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RESUMO

ITHO, MARIO FREITAS, M. SC., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. FEVEREIRO de 2010. USO DE BAIXAS DOSES DE EXTRATO DE
PITUITARIA EQUINA E HQRM()NIO DE CRESCIMENTO (SOMATOTROFINA) NA
INDUCAO DO ESTRO EM EGUAS EM ANESTRO.

Orientador: Prof. José Frederico Straggiotti Silva.

Este experimento foi conduzido com o objetivo de induzir o estro e a ovulagao
em éguas doadoras de embrides da raga Mangalarga Marchador que encontravam-
se em anestro durante o periodo de estacao de monta, com o uso de baixas doses
de extrato de pituitaria eqliina e hormébnio de crescimento. Foram submetidos aos
protocolos, 12 animais, dos quais 6 foram utilizados 2 vezes, totalizando 18
tratamentos. Estes animais foram inicialmente tratados como grupo controle, isto é,
receberam 2 doses de PGF2a e soro fisiologico durante oito dias consecutivos.
Apoés este procedimento com a confirmagdo da manutencao do estado de anestro,
esses mesmos animais foram submetidos ao protocolo de tratamento. O tratamento
consistiu na administragcédo de 6 mg de EPE e 6 mg de GH por via intramuscular,
diariamente as 11 horas da manha. A administracdo foi mantida por oito ou mais
dias, sendo interrompida quando um ou mais foliculos apresentaram tamanho de no
minimo 35 mm de didmetro e quando houve presenca de edema uterino. Induziu-
se a ovulacdo com hCG 2500 Ul, por via endovenosa. O resultado obtido neste
experimento foi de 72,2 % de eficiéncia. De 18 animais submetidos aos tratamentos,
13 apresentaram crescimento folicular, melhora de ténus uterino e inicio de
formacdo de edema e ovulacdo. Este resultado mostrou que o protocolo
estabelecido no presente trabalho foi eficiente, podendo ser utilizado em um
programa de transferéncia de embriées. Por serem utilizadas baixas doses, o seu

custo beneficio € compensador.

Palavras-chave: eqliinos, reproducao, transferéncia de embrides, indugcao do estro.



ABSTRACT

ITHO, MARIO FREITAS, M. SC., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. FEBRUARY 2010. USE OF LOW DOSES OF EQUINE PITUITARY
EXTRACT AND GROWTH HORMONE (SOMATOTROPIN) IN THE INDUCTION OF
ESTRUS IN MARES IN ANESTRUS.

Professor Adviser: Prof. José Frederico Straggiotti Silva.

This experiment was conducted with the aim of inducing estrus and ovulation
in Mangalarga Marchador embryo donors mares that were anestrous during
the breeding season with the use of low doses of EPE and GH. Twelve
animals were used of which six were used two times, totaling eighteen
treatments. These animals were treated as control group, receiving two doses
of PGF2a and saline for eight consecutive days. After this procedure with
confirmation of maintaining a state of anestrous, these animals were subjected
to the treatment protocol. The treatment consisted of administration of 6 mg of
EPE and 6 mg of GH intramuscularly daily at 11:00 AM.The administration
was continued for eight or more days, being interrupted when one or more
follicles had a minimum size of 35 mm in diameter and when there was a
uterine edema, ovulation was induced with hCG 2500 Ul intravenously. The
result of this experiment was 72.2% efficiency, in eighteen animals submitted
to treatment, thirteen had follicular growth, improvement of uterine tone and
early edema formation and ovulation. This result showed that the protocol
outlined in this work was efficient and can be used in a program of embryo

transfer and, as low doses are used, their cost is not as expensive.

Key- words: equine, reproduction, embryo transfer, induction of estrus.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um aumento significativo na prestacdo de servicos,
na comercializacao e no numero de criadores envolvidos no setor de equideocultura.
Esse incremento na industria eqlina esta ocorrendo devido a recuperacao da
economia brasileira e principalmente devido ao desenvolvimento e a utilizacdo de
novas biotécnicas de reproducao assistida, como a inseminacao artificial com sémen
refrigerado e transportado, sémen congelado e transferéncia de embrides.

Outro aspecto responsavel por esse aumento se deve a aquisicao de animais
de diferentes racas por criadores brasileiros nas ultimas trés décadas, aumentando o
potencial genético do nosso plantel, colocando o Brasil em um patamar elevado em
termos de criagdo de equinos.

Assim, com o desenvolvimento da equideocultura, as biotécnicas de
reproducdo vém sendo testadas e aperfeicoadas com o intuito de melhorar e
aumentar os indices reprodutivos das éguas.

Pelo fato das éguas apresentarem estro geralmente apenas em uma
determinada época do ano, as técnicas de reproducado e melhoramento genético nos
eqlinos visam, além de obter individuos geneticamente superiores, aumentar o
namero de produtos por égua, durante a estacdo de monta.

Assim como a inseminagéao artificial, a técnica de transferéncia de embrides
tem se consagrado como importante ferramenta para melhoramento genético no
rebanho equino. O primeiro resultado de sucesso da técnica, ocorreu em 1974,
quando pesquisadores japoneses, OGURI e TSUTSUMI, obtiveram o nascimento de
6 potros de um total de 15 embrides transferidos, através de técnica néo cirurgica.

No Brasil, a transferéncia de embrides (TE) foi introduzida em 1987 por
FLEURY, e com a aceitacdo da técnica pela Associacao Brasileira de Criadores de
Cavalo Mangalarga Marchador, as pesquisas em relagdo a técnica foram motivadas
e desenvolvidas.

Desde entdo, os criadores brasileiros de equinos tém usado o procedimento
de transferéncia de embrides (TE) cada vez mais, fazendo com que no ano de 2003,
segundo CARMO e ALVARENGA (2003), o pais fosse considerado o que mais

realizou transferéncia de embrides. Porém, com a aceitacdo da técnica pela
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“American Quarter Horse Association”, os Estados Unidos passaram a liderar como
pais que mais realiza transferéncias anuais de embrides (SOUSA, 2006).

Nos ultimos anos nao ocorreram significativas alteracbes na técnica
empregada para coleta, avaliagcao, processamento e inovulagdao dos embrides, tendo
os estudos se concentrado na hormonioterapia aplicada a TE. O emprego dos
hormonios reprodutivos tem objetivado principalmente o aumento da disponibilidade
do numero de receptoras por meio da suplementacdo com Progesterona (P4),
aumentando o intervalo de utilizacao das mesmas (CAIADO, 2004) e dos indutores
de ovulagdo, como a gonadotrofina coribnica humana (hCG) e a Deslorelina
(analogo sintético do GnRh) (DOUGLAS,1974), favorecendo a sincronizagdo entre
doadora e receptoras.

Tanto a inseminacao artificial (IA), como a TE, apesar de auxiliarem no
processo reprodutivo de animais com patologias, em certos casos, ndo sao
suficientes. Eguas que se encontram em anestro, mesmo durante a estacdo de
monta, n&o sdo animais aptos a um programa de IA e TE. Para estes animais nao
serem descartados, estudos vém sendo realizados com o uso de horménios para
induzir a ovulagdo em éguas que se encontram em anestro.

O extrato de pituitaria equina (EPE) vem sendo utilizado com sucesso em
varios estudos com o objetivo de promover a superovulacdo em éguas (DOUGLAS,
1974 e 1979; LAPIN & GINTHER, 1977; WOODS & GINTHER, 1983; ALVARENGA
et al, 1999 e 2001), aumentando o numero de embrides coletados. Segundo
RAMOS (2005), a superovulacao consiste em fazer ovular véarios foliculos de uma
mesma onda de crescimento folicular que normalmente estariam em crescimento ou
em atresia, através de hormdnios.

Trabalhos recentes tém demonstrado que a utilizacdo de doses reduzidas do
EPE vem apresentando resultados satisfatérios no estimulo ovariano quando
comparado aquelas normalmente utilizadas nos protocolos superovulatorios
(FARINASSO, 2004; ROCHA et al, 2005).

Recentemente, o papel do horménio de crescimento (somatotrofina ou GH) na
dindmica folicular e nas fung¢des reprodutivas normais tem sido tema de interesse e
alvo de intensas investigacoes em varias espécies mamiferas. Foi bem
documentado que a administracao exégena de GH aumenta o numero de foliculos
em ovarios de porcas (ECHTERNKAMP, 1994), vacas (GONG et al, 1991) e
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mulheres (HUGUES et al., 1991).

O mecanismo exato por meio do qual o GH afeta a populagdo folicular
ovariana ainda nao esta bem estabelecido. Entretanto, sua habilidade em estimular
o figado para a producao de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-
1) levando ao aumento nas concentragdes sistémicas deste horménio, sugere que o
mesmo desempenhe um papel importante neste mecanismo (HOMBURG et al.,
1988).

Recentes observacdes indicaram que o GH e IGF-1 promovem aumento da
populacdo de foliculos antrais, melhora da maturacdo oocitaria e o aumento de
embrides transferiveis de animais superovulados. Além disso, auxiliam no
desenvolvimento nos estagios embrionarios iniciais e aumentam as taxas de
prenhez em vacas superovuladas quando utilizados de forma exégena (GOMES,
2004).

Este experimento teve como objetivo induzir o estro em éguas doadoras de
embrides em anestro pelo uso de EPE e GH em baixas doses. Simultaneamente,
avaliou-se a duracao do periodo de estro, os indices de recuperacdo embrionaria e
de gestacdo e se houve aumento do numero de foliculos maduros e de ovulagdes

multiplas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Fisiologia do ciclo estral

O ciclo estral é definido como o periodo entre duas ovulacdes consecutivas,
acompanhadas por sinais de estro e/ou concentragdes plasmaticas de progesterona
abaixo de 1ng/mL (HUGHES et al., 1975, HUGHES, et al., 1980) . Pode ser dividido
em duas fases: uma folicular ou de estro caracterizada pela receptividade sexual,
crescimento folicular e maior secrecao de estrogeno; outra luteal ou de diestro, que
inicia logo apds a ovulacao e se caracteriza por uma ativa resisténcia ao garanhao e
formacao de corpo luteo, com maior secrecao de progesterona (HUGHES et al.,
1972, ALLEN, 1977, ROOSDALE, & RICKETTS, 1980).

A espécie eqliina tem como caracteristica reprodutiva o comportamento
poliéstrico estacional e, no periodo de 12 meses, apresenta distintas fases quanto
ao ciclo reprodutivo (GINTHER, 1974). Sabe-se que ha variacdo sazonal do ciclo
estral em éguas, mas que nem todas entram em anestro estacional no inverno
(GINTHER, 1974). No entanto, a maioria entra em anestro durante o periodo anual
em que os dias encontram-se mais curtos, com menor quantidade de luminosidade,
isto &, no outono e inverno. A teoria corrente para a inatividade invernal na égua, se
baseia no fato que, quando o comprimento do dia diminui, a producao de melatonina
pela glandula pineal aumenta, e este aumento leva a um decréscimo na producéo e
secrecao de GnRH pelo hipotalamo (McKINNON e VOSS, 1993).

Entre os fatores que determinam a atividade sexual sazonal, pode-se
destacar o fotoperiodo (relagdo luz/escuro) e a sua interacdo com os fatores
ambientais que, de alguma maneira, estabelecem as condigdes nutricionais das
éguas. Embora exista uma estreita relacdo entre o aumento da duragdo da
luminosidade diaria durante os meses de primavera e verdao, e uma proporcional
ativagdo dos mecanismos envolvidos na atividade reprodutiva, em diferentes
latitudes, a condigdo nutricional das fémeas tem uma importante participacdo na
manifestacao e regularidade dos ciclos estrais (TAROUCO, 2006).

Eguas em boa condicdo corporal e com disponibilidade de alimento, criadas
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em regides préximas a Linha do Equador (menor latitude), onde ha pouca variacdo
do fotoperiodo, tendem a ciclar durante todo o ano (poliéstricas anuais). Portanto,
nestas regides, o fator nutricional passaria a ser relevante. Se estas mesmas éguas
fossem transferidas para locais de maiores latitudes e, por conseguinte, com
variagdes na duragdo do numero de horas-luz nas diferentes estagdes do ano,
provavelmente, passariam a ter um comportamento reprodutivo sazonal (poliéstricas
estacionais) (TAROUCO, 2006).

O ciclo reprodutivo pode ser definido em duas estagdes: ovulatéria e
anovulatéria, interligadas por periodos denominados transicionais de primavera e
outono. Durante a estacdo ovulatéria, que corresponde aos meses do final da
primavera e verdo, as éguas ciclam em intervalos regulares. Em péneis, estas
estacbes sdo mais rigidamente definidas, enquanto que em outras racas a estacao
ovulatoria € mais longa e um maior numero de fémeas podera ovular durante todo o
ano (WESSON e GINTHER, 1981). As taxas de ovulacdo aumentam na primavera,
paralelamente ao aumento do fotoperiodo, com incidéncias méaximas durante o
verdo. A diminuicdo da duracdo de horas- luz precede a baixa incidéncia de
ovulagdes durante o outono e o inverno (GINTHER, 1992).

Os intervalos entre os ciclos estrais e a duragdo do estro sofrem variagdes de
acordo com a época do ano em que sao observados. Normalmente, a duracdo do
estro ovulatério é significativamente menor nos meses de verdo em relacao aos de
outono, inverno e inicio da primavera. Dados da literatura relatam uma duracéo
média da fase de estro de 6,5 dias, de diestro de 14,9 e do ciclo estral de 21,7 dias
(GINTHER, 1992). A estacdo anovulatéria geralmente ocorre durante o inverno e
inicio da primavera, com uma duracao variavel de 40 dias a 8 meses (HUGHES et
al., 1972). Este periodo compreende os meses do ano nos quais menos de 25% das
éguas ovulam e menos de 10% permitem a monta do garanhéo, sendo que 19,9%
ficam indiferentes a sua presenca (SHARP, 1980). As éguas permanecem em
anestro com pouca ou nenhuma atividade folicular detectavel pela palpacéo retal,
ovarios pequenos, conseglientes da queda estacional da estimulacdo gonadotréfica,
sugerindo producao estrogénica minima (TAROUCO, 1995).

Com o aumento do fotoperiodo, a atividade antigonadal diminui e a liberacao
das gonadotrofinas se inicia proporcionalmente. Essa mudanca gradual resulta em
manifestacdes "transicionais" caracterizadas pela formacao de multiplos pequenos
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foliculos e a ocorréncia de ciclos prolongados, onde o grau de receptividade sexual
varia até o estro ser evidente (HUGHES et al,, 1980). O periodo transicional de
primavera, no Hemisfério Norte, inicia no final do inverno e culmina com a primeira
ovulacao do ano que ocorre no final de marco e inicio de abril (SHARP, 1980). No
Hemisfério Sul, foi observada uma fase transicional na atividade ovariana, durante a
primavera, quando estros anovulatérios comumente ocorriam (OSBORNE, 1966).
Um estudo encontrou um nitido aumento de peso nos ovarios de julho a agosto,
enquanto que a taxa ovulatéria ainda estava em declinio, para somente sofrer um
acréscimo no més de setembro; este periodo foi caracterizado como o transicional
de primavera, onde ocorreu um aumento do numero e didmetro de foliculos,

refletindo no aumento de peso dos ovarios, sem a ocorréncia de ovulagao
(TAROUCO et al., 1995).

2.2- Foliculogénese

A foliculogénese é o processo pelo qual foliculos crescem, amadurecem e
eventualmente sdo eleitos para ovulagdo. O numero de foliculos ovarianos que
geralmente chega ao estagio ovulatério é muito pequeno, estima-se que
aproximadamente 99% sofrem atresia (WEEB et al., 1999; JOHNSON, 2003).

O desenvolvimento dos foliculos pré-antrais pode ser dividido em trés
estagios: ativacdo de foliculos primordiais, transicdo de foliculo primario para
secundario e desenvolvimento de foliculos secundarios até o estagio pré-antral
(FORTUNE, 2003). Foliculos primarios e secundarios sao referidos coletivamente
como foliculos pré-antrais (PIERSON, 1993).

Com o desenvolvimento de estudos in vitro foi determinado que, o hormdnio
foliculo estimulante (FSH), estimula o crescimento folicular e a formacao do antro em
foliculos a partir de 140pm em camundongos (HARTSHORNE et al., 1994). Em
suinos, o FSH estimula o crescimento de foliculos pré-antrais a partir de 200um,
porém nao promove desenvolvimento do odcito (MAO et al, 2002). Na espécie
bovina, o FSH também foi eficiente na estimulacdo de foliculos pré-antrais,

aumentando em 55% a probabilidade de formagdo de antro, em associacdo com
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fatores de crescimento (GUTIERREZ et al., 2000). Os efeitos potenciais do LH ainda
sdo pouco conhecidos, contudo WU et al (2000) demonstraram que o0
desenvolvimento de foliculos pré-antrais pequenos (85-100um) em camundongos,
ocorreu apenas na presenca de LH, FSH e soro.

A relacao do horménio do crescimento (GH) € positiva no desenvolvimento de
foliculos pré-antrais médios. Sua auséncia provoca uma grande reducao no numero
de foliculos >200um de didmetro (BACHELOT et al, 2002), acarretando menor
numero de foliculos pré-ovulatorios e reduzida taxa de ovulacdo (ZACZEK et al.,
2002). A deficiéncia em receptores para GH leva a reducédo dos niveis de fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-I) circulante. Contudo, BACHELOT et al.
(2002) demonstraram que os efeitos do GH no crescimento folicular sao
independentes da acao do IGF-l. Em equinos, foi comprovado que a concentragao
de IGF-I € maior no futuro foliculo dominante e a sua presenca estimula a producéo
de estradiol. O IGF-l esta envolvido no mecanismo de divergéncia do foliculo
dominante (GINTHER et al., 2004).

Os esterbides atuam de forma positiva no desenvolvimento folicular pré-
antral, incluindo acdo em foliculos primarios. A presenca de estradiol esta
relacionada ao crescimento das células da granulosa em tamanho, atuando em
sinergismo com o FSH, que estimula a replicacao dessas células (HULSHOF et al.,
1995).

Em éguas, os foliculos ovarianos desenvolvem um antro quando atingem
300um de diametro, o qual é preenchido por um fluido viscoso composto por
hormonios esterdides, principalmente estradiol, progesterona e inibina. O volume e a
composi¢ao desse liquido modificam-se com o desenvolvimento folicular. Junto a
esse processo ocorre a formacao de uma bainha de células ao redor da granulosa,
denominadas células da teca, que constituem duas camadas: a teca externa,
composta basicamente por tecido conjuntivo; e a teca interna, constituindo a camada
vascularizada interna. Ocorre nova proliferacdo das células da granulosa, as quais
se organizam em varias camadas ao redor do odcito formando o “cumulus
oophorus”. Os principais produtos secretados pelas células da teca sado os
andrégenos esterdides, enquanto as células da granulosa produzem estrégeno e
inibina. Todos esses eventos marcam a transicdo de foliculo secundario para
terciario; o que inicia novo desenvolvimento até ser eleito a ovulagdo (HAFEZ,
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1995).

Em espécies monovulatérias como a eqlina, usualmente, um unico foliculo
emergira da onda de crescimento folicular e chegara a foliculo dominante
(GINTHER, 2000). Durante a onda de crescimento folicular, varios foliculos
emergem e comegam a crescer a uma taxa similar. Uma elevagdo dos niveis de
FSH plasmatico promove o recrutamento, ou seja, a continuidade do crescimento
folicular. O maior foliculo emerge em média um dia antes do segundo maior foliculo.
Em éguas, as concentracbes de FSH iniciam seu declinio quando os foliculos
adquirem o diametro de 13mm. Neste momento, os dois foliculos maiores crescem
paralelamente (fase paralela). Ambos os foliculos secretam inibina causando
progressivo declinio da concentracao de FSH, necessario para os seus préprios
crescimentos. Quando o maior foliculo atinge didmetro de 22,5mm a fase paralela
finaliza-se e inicia-se a fase de divergéncia folicular. A divergéncia caracteriza-se
pela continua taxa de crescimento do maior foliculo, ou seja, foliculo dominante
(GINTHER, 2000). O futuro foliculo dominante € apto a utilizar baixas concentragbes
de FSH para seu crescimento e desenvolvimento, devido a um aumento na
expressdao de receptores para FSH (WEEB et al, 1999). Em bovinos e
aparentemente em equinos, a expressao de receptores para LH é maior no “futuro”
foliculo dominante do que nos outros foliculos antes da fase de divergéncia
(GINTHER et al., 2003). BODENSTEINER et al.(1996) também descreveram que a
alteragdo na dependéncia gonadotréfica do foliculo dominante é um dos fatores
fundamentais para a selecao folicular. Além disso, existe a participacao decisiva de
fatores de crescimento produzidos localmente, no processo de selecdo do foliculo
dominante (MONNIAUX et al., 1997). Os fatores de crescimento fibroblastico (FGF),
fator de crescimento epidermal (EGF), IGFs e suas proteinas ligantes (IGFBPs) sao
considerados os fatores mais importantes nessa fase.

Em éguas, antes da fase de divergéncia ocorre aumento de IGF-I. O estradiol,
a inibina e a ativina aumentam apenas apos a divergéncia ter iniciado, o que sugere
que o fator intra-ovariano mais importante durante essa fase é o IGF-I (GINTHER et
al., 2003).

Os eventos que ocorrem durante a fase final de crescimento folicular podem
ser divididos em trés fases: recrutamento e selecao (crescimento de varios foliculos

antrais), dominancia (ocorre crescimento maior de um unico foliculo) e ovulagdo ou
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atresia (ovulagéo do foliculo dominante e atresia dos demais) (CURSIO, 2005).
CORDEIRO (2008) citou que a taxa de ovulacao dupla espontanea na raca
Mangalarga Marchador foi de 8,4%.

2.3- Transferéncia de embrioes

Os trabalhos pioneiros em TE de equinos datam da década de 70 (IMEL et al,
1981). Porém, apenas a partir dos anos 80, resultados satisfatérios foram
alcancados através do método nao cirdrgico (TISCHNER, BIELANSKI, 1980;
SALAZAR et al, 1980).

No Brasil, os trabalhos de transferéncia de embrides equinos (TEE) tiveram
inicio em 1986, no estado de Sao Paulo, e foram realizados com sucesso na raga
Mangalarga (FLEURY, 1998). Na raca Mangalarga Marchador a técnica foi
reconhecida e aceita pelo seu Conselho Deliberativo Técnico em 1995, sendo a
partir dai, muito utilizada (CAIADO, 2005).

Segundo o ultimo levantamento da “International Embryo Transfer Society
(IETS), o Brasil

contribuiu com aproximadamente 40% do total de transferéncias de embrides do ano

”

de 2005. Além disso, é importante ressaltar que, em 2005, foram realizadas cerca de
25000 transferéncias a mais do que no ano de 2004, representando um aumento de
21,7% no mundo e 3,7% no Brasil. Esses dados sao mais representativos se forem
comparados em relagdo ao ano de 2003, sendo que a técnica cresceu 56,2% no
pais. Isto significa que a transferéncia de embrides na espécie eqliina ainda é uma
técnica importante e em expanséao, tanto em nivel nacional, como mundial (PERES,
2008).

Dentre as vantagens da transferéncia de embrides, pode-se citar que ela
permite aumentar o nimero de individuos geneticamente superiores, permite que
potras com 2 anos de idade sejam usadas como doadoras, levando a diminui¢éo do
intervalo entre geracbes e, consequentemente, aumentando a eficiéncia do
melhoramento genético no plantel. A TE também permite a obtencao de gestacoes
de éguas que se tornaram subférteis por problemas adquiridos, cuja causa nao
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tenha relacao direta com a fertilizacdo do odcito e seu transporte até o utero. Esta
técnica promove ainda o melhor aproveitamento de éguas de alto valor zootécnico,
idosas ou que estejam participando de competicdes hipicas (FLEURY et al.,2007).

Outra caracteristica da TE, € o fato dela possibilitar a preservacdo de
linhagens em risco de extingdo pela criopreservacao, além de realizar o transporte
de material genético sem o risco de contaminacdo por doencas. Por fim, a
transferéncia de embrides, possibilitou aos criadores mais um produto para se obter
lucro, com o comércio de embrides.

Varios séo os fatores que podem interferir nos indices de prenhez apés a TE.
Entre aqueles de maior impacto podem ser citados a habilidade do técnico, a
sincronia da ovulacao entre doadora e receptora, a qualidade do sémen utilizado, o
grau de alteracdes patolégicas do endométrio uterino de receptoras, a qualidade e
idade dos embribes transferidos e a funcionalidade da glandula luteinica da
receptora (ALVARENGA, 1999; FARINASSO, 2004 e CAIADO, 2005).

Tem sido utilizada por varios pesquisadores a recuperacdo nao cirirgica de
embrides feita por meio de lavagens uterinas em um sistema fechado, utilizando um
tipo especial de sonda (BIVONAR Inc. Gary. Indiana. USA), apropriada para
utilizacdo em éguas, adaptada a uma extensdo de silicone unida a um filtro (75
micras) para coleta de embrido. (ALVARENGA et al., 1993; RIERA e MCDONOUGH,
1993; ALLEN, 1994; FLEURY, 1998; CAIADO et al., 2005). CAIADO et al. (2007)
citando SQUIRES et al. (2003) afirmaram que esta técnica permanece praticamente
inalterada nas duas ultimas décadas.

2.4- Extrato de pituitaria eqliina (EPE)

O extrato de pituitaria eqlina (EPE) € um preparado da glandula pituitaria
equina, rico em LH e FSH equino liofilizado, sendo o Unico composto que
regularmente induz ovulagdes multiplas em éguas.

O EPE tem sido o produto mais amplamente utilizado para a superovulacédo
em éguas. Diversos laboratérios tém produzido o EPE néo purificado, contudo o seu
uso esta em processo de regulamentacao (FARINASSO, 2004).
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As pituitarias sdo adquiridas em matadouros de equinos, onde sao removidas
através de um corte obliquo caudo/cranial na regido caudal ao pavilhdo auricular e
mandibula; apds a remocao do encéfalo, as pituitarias sao visualizadas alojadas nas
selas tdrsicas, de onde sdo removidas com o auxilio de uma espatula (CARMO,
2003). As pituitarias extraidas sdo lavadas com solucao fisioldégica, sendo em
seguida armazenadas em pacotes plasticos e conservadas a uma temperatura de -
20°C por duas semanas (CARMO, 2003). Depois de descongeladas, as pituitarias
sao banhadas em agua destilada e deionizada, trituradas em liquidificador doméstico
com solucdo de 40% de etanol e 6% de acetato de aménia. A fracdo ativa é
precipitada e aumenta-se a concentracdo de etanol em 80%, sendo em seguida
dialisada, liofilizada e conservada a uma temperatura de -20°C (CARMO, 2003).

A primeira tentativa de superovulagdo em éguas foi realizada por um
pesquisador inglés (DAY, 1940) utilizando tanto o PMSG (eCG) quanto o hCG
sozinho ou em combinacdo, e EPE na dose de 800 mg subdividida em uma
administracao ao dia por um periodo de cinco dias. Porém, todas as tentativas para
estimulacdo de mudltiplos foliculos foram acompanhadas de insucesso (ANDRADE,
1986, CARMO, 2003).

Somente em 1974, foi publicado o primeiro relato de indugdo de
superovulacao com sucesso em éguas, por DOUGLAS et al. Os autores induziram a
superestimulacdo ovariana com EPE parcialmente purificado em duas
administragdes ao dia, através da administragdo em doses constantes por 14 dias
consecutivos, em 29 éguas pbneis em sazonalidade anovulatéria. Os resultados
mostraram que 86% das éguas tratadas obtiveram resposta a ativacdo ovariana,
ocorrendo uma ou mais ovulacoes, e quatro (14%) éguas continuaram apresentando
inatividade ovariana. Das éguas po6neis que ovularam, 58% apresentaram duas ou
mais ovulacées (ARRUDA e FLEURY, 2001).

Numerosos experimentos tém documentado a habilidade do Extrato de
Pituitaria eqliina (EPE) de induzir ovulacées multiplas (2 a 7 ou + foliculos) em éguas
ciclicas (ALVARENGA et al, 2001; FARINASSO, 2004; ) com doses didrias que
variam de 25 mg a 50 mg ou mais, sendo o Unico composto que, regularmente,
induz uma boa resposta superovulatéria na égua, porém com indices de
recuperagdo embriondria, baixos e inconsistentes (FARINASSO, 2004).
ALVARENGA et al. (1999) utilizaram o EPE em aplicagdes uma ou duas vezes ao
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dia, e relataram que 25 mg de EPE aplicado duas vezes ao dia, com o tratamento
iniciado logo apoés a aplicagdo de PGF entre os dias seis e oito do diestro, induziu a
uma resposta ovariana significantemente maior do que a aplicacdo do produto em
uma vez ao dia (ALVARENGA et al, 1999; MACHADO, 2004).

Em um experimento subsequiente, ALVARENGA et al. (2001) utilizando o
mesmo protocolo, observaram uma melhor resposta superovulatéria e um maior
namero de embrides coletados quando o EPE foi administrado na mesma dosagem
duas vezes ao dia, desde que nenhum foliculo maior ou igual a 20mm de diametro
tivesse sido detectado no inicio do tratamento. Quando a metade destes foliculos
alcangou 35mm de didmetro, uma dose de 2500Ul de hCG foi administrada para
induzir a ovulagao. Com este protocolo, relataram que o niumero de ovulacoes foi de
1,2 para o ciclo anterior ao tratamento, 2,3 e 7,1 ovulacdes para os tratamentos uma
ou duas vezes ao dia, respectivamente. O ndmero de embriées recuperados por
égua foi de 1,6 e 3,5 para os grupos tratados uma ou duas vezes ao dia,
respectivamente (ALVARENGA et al, 1999; MACHADO, 2004).

Em tratamento com EPE na dose de 40mg diarias (uma aplicacdo) com a
inducdo de prostaglandina F.a iniciado no quinto e sexto dia do diestro, e duracéo
média de 6 dias = 2. Obteve-se média de 3,6 ovulacdes por ciclo nas éguas tratadas
contra 1,1 para grupo controle sem EPE. Observaram que 92,9% responderam com
mais de uma ovulagéo (5 éguas com 2 ovulacdes; 1 égua com 3 ovulagdes; 2 éguas
com 4 ovulagdes; 4 éguas com 5 ovulacées e 1 égua com 9 ovulagdes). Dois dias
apds foram extirpados oviduto e ovario, via incisdo no flanco, para coleta de odcitos
ou oocitos fertilizados, e obtiveram 57,1% de recuperagdo embrionaria (28
embrides/49 ovulacdes) para éguas tratadas contra 62,5% no grupo controle, e
observaram taxa de fecundacéao e taxa de desenvolvimento embrionario similar entre
os tratamentos (FARINASSO, 2004).

BEZARD et al., (1995), estudaram o numero de odcitos recuperados entre
éguas pobneis superovuladas (tratamento longo e curto) e ndo superovuladas
(controle) em fase ciclica. O grupo do tratamento longo consistiu em iniciar o
tratamento superovulatério no 8" dia de diestro e terminar com a presencga de dois ou
mais foliculos com >35mm de diametro; enquanto o grupo de tratamento curto
iniciou-se com a presenca de foliculos com o didmetro de no maximo 17mm, e

terminou quando dois ou mais foliculos apresentaram 25mm de didmetro. A dose
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administrada do EPE foi de 75mg uma vez ao dia. A prostaglandina F2a foi
administrada no 7° e 8" dia pés-ovulagdo para ambos os grupos, e a inducdo da
ovulacao foi de 25 mg do EPE/IV. Entre 34 e 35h pés-inducdo das ovulacoes, foi
feita a puncgéao folicular. Obtiveram uma média de 1,09 foliculos no grupo controle,
2,29 para o tratamento longo e 2,8 para o tratamento curto. Quarenta e seis 004citos
foram recuperados de 68 foliculos pré-ovulatérios. Considerando o numero de
oocitos por ciclo, observaram menor taxa no controle (0,66), com uma tendéncia
(p=0,06) para um maior numero de oécitos recuperados para o tratamento curto
(1,58 odcitos) em relacéo ao tratamento longo (0,73 odcitos). Verificaram média de
duracao do tratamento similar entre FSH equlino e EPE, ou seja, 7.6 e 8.0 dias,
respectivamente. Neste sentido, concluiram que a maior quantidade de LH no EPE
nao afeta a resposta ovulatéria de éguas tratadas e que ambos os tratamentos
aumentam a taxa de ovulacdo em comparacdo ao grupo controle (éguas que nao
receberam tratamento). Observaram também que o extrato hipofisario por ser rico
em LH, aplicado por via endovenosa foi eficiente para induzir as ovulagbes nas
éguas tratadas, concordando com experimento pregresso (DUCHAMP et al, 1987;
FARINASSO, 2004).

PALMER (1987) verificou que sucessivos tratamentos superovulatérios com
EPE por seis ou mais ciclos na estacao reprodutiva, ndo afeta a taxa de ovulacéo.
Contudo, a administracao continua de EPE por 94 dias rompeu o ritmo das ondas
foliculares e os foliculos apresentam tendéncia a crescer e ovular de forma
independente (FARINASSO, 2004; HOFFERER, 1993).

FARINASSO (2004), avaliando o tratamento diario com baixas doses de EPE
(2mg, 4mg e 6mg) em éguas no periodo de estagdo de monta, observou que a dose
de 2mg foi pouco eficaz na inducao de ovulagdes multiplas, mas que doses de 4mg
e 6mg resultaram, respectivamente, em taxas de ovulagao de 1,92 e 1,84 por ciclo, e
uma taxa de 1,31 embrides/égua no tratamento com doses de 6mg de EPE diéarios.
Esses resultados indicam que éguas ciclicas sao responsivas as baixas dosagens
de EPE, representando tratamentos menos invasivos e menos dispendiosos
(FARINASSO, 2004).

As respostas ao estimulo superovulatério com o EPE podem ser variaveis,
provavelmente devido a ndo padronizacao dos teores de FSH e LH contidos no
extrato. A partir de 1 quilo de pituitaria eqtiina obtém-se de 5 a 8 gramas do EPE. As



24

pituitarias sdo geralmente obtidas de um ou mais abatedouros, e dessa forma, o
EPE varia conforme a fase do ciclo estral, a idade das éguas, periodo do ano e
origem dos animais (FARINASSO, 2004).

2.5- Hormoénio de crescimento (GH)

O GH, um polipeptidio simples, produzido na hipéfise anterior e no figado
estimula a sintese de IGF-1, que ira agir nos tecidos periféricos. A liberacao do GH é
controlada por horménios produzidos no hipotalamo, que sao: fator liberador de
hormonio do crescimento e fator inibidor da liberacao de horménio do crescimento. A
liberagdo desses fatores € influenciada por neurotransmissores como a
noradrenalina, dopamina, serotonina e varios neuropeptideos (GLUCKMAN et al.,
1986).

Mais de vinte anos apés a determinacdao da sequiiéncia de aminoacidos da
insulina, em 1955, sugeriu-se o envolvimento da insulina como regulador da
atividade ovariana. A presenca de insulina e fatores do sistema IGF no ovario foi
relatada pela primeira vez em porcas (SPICER & ECHTERNKAMP, 1995). Desde
entdo, a presencga de IGFs no fluido folicular de véarias outras espécies tem sido
documentada, incluindo bovinos, ovinos, equiinos e humanos (PONCHIROLLI,
2003). IGFs sao fatores de crescimento polipeptidicos secretados pelo figado e por
varios tecidos em resposta ao estimulo do Horménio do Crescimento (GH). Eles séo
mediadores da maioria das acdes promotoras de crescimento do GH. Regulam a
proliferacdo e a diferenciacdo de varios tipos celulares e tém efeitos metabdlicos
semelhantes aos da insulina. Diferentemente da insulina, a maioria dos tecidos os
produzem. Os IGFs tém a capacidade de atuar por via endécrina, assim como por
mecanismos autdcrino e/ou paracrino (HAFEZ E HAFEZ, 2004).

O sistema de IGFs exerce influéncia sobre as atividades da esteroidogénese,
proliferacao celular, atividade da aromatase, foliculogénese, ovulacao, implantacao e
desenvolvimento embrionario (ZULU et al., 2002), além de estimular a sintese de
DNA e progesterona pelos tecidos ovarianos (VANDERHAAR et al., 1995).

Segundo WEBB et al. (2006), o IGF-1 interage com o FSH no estimulo da
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producdo de estradiol pelas células da granulosa. O IGF-1 é importante para a
maturacao sexual, secrecao de gonadotrofinas e age sinergicamente com estas para
estimular o crescimento e a diferenciagdo dos foliculos (ZULU et al, 2002,
YOSHIMURA, 1998).

Em bovinos, ja existe a comprovacao de que a acao do GH na maturagéo de
oocitos bovinos é por acao direta nos receptores para GH (GHR), ndo ocorrendo
interferéncia do IGF-I (IZADYAR et al., 1997). Em bovinos foi identificada a presenca
de GH e GHR no odcito e células cumulus. Também identificaram a presenca mRNA
para GH no o6cito e células da granulosa, indicando a capacidade de sintese do
hormonio. Isso sugere a participacdo do GH na regulacao paracrina e/ou autécrina
do crescimento folicular e maturagdo em bovinos (IZADYAR et al., 1997).

Em equiinos foi identificada a presenca de GHR e mRNA para GHR em
oocitos desnudos e células do cumulus, sugerindo a possibilidade de agao direta do
horménio no odbcito. Em ratos e bovinos tal hipétese ja foi testada, néo
desenvolvendo o resultado esperado, o que indica que a acdo do GH é mediada
pelas células do cumulus (MARCHAL et al., 2003).

GINTHER et al. (2001) afirmam que somente foliculos acima de 9,0mm de
diametro expressam mRNA para IGF-l e ARMSTRONG et al. (2001) nao detectaram
MRNA de IGF-I nem em células da granulosa nem em células da teca. Ja o IGF-II
tem sido claramente detectado apenas em células da teca de foliculos antrais
(YUAN et al., 1998; BAO & GARVERICK, 1998).

A presenca do GH induz a expansao do cumulus e melhora os indices de FIV
e desenvolvimento até o estagio de blastocisto, em bovinos (IZADYAR et al.,1996).
Marchal et al. (2003), utilizaram a adicao de 500ng/mL de horménio do crescimento
equino (eGH) no cultivo de oécitos eqlinos coletados por aspiragdo in vivo e
coletados de ovarios de abatedouro. Em ambos os grupos de odcitos, nao foram
encontradas diferencas nos indices de meiose 2 da maturagao nuclear oocitaria em
relagdo ao controle. Quando a totalidade dos odcitos foi avaliada, independente do
método de coleta utilizado, foi encontrado aumento no indice de maturagao nuclear
no grupo com adicao de eGH.

CHASE et al. (1998) demonstraram que a liberacao de GH é controlada pela
nutricdo e pela concentragédo de IGF-I através de “feedback” negativo. No entanto, a

acao do GH na liberacao de IGF-1 &€ dependente da presenca de insulina. Animais
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subnutridos apresentam elevadas concentracées de GH, baixas concentracbes de
insulina e de IGF-I. Isso se deve a uma menor atividade dos receptores hepaticos de
GH, que pode ser por menor quantidade ou por menor sinalizacdo do segundo
mensageiro. A atividade do receptor é determinada pela insulina. A presenca da
insulina determina receptores ativos e a auséncia leva a diminuicdo da atividade
(CHASE et al., 1998). Estes mesmos autores também demonstraram que bovinos
com deficiéncia de receptores de GH (GHRD) eram associados a condicdo de
miniatura e apresentavam menores concentracdes de IGF-1, maiores concentracoes
de GH e menor numero de foliculos pequenos presentes no ovario, comparados ao
grupo controle. Concluiram que GH e IGF-I sdo regulados pela nutricdo (maior ou
menor concentragdo de insulina) e tém efeitos diretos na funcido ovariana e que
alteracoées no GH, rGH e IGF-1 associadas a nutricdo ocorrem independentemente
das gonadotrofinas.

O sistema IGF € complexo e composto por IGF-I e IGF-Il, por dois tipos de
receptores (tipo-1 e Il), por seis proteinas ligadoras a IGF que séao as IGFBP-1, -2, -3,
-4, -5 e -6 e por enzimas de inativacdo (IGFBPase) das IGFBPs. Nao existe
especificidade para receptor, porém quando IGF se liga ao receptor tipo Il nédo
desencadeia o sinal a célula, por ser inativo. As proteinas ligadoras de baixo peso
molecular (IGFBP-2, 4 e 5) apresentam maior afinidade pelos IGFs, impedindo que
estes se liguem aos receptores. A funcdo das IGFBPases é degradar as IGFBPs,
possibilitando maior biodisponibilidade de IGF (livre) para se ligar aos receptores
(FORTUNE et al., 2004).

Varios estudos, em diferentes espécies de mamiferos, incluindo bovinos e
suinos, demonstraram que a insulina, o IGF-1 e o IGF-2 estimulam a producéao de
progesterona pela célula da granulosa, na seguinte ordem, em relacao a poténcia:
IGF-1> IGF-2> insulina (MORLEY et al., 1989; MONNIAUX et al., 1994; SPICER et
al., 1993).

Possivelmente, fatores de crescimento, como o IGF-1 possam participar da
selecao de foliculos dominantes, como sugerido em humanos e vacas, devido a um
aumento de concentragdo deste nos foliculos maiores nestas espécies (SPICER e
ENRIGHT, 1991).

Na maioria das espécies domésticas, somente o foliculo dominante apresenta
receptores para o LH dentro das células da granulosa e uma vez que o IGF-1 e seus
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receptores encontram-se em maior quantidade no fluido folicular colhido do foliculo
dominante, a hipétese que o IGF-1 intrafolicular seja necessario para a selecdo do
foliculo dominante se torna pertinente (BEAM e BUTLER, 1997). Entretanto, ao
contrario da maioria das espécies domésticas, vem sendo observado nas éguas que
somente os foliculos ovarianos com didmetro acima de 5mm apresentam receptores
para LH (GOUDET et al,, 1999). Uma vez que os foliculos ovarianos das éguas
atingem diametros superiores a 40mm quando comparado com a maioria das
espécies estudadas, este fendbmeno que afirma somente ter receptores para o LH o
foliculo dominante, nao se aplica a espécie equina. Entretanto, mesmo em éguas, as
células da granulosa dos foliculos subordinados apresentam um numero de
receptores para o LH inferior aquele presente no foliculo dominante, sugerindo uma
possibilidade do IGF-1 intrafolicular desempenhar um papel importante na selecao
do foliculo dominante (GOUDET et al, 1998). Segundo FINDLAY (1993),
contrariando as afirmacbes anteriores, receptores para o LH e FSH foram
encontrados em foliculos a partir de 0,5mm de diametro, sugerindo que os
potenciais efeitos do IGF-1 na selecao do foliculo dominante estariam limitados em
aumentar o numero de receptores para o LH, ao invés de produzir um incremento no
namero de receptores para o LH e o FSH.

Foi demonstrado que ocorre uma diminuicdo das concentracdes de IGF-1 a
medida que ocorre 0 aumento da idade nas éguas (LOFSTEDT e PATEL, 1989), o
que poderia explicar, em parte, a diminui¢cdo da fertilidade em animais mais velhos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Periodo e local do experimento

O experimento foi realizado durante o periodo de agosto de 2009 a dezembro
de 2009 na Central de Reprodugcdao Equina Mitho, localizada no municipio de
Guarapari, no estado do Espirito Santo.

3.2- Eguas

Foram utilizadas 12 éguas doadoras de embrides da raga Mangalarga
Marchador , com faixa etaria de 8 a 21 anos, peso vivo entre 320 e 450kg e escore
corporal de 2 a 4 (1-5) em anestro prolongado. Estes animais foram mantidos em
piquetes com livre acesso a bebedouro coletivo, ragdo com 12% de proteina, capim-
elefante (Pennisetum purpureum) picado e suplementacao mineral.

As éguas receptoras (22), também da raca Mangalarga Marchador,com idade
de 4 a 12 anos e escore corporal de 3 a 4 (1-5) foram mantidas estabuladas durante
o dia com capim-Napier (Pennisetum purpureum) picado, racdo com 12% de
proteina e suplementagcdo mineral, sendo soltas a noite no pasto também com
fornecimento de capim picado no cocho. Estas éguas foram utilizadas entre o quarto
e oitavo dia de ovulagdo, acompanhadas a cada 48 horas através de palpagéao retal
e exame ultrassonografico. Sé foram utilizadas receptoras com ténus uterino 3,
segundo a classificacao de CAIADO et al (2007). De acordo com esta classificacao,
tobnus 1: minimo ténus do anestro até o inicio da atividade ciclica - o formato e a
consisténcia do utero ndo estavam bem definidos ao exame de palpacao retal; tdnus
2: tbnus proporcionado pela fase estrogénica do ciclo estral (estro) - Gtero com
consisténcia macia e formato quase tubular, com contratiidade ainda né&o
perceptivel ao toque; tonus 3: tobnus da fase progesterdnica do ciclo estral (diestro) -

Utero com formato tubular bem definido, com aumento do tbnus e da consisténcia e
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contratilidade uterina perceptivel ao toque; e tonus 4: maximo ténus do inicio da
prenhez, apds o 13°dia — contratilidade uterina mais perceptivel ao toque e utero em
formato tubular e consisténcia mais firme.

Todas as éguas, doadoras e receptoras, foram submetidas a protocolos de

vacinacao e vermifugacao normalmente realizados na Central.

3.3- Exame admissional:

3.3.1- Cadastramento dos animais

Foi realizada uma ficha individual das éguas, na qual constaram informacgdes
referentes a idade, aos respectivos histéricos e achados no exame clinico geral e
reprodutivo.

3.3.2- Avaliacao do trato reprodutivo por ultrassonografia

Avaliagdes por ultrassonografia do trato reprodutivo foram realizadas em
todas as éguas utilizando-se um equipamento Aloka modelo SSD-500 com

transdutor transretal de 5MHz.

3.4- Modelo experimental

As éguas doadoras foram usadas inicialmente no primeiro ciclo do
experimento como grupo controle e no segundo ciclo, como grupo tratado, néo
obrigatoriamente sendo utilizadas na mesma época. No primeiro ciclo (grupo
controle) duas aplicacbes com doses de 5mg de dinoprost-trometamina (PGF2a),
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(Lutalyse®; Pharmacia & Upjohn, Co., Kalamazoo, MI, EUA), por via intramuscular
foram feitas e repetidas no dia seguinte. Simultaneamente a segunda dose de
PGF2a, foi administrado 1mL de solugao fisiolégica por via intramuscular, 1 vez ao
dia, durante no minimo 8 dias para verificar se haveria crescimento folicular e inicio
do estro nestas éguas. Como nao ocorreu o estro, estes mesmos animais, ap6s 15
dias do inicio do primeiro ciclo, foram submetidos ao tratamento, onde o 15° dia
passou a ser considerado o dia 0 do grupo tratado. O protocolo foi realizado da
mesma forma que no grupo controle, porém, no lugar de soro fisioldgico, foi utilizado
6mg de EPE e 6mg de GH.

Este modelo experimental, que utilizou os mesmos animais para grupo
controle e tratado, visou garantir que caracteristicas individuais de cada égua, ndo
influenciassem no resultado do experimento.

Apos 30 dias do término do tratamento, e com a manutengédo do estado de

anestro, seis dos 12 animais foram reutilizados para um segundo estudo.

3.5- Garanhao

Sémen de trés garanhdes da raca Mangalarga Marchador com bom histérico
de fertilidade foi utilizado nas inseminacoes artificiais das éguas estimuladas. Apds a
coleta, realizada com auxilio de uma égua em cio, por meio de uma vagina artificial
modelo Botucatu (PAPA e ALVARENGA, 1984), o sémen foi filtrado para a remocgéao
da fracado gelatinosa, analisado em microscopio Optico e posteriormente diluido na
proporcdo 1:1 em meio diluente a base de leite desnatado (Max-Sémen®). A
inseminacdo foi realizada na dose de 500x10° espermatozéides vidveis com
motilidade progressiva e vigor 3 a 5 em uma variacao que vai de 0 a 5.
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3.6- Inseminacao Artificial:

Durante a fase de estro, apos a deteccao de pelo menos um foliculo de 35mm
de diametro com maturidade ovulatéria, as éguas foram inseminadas com no
minimo 500x10° espermatozéides viaveis. As inseminacdes foram repetidas a cada

48 horas, até que fosse detectada a ovulacao.

3.7- Monitoramento da dinamica folicular

As éguas doadoras foram submetidas a um acompanhamento diario por meio
de palpacao retal e ultrassonografia uterina e ovariana. O acompanhamento foi feito
individualmente em troncos de contencao com o intuito de observar o efeito da agao

das drogas sobre a dinamica folicular.

3.8- Descricao do Protocolo

Foi determinada a situacdo ovariana da doadora no inicio do tratamento,
principalmente com relagdo a auséncia folicular ou foliculos de tamanho pequeno e
semelhante. A situagdo uterina da doadora no inicio do tratamento também foi
avaliada, principalmente em relacdo a auséncia de tbnus uterino, e sua imagem
ultrassonogréfica destituida de edema uterino.

Foi efetuada uma aplicagdo com dose de 5mg de dinoprost-trometamina
(PGF2a) (Lutalyse®; Pharmacia & Upjohn, Co, Kalamazoo, MI, EUA), por via
intramuscular e repetida no dia seguinte.

O tratamento com EPE e GH foi iniciado com 6mg de EPE e 6mg de GH por
via intramuscular, concomitante com a segunda dose de PGF.a, uma vez ao dia,
durante no minimo oito dias.

Quando nao ocorreu resposta, a aplicacdo diaria de EPE e GH foi
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interrompida, ou seja, quando apds oito dias de tratamento, ndo foi observado
crescimento folicular. Estes foram classificados como os que ndo responderam ao
tratamento.

O tratamento foi mantido por oito ou mais dias, dependendo da resposta da
doadora em relagéo ao desenvolvimento folicular, sendo interrompido quando um ou
mais foliculos apresentaram tamanho de 35mm de didmetro. No momento da
presenca de foliculos de tamanho entre 35mm de didmetro, com presenca de edema
observado na ultrassonografia, induziu-se as ovulacées com hCG 2500Ul por via

endovenosa.

3.9- Preparo e estocagem do material

O EPE e o GH foram fornecidos em frascos individuais com 48mg de material
liofilizado cada e mantidos sempre a -18°C ou - 16°C. Ambos foram diluidos em 8mL
em solucgdo fisioldégica (6mg/mL) e fracionados em aliquotas de 1 mL para serem
armazenados de forma congelada. Antes de se iniciar o tratamento, o EPE e o GH
eram descongelados e administrados por via intramuscular profunda com agulha
40x12 na regiao da garupa uma vez ao dia. Quando mantidos descongelados sob
refrigeracdo, o tempo de estocagem nao poderia ultrapassar sete dias, sendo
mantido a temperatura de 4°C. A solubilizagédo do EPE e do GH foi realizada com
movimentos suaves, a fim de evitar a formacdo de bolhas de ar, evitando a

desnaturacao de proteinas, preservando a qualidade do produto.

3.10- Transferéncia de embrioes

A coleta de embrides foi realizada no oitavo dia de ovulagéo, utilizando-se
uma sonda de Foley Rush n® 24, um equipo para coleta de embriées, um filtro para
coleta de embrides, soro ringer lactato JP®, placa de petri, palhete 0,25 ou 0,50, e
meio de embrido Embriocare Plus Cutilab®, seringa de insulina, sonda Tom Cat,
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seringa de 3mL, agulha 30x10.

Trés lavados uterinos sequenciais foram realizados ou até a confirmagéo
visual da recuperacao embrionaria. Apds a recuperacao ou o terceiro lavado uterino,
o material filtrado foi avaliado com auxilio do microscépio estereoscopico e quando
localizado, o(s) embrido(des) foi(foram) removido(s) para uma solugdo de
manutencdo de embrides (Embriocare Plus®) e foram promovidas oito passagens
nesta solugdo. O envase foi realizado em pipeta de inseminacao artificial em éguas
Provar®, envolvida por camisa sanitaria Provar®.

Para a inovulagédo na receptora, foi realizado um procedimento de limpeza de
reto, higienizacdo do anus e vulva e introducao da pipeta de IA com o embrido por

via transvaginal e transcervical no corpo uterino.

3.11- Analise estatistica

A andlise estatistica consistiu, inicialmente, na obtencao das freqténcias de
animais cuja aplicacdo de EPE apresentou eficiéncia, sendo obtidas freqiéncias
estratificadas por tratamento (1, 2 e 3). As frequéncias dos diferentes tratamentos
foram comparadas as freqiéncias do controle por meio do teste ndo paramétrico de
qui-quadrado, por contingéncia, sendo adotado o nivel de 5% de probabilidade. As
analises foram realizadas no aplicativo Sistemas para Analises Estatisticas e
Genéticas (SAEG, versao 9.1).
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Dos 12 animais utilizados no experimento, 6 foram tratados duas vezes cada,

totalizando 18 tratamentos, conforme descrito no quadro abaixo.

Dias Numero
de Tamanho de
trata do foliculo | foliculos
n Animal mento final trat. Ov. Embriao Gestacao
1 Escrava 9 36 1 Sim Nao -
2 Escrava 11 36 e 36 2 Sim 2 Nao -
3 Balsa 8 0 0 Nao - -
4 Balsa 8 0 0 Nao - -
5 Porcina 12 39 1 Sim Sim Sim
6 Porcina 9 42 1 Sim Sim Sim
7 Petunia 8 0 0 Nao - -
8 Petunia 8 0 0 Nao - -
9 Daniela 10 41 1 Sim Sim Nao
10 Daniela 11 39 1 Sim Nao -
11 Bailarina 8 0 0 Nao - -
12 Bailarina 12 40 1 Sim Sim Nao
13 Gaivota 9 40 1 Sim Sim Sim
14 Enseada 9 39 1 Sim Sim Sim
15 Clarisse 11 42 1 Sim Sim Sim
16 Bebela 11 45 e 40 2 Sim 2 Sim 2 Sim 1
17 Safira 11 36 1 Sim Nao -
18 Pérola 13 38 1 Sim Nao -

De acordo com os resultados obtidos no experimento, dos 18 tratamentos, 13

obtiveram resposta positiva e 5 negativa, isto é, 72,2% de eficiéncia. Apds o oitavo

dia de administracdo de 6émg EPE e 6mg de GH, houve crescimento folicular,

melhora de tdnus uterino e inicio de formacao de edema e ovulagcédo. De acordo com

a andlise estatistica, obteve-se diferenga significativa em comparagédo aos animais

gue nao ovularam, pois P < 0,0001, onde se P < 0,05 a diferenga é significativa.

Dentre os 13 animais que ovularam, em 8 houve recuperagdao embrionaria.

Sendo assim, ndo houve diferenca significativa dos valores experimentais (61,5% de
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recuperacdo) em relacdo aos valores citados por SQUIRES et al (1999), que
encontraram uma variagao de 29 a 75% de recuperacéo, pois P = 0,26.

Em relagdo ao numero de embrides confirmados na receptora (taxa de
gestacdo), dos 8 embrides recuperados, 6 foram confirmados. Nao houve diferenca
significativa dos valores experimentais (75% de confirmagado) em relacdo aos valores
encontrados por CAIADO (2004) em seu experimento (68% de confirmacéao), pois P
=0,67.

O resultado obtido com a comparacao entre o numero de ovulacdes duplas
dos animais com tratamento em relacéo ao grupo controle foi de 2 ovulagées duplas
em 18 tratamentos. Houve diferenca significativa dos valores experimentais (11,1%
de ovulacdes duplas) em relacdo ao controle (0% de ovulagdes duplas), pois P <
0,001.

Em relacdo ao numero de ovulagdes duplas das 13 éguas que ovularam, 2
obtiveram ovulagédo dupla, com uma percentagem de 15,4%. Ao se comparar com o
resultado obtido em ovulacdes duplas espontaneas de éguas ciclicas encontrado por
CORDEIRO (2008) que foi de 8,4 %, observou-se que nao houve diferenga
significativa dos valores experimentais, ja que P = 0,97.

Os animais que nao obtiveram resultados positivos em nenhum dos
tratamentos podem ser refratarios a estas drogas ou talvez em um terceiro
tratamento ou um tratamento com duracdo mais prolongada eles também
responderiam. Estes resultados demonstraram que ainda ha necessidade de se
realizar mais estudos.

As taxas de recuperacao embriondria, assim como a taxa gestacao podem
ser diretamente influenciadas pela experiéncia do técnico, do material usado e da
receptora que esta sendo utilizada.

A constatacdo de éguas em anestro na estacdo de monta sugere que estes
animais apresentam alguma deficiéncia metabdlica (idade, estado nutricional). Isto
pode ter influenciado negativamente os resultados referentes as taxas de inducao do
estro, de ovulacdo e de recuperacao embrionaria. CHASE et al., (1998) relataram
gue em animais subnutridos a concentracdo de GH, e IGF-1 é alterada.

O tempo de duragdo do tratamento variou de 8 a 13 dias, sendo que nos
animais que responderam ao tratamento, o tempo médio do crescimento folicular até

a ovulagao foi de 10,6 dias, confirmando os resultados obtidos em éguas ciclicas
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encontrados por GINTHER et al. (1992), que foram de 6,5 a 14,9 dias.

A qualidade embrionaria foi 100% avaliada e considerada como grau 1 (1 a
5), corroborando com a afirmacédo de ZULU et al., (2002), e YOSHIMURA, (1998),
onde o desenvolvimento embrionario pode ser influenciado positivamente com a
utilizacdo do GH.

Apbés o terceiro dia do protocolo, j& se observou nos animais que
responderam ao tratamento o aumento de tdénus uterino de 1 para 2, (1-4) ja
indicando o sucesso do tratamento final, com 8 dias, ou seja, 0os animais que no
quarto dia ndo apresentaram mudanca de tonus uterino, ndo responderam ao

tratamento completo.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados, pode-se concluir que a administracdo de um
protocolo de 6mg de EPE e 6mg de GH obteve 72,2% de eficiéncia para a inducao
do estro em aguas em anestro.

Em relacao a recuperacao de embrides e a taxa de gestacao na receptora, o
protocolo utilizado nao influenciou nos resultados, que foram semelhantes aqueles
encontrados na literatura, isto é a diferenca n&o foi significativa.

Pode-se concluir também, que o protocolo foi eficiente quanto ao nimero de
ovulacdes duplas obtidas em relacdo ao grupo sem tratamento, e ao se comparar
com o numero de ovulacdes duplas espontdneas descritas na literatura, o protocolo
nao influenciou no resultado.

A duracao do periodo do estro foi a mesma encontrada por autores que

descreveram o tempo de estro em éguas ciclicas.
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