 foi atribuida ao fornecimento de FSH exdgeno e a
leve diminuicdo mesmo durante o tratamento; observada nesses grupos (Fig.
3A e 4A). A mensuragdo do referido horménio corresponde a somatéria da
concentragao exégena e enddgena, a qual segue perfil de queda por influencia
do foliculo dominante como pode ser observado no controle. Este fato pode ter
contribuido para a redugdo observada, porém as concentragbées mantiveram-se
superiores nestes grupos em relagéo ao controle.

As causas que levaram a redugao progressiva observada pré-tratamento
nos grupos EPE-23 e EPE-26 foram similares as mesmas ja descritas para o
controle. Uma vez iniciado o tratamento, foi observado aumento das
concentragdes de FSH em ambos os grupos, sem que fosse detectada redugéo

durante o tratamento. A auséncia de diminuigdo no perfil de FSH ao longo do
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tratamento nestes grupos (Figs 5A e 6A) pode ser atribuida as baixas
concentragdes endogenas ja presentes no inicio do tratamento.

Em todos os grupos a concentragdo de FSH, observada pés-tratamento,
levou aproximadamente 36 horas para atingir concentragdes basais. A despeito
do tempo de permanéncia da molécula na circulacdo, conforme citado por
Briant et al (2004), foi necessario maior tempo para atingir concentragdes
endogenas semelhantes ao controle neste estudo.

Independente do perfil endégeno de FSH observado antes do inicio da
administragdo de EPE, o numero de foliculos >30mm e ovulagbes nao diferiram
entre os grupos tratados. No entanto, quando o tratamento iniciou-se no
momento ou imediatamente apds o desvio esperado, a resposta ovariana foi
superior ao controle, demonstrando que o FSH exdgeno estimulou o
desenvolvimento de foliculos destinados a regressao resultando em multiplas
ovulacbes. A retomada do desenvolvimento por foliculos destinados a
regressao foi demonstrada experimentalmente através da remocgédo do maior
foliculo no momento esperado do desvio, observando-se o crescimento do
foliculo F2 que assume a dominéncia chegando a ovulagdo (Ginther et al.,
2002; Gastal et al., 1999b).

Quando se iniciou o tratamento depois de estabelecida dominancia, em
40% dos ciclos estrais foi detectada dupla ovulagao, refletindo na resposta
ovariana menos expressiva que os demais tratamentos, sendo similares ao
controle. Dentre as éguas que apresentaram dupla ovulagéo, dois ciclos foram
provenientes da mesma égua e em ambos, os foliculos F2 responderam ao
hCG com diametros de 28 e 29 mm, indicando que a estimulagcdo com EPE
pode ter favorecido a resposta, apesar do pequeno didmetro destes foliculos.
Outro animal apresentou apenas 3 mm de diferenca entre os foliculos F1 e F2
no momento em que se iniciou o tratamento resultando em dupla ovulacédo. O
resgate do F2 pelo tratamento foi atribuido a pequena diferenga em didmetro
entre F1 e F2.

Estes resultados indicam que o fornecimento de FSH exdgeno depois de
estabelecida a dominadncia nao foi capaz de estimular satisfatoriamente o
desenvolvimento dos subordinados. Fato que deve ser levado em consideragao

para se iniciar um tratamento superovulatério em éguas.
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Avaliando-se a populacéo folicular ao inicio dos tratamentos no presente
estudo, observou-se um coeficiente de regressao negativo para o numero de
foliculos <10mm com relagdo ao numero meédio de foliculos >30mm e
ovulagdes no final do tratamento demonstrando uma relagdo inversa entre a
presenca de foliculos dentro desta categoria folicular e a resposta ovariana. Tal
observacao pode ser atribuida a condi¢ao de regressao dos foliculos menores
nos diferentes momentos em que se iniciou o tratamento. Vale salientar que o
numero de foliculos <10mm foi similar entre os grupos, sugerindo ndo ser
apenas a quantidade de foliculos responsavel pela resposta, mas também
aspectos relacionados a diferenga de diametro entre foliculos desta categoria e
o maior foliculo presente ao inicio do tratamento, bem como os efeitos sofridos
por estes foliculos menores mediante o estabelecimento da dominancia. Neste
mesmo contexto, a relacdo entre a populagdo de foliculos na categoria 10-
19mm e a resposta ovariana, foi representada por uma influencia positiva no
namero de foliculos >30mm (p<0,05) e tendéncia quanto ao numero de
ovulagdes observadas (p=0,07).

O numero de foliculos de 10-19mm foi similar entre os grupos, tal
populacdo parece apresentar uma diferenca menor em didmetro com relacao
ao didmetro do maior foliculo no inicio do tratamento, principalmente quando
este iniciou -se ao redor do desvio, sendo esta diferenga mais exacerbada com
relacdo ao maior foliculo no EPE-26. A homogeneidade quanto ao didmetro
presente entre os foliculos submetidos ao estimulo iniciado ao redor do desvio,
pode ter favorecido o resultado de 64% e 75% de ciclos com multiplas
ovulagcdes no EPE-20 e EPE-23, respectivamente. Vale salientar que muitos
destes foliculos ao inicio dos tratamentos poderiam estar em desenvolvimento,
especialmente ao redor ou anterior ao desvio.

A populacao folicular ao inicio do tratamento tem sido apontada como
fator importante para o critério de selegdo das éguas doadoras com maior
probabilidade de responderem satisfatoriamente ao tratamento superovulatorio.
Squires et al (2006) encontram maior numero de foliculos entre 11-15 e 16-20
ao inicio do tratamento nas éguas consideradas boas doadoras no que diz
respeito ao numero médio de embrides coletados quando comparadas as mas
doadoras. Isto indica que os foliculos destas categorias possivelmente

responderam ao tratamento, e estando em maior quantidade levaram a
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otimizagdo da resposta superovulatoria, estes dados corroboram com os
resultados deste estudo.

O numero de foliculos >30mm (1,91+ 0,23) e de ovulagdes (1,99 + 0,21)
encontrados no presente trabalho foram de maneira geral, inferiores aos
descritos em estudos que utilizaram a mesma dose de EPE, onde o numero
médio de ovulagao variou de 2,9 a 3,6 (Scoggin et al, 2002; Machado et al
2004; Squires & Mc Cue P, 2007 ; Gomes; 2007).

Utilizando-se a mesma dose de eFSH (12,5mg duas vezes ao dia) com a
interrupcdo do tratamento quando pelo menos a metade dos foliculos
apresentaram 32mm de didmetro até a inducdo das ovulacbes com hCG,
Welch et al (2006) obtiveram numero de foliculos >35mm (4,7 = 1,9) e numero
de ovulagdes (4,6 + 2,1) superiores aos obtidos no presente estudo. Esta baixa
resposta ao tratamento com EPE pode estar relacionada ao procedimento de
aspiragao precedendo o tratamento.

Gastal et al (1997) obtiveram redugéo da populagao folicular em 50% ao
utilizar a aspiracédo de todos os foliculos >65mm no D10 pés-ovulagéo, com
relagdo ao controle ndo aspirado. A influéncia deste procedimento na limitagcao
da populagdo de foliculos a serem posteriormente estimulados nao foi
determinada.

Nao foi encontrado na literatura relatos de estudos utilizando a aspiragao
de todos os foliculos 28mm, precedendo o uso da superovulagdo em éguas,
nao sendo possivel contrastar com o presente estudo, no que diz respeito a
influéncia do procedimento na resposta superovulatoria.

A supressdo da atividade ovariana utilizando-se esterdides
(progesterona + estradiol 17) antes do tratamento com eFSH, ndo se mostrou
efetiva em aumentar as taxas de ovulagdo nas éguas (1,6 =+ 0,8) quando
comparadas a éguas sem prévio tratamento com esteroides (2,5 + 1,5) (Raz et
al., 2005).

Recentemente, Logan et al (2007) encontraram menor numero de
foliculos pré-ovulatérios e taxa de ovulagdo para éguas recebendo o mesmo
pré-tratamento durante o estro (3,4+0,7 e 3,3%+0,7) ou diestro (2,5+0,7 e
2,5+0,6) do que em éguas submetidas a um tratamento padrdo (6,1+0,5 e

5,5+0,4), ndo levando melhoria da resposta ao eFSH. A utilizagdo da indugéo



55

de uma nova onda folicular através de métodos fisicos como a aspiragcao
folicular ou pelo uso de terapias hormonais a base de esterdides, ndo parece
aumentar a resposta ovariana a superovulacdo com base nos resultados
descritos na literatura e encontrados no presente estudo.

O numero médio de embrides recuperados e a porcentagem de
recuperagao embrionaria por ovulagdo nao diferiram entre os tratamentos e o
controle. A taxa de recuperacao variou entre 52 e 73% sendo compativel aos
67,6% descrita por estudos utilizando a mesma dosagem de EPE (Scoggin et
al., 2002). No tratamento EPE-20, embora o numero de embrides recuperados
por égua nao tenha diferido do controle, obteve-se em média 1,4 embrides por
coleta versus 0,7 do controle resultando na obtencdo do dobro de embrides,
este numero foi compativel a média de 1,5 embrides por colheita obtidos por
Squires et al, (2006) em éguas consideradas como boas doadoras. Segundo
estes autores, a boa doadora é aquela que além de originar a meédia de
embrides citados acima, apresenta maior numero de foliculos >35mm e numero
de ovulagdes ao final do tratamento quando comparadas aquelas com resposta
insatisfatéria. Salienta-se que neste estudo as melhores respostas em relacao
ao numero de foliculos maiores que 30 mm, ovulagcdes e embrides
recuperados, foram nos grupos em que se iniciou o tratamento quando o maior
foliculo da onda induzida atingiu didmetro 220 ou 223mm, indicando boa
resposta ao iniciar-se o tratamento antes de estabelecida a dominancia
folicular, sendo comparaveis aos resultados obtidos em éguas consideradas
como boas doadoras.

Em 23% das éguas tratadas n&o se obteve embrides no momento da
coleta, esta proporcao apresenta concordancia com os dados de Squires et al,
(2006) que nao obteve embrides em 25% das éguas tratadas com eFSH. O
autor atribui a alta porcentagem de coletas negativas, bem como o elevado
numero de embrides obtidos em determinados animais a grande variabilidade
individual.

O intervalo entre a aspiracao folicular e o inicio do tratamento variou nos
diferentes grupos de acordo com o tempo necessario para que o maior foliculo
da onda induzida atingisse o didametro correspondente ao inicio do tratamento.
A similaridade deste intervalo observada entre o EPE-23 e o EPE-26 pode ter

sido influenciada pela variabilidade individual entre as éguas quanto ao tempo



56

necessario para a ocorréncia da emergéncia da nova onda, bem como para o
maior foliculo atingir o diametro previamente estipulado para esses grupos.

A duragdo dos tratamentos convencionais utilizando-se duas doses
diarias de 12,5mg de EPE ou eFSH, com inicio do tratamento no dia 5 ou 7
apo6s ovulacao e mantendo até que a maioria dos foliculos 35mm, encontra-se
ao redor de 8 dias (Scoggin et al., 2002; McCue et al., 2006) maior que o obtido
neste trabalho.

A duracdo média de tratamento e conseqlentemente o numero de
administragdes do extrato para os grupos EPE-23 e EPE-26 foi mais curta que
nos demais grupos, nao diferindo entre si. As poucas horas mais longas de
tratamento e o pequeno numero de administragcdes a mais realizada nas éguas
do grupo EPE-26 em relagdo ao EPE-23, ocorreu possivelmente, devido ao
aguardo para que foliculos adicionais com diferenga menor que 5Smm do maior
foliculo atingisse 32mm (Tab.5). A diminuicdo do periodo de tratamento e
numero de administragdes do extrato observado nos grupos EPE-23 e EPE-26
em relacdo aos demais grupos atende o aspecto pratico e econdémico da
superovulagao, especialmente no EPE-23, pois neste grupo observou-se
numero de ovulagbes mais expressivo, porém nao refletiu na maior taxa de
recuperacdo embrionaria (Tab. 4 e 5). Neste contexto, outros fatores de
interferéncia no indice de recuperagao embrionaria devem ser considerados.

As melhores respostas ovarianas observadas quando o tratamento teve
inicio no momento em que o maior foliculo atingiu didametro 220mm ou =223mm,
demonstram a capacidade dos foliculos destinados a entrar em processo de
atresia apos a divergéncia, serem responsivos aos FSH exdégeno contido no
extrato, quando este foi administrado a partir do momento ou imediatamente
apos a divergéncia folicular esperada. Tal estratégia possibilita redugdo no
periodo de tratamento, mantendo resposta ovulatoria satisfatéria e
consequentemente reducao de custo.

O intervalo entre o final do tratamento até a administracdo do hCG
variou de 22 a 30 horas nos grupos tratados, sendo menores que os intervalos
de 42 a 54 horas encontrados por Welch et al (2006) quando utilizou 12,5 ou
25mg de eFSH interrompendo o tratamento no momento em que a metade dos
foliculos atingiram diametro >32mm e a indugdo da ovulagdo realizada na

presenca de foliculos >35mm. Esta diferenca pode estar relacionada a
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concentracdo de LH presente no EPE, pois os foliculos em crescimento
dependem do LH a partir do desvio para maturacéo final e ovulagao (Gastal et
al, 2000). A hipdtese sugerida necessita ser confirmada uma vez que o uso de

“coasting” ao final do tratamento com EPE n&o é descrito na literatura.

8. CONCLUSOES

O tratamento com EPE antes, durante ou apds o desvio folicular
esperado em onda induzida pela aspiragcao foi capaz de elevar e manter a
concentracao de FSH durante o tratamento.

O tratamento aumentou o numero medio de foliculos =230mm e de
ovulagdes quando iniciado na presencga de foliculos com didmetro médio entre
20 e 23mm em relagao ao controle, embora nao tenha influenciado na taxa de
recuperagao embrionaria. No entanto, quando iniciado a partir da detec¢éo do
maior foliculo atingindo 20mm, resultou no dobro de embrides recuperados por
colheita com relacdo ao controle, demonstrando numericamente o beneficio
deste tratamento.

Quando se inicia a superovulagdo com foliculos atingindo em média
entre 20 a 23mm de didmetro em onda induzida por aspiragao folicular reduz-
se o tempo de tratamento e consequentemente o numero de administracdes do

hormdnio mantendo-se resposta ovariana satisfatoria.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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