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RESUMO

A indlstria equina tem crescido consideravelmente no Brasil nos
Gltimos anos. Neste aspecto, a raca Crioula tem se destacado como uma
das maiores criacbes em numero e qualidade genética de animais.
Devido a isso existe uma maior procura por biotecnologias aplicadas a
reproducdo de equinos. Os protocolos convencionais superovulatérios,
com altas doses hormonais, tem se mostrado menos eficientes quando se
avalia a relacdo entre o numero de ovulagbes e a recuperacdo
embrionédria. A reducdo da dose de extrato de pituitéria equina (EPE)
pode ser uma alternativa para garantir que um ou mais embrides possam
ser recuperados em cada procedimento de coleta. Existem poucas
informacGes sobre a fisiologia reprodutiva da égua Crioula, e
praticamente ndo ha relatos de como esta categoria de animais responde
a técnica de superovulagdo e transferéncia de embrides. Dessa forma,
este trabalho teve por objetivo comparar a resposta superovulatéria de
éguas doadoras de embrifes das ragas Quarto de Milha (QM) e da raca
Crioula utilizando um protocolo com baixa dose de extrato de pituitaria
equina (EPE). Para realizacdo deste experimento foram utilizadas 8
éguas da raca QM e 6 éguas da raca Crioula, em perfeitas condi¢des
sanitarias e reprodutivas, nas estagdes de 2011/2012 e 2012/2013. Os
animais foram submetidos a um controle folicular diario com o auxilio
do ultrassom, sendo acompanhados 3 ciclos estrais consecutivos em que
todas as éguas passavam por todos os tratamentos. Todas as éguas
doadoras receberam uma dose de PGF2o antes de iniciarem 0s
protocolos. Grupo Controle — monitoramento do crescimento folicular
até o momento da owvulagdo; Grupo EPE — monitoramento do
crescimento folicular, e a partir da presenca de foliculos com cerca de
20 mm de didmetro foi realizada a administracdo de 7 mg de EPE, duas
vezes ao dia com intervalo de 12hs até o momento da inducdo da
ovulacdo. Quando a maioria dos foliculos atingiram um diametro igual
ou superior a 35 mm foi induzida a ovulacdo através da administracdo
de 2500UI de hCG; Grupo Pés-EPE — mesmo procedimento do grupo
controle. As doadoras foram inseminadas a cada 48h até o momento da
ovulacdo. No oitavo dia pés-ovulacao foi realizada a coleta de embriGes.
Os dados foram analisados utilizando o PROC GLM do pacote
estatistico SAS. As varidveis foram submetidas ao teste de Tukey e as
médias dos quadrados minimos ajustados para comparacdo mdultipla
utilizando o teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia de 5%.
Os valores estdo sendo apresentados como médias + SD. Um dos



parametros avaliados foi a taxa de crescimento folicular nas diferentes
ragas trabalhadas, apresentando uma média de desenvolvimento de 10,1
e 7,7 dias para as Crioulas e QM, respectivamente (p<0,01). Houve
diferenca entre as racas (p=0,005) no nimero de dias em tratamento
com EPE com média de 6,6 e 4,7 dias para a raca Crioula e QM. Nas
éguas tratadas com EPE, houve um incremento no nimero de ovulagdes
(p<0,01), com média de 2,00+0,53 e 3,33+2,06 para éguas QM e
Crioulas, respectivamente, quando comparados ao grupo controle e pos-
EPE (QM - controle 1,12+0,35; p6s- EPE 1,42+0,53; Crioula — controle
e p6s- EPE 1,16+0,40). A taxa de recuperagdo embrionaria por ovulagdo
nas éguas tratadas com EPE foi de 75% (27/36) contra 56,25% (9/16) do
grupo controle (n=14) e 88,23% (15/17) no grupo pés EPE (n=13). O
tratamento com EPE resultou na recuperacdo de 1,1 + 0,8 embrido para
as éguas QM e 3,0 £ 2,0 embriBes para as éguas Crioulas, enquanto o
grupo controle 0,5 + 0,5e 0,8 + 0,4 (QM e Crioula, respectivamente). O
tratamento com EPE na dose de 7 mg b.i.d mostrou-se efetivo,
aumentando a incidéncia de ovulagBes multiplas em éguas e foi capaz de
elevar o nimero de embriGes recuperados por lavado comparado ao
grupo controle. As éguas Crioulas apresentaram melhor resposta
superovulatoria e taxa de recuperagdo embrionéria comparado com as
éguas da raga Quarto de Milha.

Palavras-chave: Equinos. Embrido. Superovula¢do. Transferéncia de
embrides.



ABSTRACT

The equine industry has grown considerably in recent years in Brazil. In
this aspect, the Crioula breed has emerged as one of the greatest
creations in number and genetic quality of animals. Because of this,
there is a greater demand for biotechnology for breeding horses. The
conventional superovulatory protocols with high hormonal doses, has
shown less efficient when evaluating the relation between the number of
ovulations and embryo recovery rates. Dose reduction of equine
pituitary extract (EPE) could be an alternative to ensure that one or more
embryos can be recovered at each collection procedure. There is few
information about reproductive physiology of the Crioula mare, and
practically there is no data of how that category of animal responds to
superovulation and embryo transfer. Thus, this study aimed to compare
the superovulatory response of embryos donor mares of Quarter Horse
(QH) and Crioula breed using a protocol with low dose of equine
pituitary extract (EPE). Eight QH mares and 6 Crioula mares were used
in the 2011/2012 and 2012/2013 seasons. These mares were in perfect
health and reproductive conditions. The mare follicular control was
performed daily with the aid of ultrasound. Were monitored 3
consecutive estrous cycles in each mare, being where all mares have
passed for all the treatments. Every donor mare received a dose of
PGF2a before beginning each protocol. Control Group - monitoring of
follicle growth up to the time of ovulation; EPE group - monitoring of
follicular growth. When the follicles reached 20 mm in diameter was
administrated 7 mg EPE twice daily with an interval of 12h until the
moment of ovulation induction. When most of the follicles achieved a
diameter 35 mm, the ovulation was induced by administration of
2500U1 hCG; Post EPE Group - same procedure as the control group.
Donors were inseminated every 48 hours until the time of ovulation. On
the eighth day post-ovulation embryo collection was performed. Data
were analyzed using PROC GLM of the SAS statistical package. The
variables were submitted by the Tukey test and means of least squares
adjusted for multiple comparisons using the Tukey-Kramer test, with
significance level of 5%. Values are presented as mean + SD. The rate
of follicular growth in different breeds, showing a mean of 10.1 and 7.7
days for Crioulas and QH mares, respectively (p <0.01). Difference was
observed between breeds (p = 0.005) in the number of days on treatment
with EPE with mean 6.6 and 4.7 days for the Crioula and QH breed. In
the mares treated with EPE, there was an increase in the number of



ovulations (p <0.01) with a mean of 2.00 £ 0.53 and 3.33 + 2.06 for
Crioulas and QH mares respectively, when compared to the control and
post-EPE groups (QH - control 1.12 + 0.35, post-EPE 1.42 + 0.53;
Crioula - control and post-EPE 1.16 + 0.40). The embryo recovery rate
per ovulation in mares treated with EPE was 75% (27/36) versus
56.25% (9/16) in the control group (n = 14) and 88.23% (15/17) in post
EPE (n = 13) group. Treatment with EPE resulted in the recovery of 1.1
+ 0.8 embryo for QH mares and 3.0 £ 2.0 embryos for the Crioula
mares, while the control group 0.5 + 0.5 and 0.8 £ 0.4 (QH and Crioula,
respectively). The therapy with EPE in the dose of 7 mg bid proved
effective, increasing the incidence of multiple ovulations in mares and
was able to increase the number of embryos recovered by washed
compared to the control group. The Crioula mares showed better
superovulatory response and embryo recovery rate compared with mares
of Quarter Horse.

Keywords: Equine. Embryo. Superovulation. Embryo transfer
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1 INTRODUCAO

O tratamento superovulatério pela administracdo
exogena de gonadotrofinas permite que um maior nimero de foliculos
de uma onda chegue a dominancia e posteriormente a ovulagdo. Ja é
possivel encontrar o FSH equino purificado e, recentemente, pesquisas
estdo sendo desenvolvidas com o FSH recombinante (MEYERS-
BROWN et al., 2010). Porém no Brasil, ndo existem produtos
comerciais que possam ser utilizados com esta finalidade. Além disso,
diferente do que acontece na espécie bovina, onde os protocolos
superovulatérios estdo bem estabelecidos, na espécie equina 0s
protocolos ainda sdo inconsistentes e ndo ha um consenso entre 0s
pesquisadores.

A eqlinocultura no pais estd em expansdo onde a
intensificagdo e tecnificacdo das criagdes estdo sendo cada vez mais
requeridas. A utilizacdo de biotécnicas reprodutiva como a inseminacgao
artificial (1A) e a transferéncia de embrides (TE) estdo sendo utilizadas
para melhorar a producéo.

As éguas sdo classificadas como animais mono-
ovulatérios, ocorrendo, normalmente, a fertilizagdo de apenas um
ovacito por ciclo estral. Esta caracteristica € intrinseca da espécie, sendo
extremamente indesejvel gestacdo gemelar na égua, pois acarretam,
geralmente, em morte embrionaria e aborto.

Os esforgos de manipulacédo do ciclo estral de éguas a
fim de se produzir ovulagdes multiplas ja duram décadas. A utilizacéo
de produtos comumente utilizados para superovular vacas nao
apresentaram o sucesso esperado (IGNACIO, 2009). Varios trabalhos
(SCOGGIN et al., 2002; NISWENDER et al., 2003) demonstraram que
0 eFSH e o EPE sdo as melhores opgdes para estimular multiplas
ovulagdes na égua. Entretanto, as observacdes de dados clinicos e de
estudos na area revelam que a recuperacdo embrionaria € muito inferior
ao numero de ovulacdes obtidas em éguas superovuladas (ROCHA
FILHO, 2005).

No Brasil, alguns grupos de pesquisa, de modo
experimental, confeccionam um preparado oriundo da hipéfise de éguas
gue sdo enviadas a matadouros. O preparado denomina-se extrato de
pituitaria equina (EPE) e tem sido utilizado em éguas com o intuito de
provocar multiplas ovulagdes. H& varios relatos na literatura
(ALVARENGA et al., 2001; SCOGGIN et al., 2002; FARINASSO,
2004; BONIN et al.,, 2010) que utilizaram EPE nos protocolos
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superovulatorios de equinos, porém os resultados sdo ainda muito
variaveis.

O extrato de pituitaria equina é comumente utilizado
para a superovulacdo de éguas nas doses de 12,5 ou 25 mg duas vezes
ao dia (SCOGGIN et al., 2002), enquanto o FSH purificado equino €
geralmente utilizado na dose de 12,5 mg duas vezes ao dia
(NISWENDER et al., 2003). Bonin et al. (2010) e Farinasso (2004)
utilizaram doses de EPE menores do que as convencionais e obtiveram
aumento no ndmero médio de duplas e triplas ovulagBes, o que
proporcionou uma maior taxa de recuperacdo embrionaria por coleta.

A possibilidade de se incrementar o numero de
ovulagdes no ciclo estral traz consigo potenciais beneficios como o
aumento no namero de odcitos disponiveis para aplicacdo de diferentes
técnicas de reprodugdo assistida e aumento no numero de embrides
recuperados em uma Unica coleta, com consequente reducdo dos custos
do programa de transferéncia de embrifes (BONIN et al., 2010). O
desenvolvimento de um protocolo consistente para aumentar a taxa de
ovulacdo e a recuperacdo embrionaria em éguas teria um impacto
extremamente positivo em programas comerciais de transferéncia de
embrides, transferéncia de ovocitos e no tratamento de alguns casos de
subfertilidade (SQUIRES et al., 2003).

A maioria dos trabalhos utilizou equinos da raca
Mangalarga, Quarto de Milha, ou ainda animais sem raca definida para
realizar os experimentos. Recentemente a Associacdo Brasileira de
Criadores de Cavalos da Raga Crioula (ABCCC) autorizou a utilizagédo
de biotecnologias da reproducdo; como a inseminacdo artificial,
congelamento e comercializagdo de sémen criopreservado e também a
coleta e transferéncia de embrides. Dessa forma, existe uma enorme
demanda por protocolos que possam ser empregados na superovulacao
de éguas Crioulas, pois ainda ndo se sabe como os animais dessa raga se
comportam ao procedimento de transferéncia de embrides e tdo pouco a
superovulacdo. O presente estudo teve como objetivo verificar a taxa de
crescimento folicular mediante a aplicagdo de EPE em éguas da raca
Crioula. Além disso, estabelecer um protocolo de superestimulagio
utilizando doses reduzidas de EPE que permita a ovulacdo de varios
foliculos e viabilize a coleta de embrides.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FOTOPERIODO

Nos equinos, o periodo anovulatério e ovulatério, estdo
em associagdo com a duracdo dos dias (dias curtos e longos,
respectivamente) (GINTHER et al., 2005). Além do fotoperiodo, fatores
exogenos, tais como idade, estado reprodutivo, nutricdo, condicdo
corporal e temperatura ambiente afetam a atividade reprodutiva sazonal
da égua. Entretanto, uma propor¢do de éguas continua o ciclo ao longo
do ano (McKINNON & VOSS, 1993; AURICH, 2011).

A luz é um estimulo externo que pode afetar os ovarios
por meio de mecanismos neuroendécrinos. A retina atua nestes
mecanismos através da exposi¢do a luz, iniciando estimulos nervosos
gue sdo transmitidos via nervo Optico, porém separados das fibras
comuns a visdo. Este estimulo nervoso atravessa o ganglio cervical
superior e chega a glandula pineal. O sinal enviado a partir da glandula
pineal envolve a secre¢do de melatonina (NEELY et al., 1988;
McKINNON & VOSS, 1993). A taxa de sintese ou liberacdo de
melatonina parece estar relacionada de forma inversa com a duracdo das
horas de luz. A secre¢do da melatonina aumenta durante o periodo
noturno. Quando os dias sdo curtos, a melatonina liberada pela glandula
pineal suprime a sintese e liberacdo de GnRH. Quando a duracdo do dia
€ maior, a secrecdo de melatonina diminui e reduz a influéncia inibitéria
sobre a sintese e liberagdo 0 GhnRH (BLANCHARD et al., 2003).

2.2 ENDOCRINOLOGIA DO CICLO ESTRAL

A espécie equina apresenta similaridades e diferengas,
com relacdo a espécie bovina, na regulacdo enddcrina do ciclo estral. A
égua apresenta um cio longo com um aumento gradual e prolongado da
concentracdo de LH pré-ovulatério, uma divergéncia acentuada na
liberacdo de FSH e o desenvolvimento de apenas uma a duas ondas
foliculares que sdo classificadas como ondas maiores e menores. Além
disso, apresentam uma atividade reprodutiva sazonal que influencia
estas caracteristicas (AURICH, 2011).

O GnRH proveniente do hipotalamo controla a
liberacdo de FSH e LH da pituitaria anterior (SAMPER, 2000). O
horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH)
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sdo coletivamente chamados de gonadotrofinas, devido seu papel de
estimular as células no interior das génadas. O FSH e o LH sdo
hormdnios secretados pelas células da pituitaria anterior, ambos
classificados quimicamente como glicoproteinas (REECE, 1996). O
crescimento, maturacdo, ovulacdo e luteinizacdo de foliculos dependem
de padrfes apropriados de secrecdo de LH, FSH e outros hormdnios
(SAMPER, 2000; BLANCHARD et al., 2003). As concentracdes de
FSH e LH existentes no plasma estdo a niveis tbnicos ou basais. Esses
niveis sdo controlados por um mecanismo de retroalimentacdo negativa
das gbnadas (REECE, 1996; SAMPER, 2000). A concentracdo de
estrogeno e progesterona também influencia na quantidade de secrecdo
destes hormoénios. Geralmente, uma elevagdo na concentracdo de
estrogeno causa um aumento na sensibilidade da pituitaria anterior ao
GnRH, que resulta no aumento da liberagcdo de gonadotrofinas. Ja a
progesterona diminui esta sensibilidade, e consequentemente diminui
também a liberacdo de FSH e LH (REECE, 1996; BLANCHARD et al.,
2003).

Os padrdes divergentes de liberacdo de LH e FSH sdo
mais pronunciados na égua do que em outras espécies de animais
domesticos. A secrecdo do FSH durante o ciclo estral é bifasica com
picos de 10 a 12 dias de intervalo. Altas concentragdes sdo alcancadas
no final do estro, logo apds a ovulacdo e aproximadamente 10 dias antes
da proxima ovulagdo (McKINNON & VOSS, 1993). A concentracdo
méxima de FSH pode ser observada quando o maior foliculo em
desenvolvimento alcanca um didmetro médio de 10mm. Apds o pico, as
concentragBes de FSH diminuem apresentando um intervalo de 3 ou 4
dias entre o pico de FSH e o inicio da divergéncia folicular. O declinio
do FSH é necessario para o estabelecimento da divergéncia (GINTHER
et al., 2004).

2.3 DIVERGENCIA FOLICULAR

O inicio da divergéncia folicular é caracterizado pelo
crescimento continuo do foliculo de maior diametro (em média na égua
23mm), enquanto que os demais foliculos apresentam uma taxa reduzida
no seu crescimento (DONADEU & GINTHER, 2002; SQUIRES, 2006).
Em associagdo com o fim da fase de crescimento comum, ou o inicio da
divergéncia, ocorrem mudancas na relagdo FSH: foliculo, onde ocorria o
desenvolvimento de varios foliculos, agora ocorre apenas o
desenvolvimento do foliculo dominante. A capacidade para a
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dominéancia é similar entre os quatro maiores foliculos no inicio da
divergéncia, mas a dominancia de um foliculo menor é bloqueada
quando um maior foliculo esta presente (GINTHER et al., 2004).

A divergéncia folicular é dependente de mecanismos
inibitérios produzidos pelo foliculo dominante que envolve mudangas
importantes no padrdo endocrino (BEG & GINTHER, 2006). Quando a
onda de FSH esta em declinio e o futuro foliculo dominante esta
proximo do inicio da divergéncia desenvolvem-se vérias reacdes
bioguimicas e moleculares dentro da cavidade intrafolicular. Atualmente
acredita-se que o gatilho para tais eventos esteja relacionado a familia
dos Fatores de Crescimento Ligados a Insulina (IGF’s). Os foliculos que
estdo emergindo na onda de crescimento folicular apresentam as IGF’s
ligadas a proteinas estabilizadoras (IGFBP). No foliculo que esta pré-
determinado a ser o dominante, as IGFBPs serdo degradadas por
proteases de ligacdo proteica (BPPr), aumentando as concentracdes de
IGF-1 livre. A IGF-1 livre estimula a producgdo de inibina A, activina-A,
mas ndo tém um efeito imediato no estradiol (E2). O efeito global destas
alteragdes € uma maior responsividade do foliculo dominante as
concentracBes de LH e FSH. Estes eventos asseguram que o foliculo
dominante seja o Unico foliculo da onda capaz de continuar a crescer,
mesmo em baixas concentragdes de FSH circulantes (GINTHER et al.,
2004). Simultaneamente, a inibina produzida pelo foliculo dominante
suprime as concentrages circulantes de FSH (BERGFELT et al., 1991;
MCcKINNON & VOSS, 1993; DAVIES MOREL, 2003). Estes eventos
moleculares propiciam uma maior atividade esteroidogénica (maior
producdo de estradiol) e expressdo de receptores para 0 LH nas células
da granulosa a medida que o foliculo continua a crescer (McKINNON &
VOSS, 1993; SAMPER et al., 2007).

2.4 OVULACAO

O LH sisttmico ndo estd envolvido na divergéncia
folicular, mas é necessario para posterior crescimento do foliculo
dominante ap6s o inicio da divergéncia (GINTHER, 2000). Algumas
espécies de animais domésticos apresentam uma curta e pronunciada
elevacdo das concentracdes de LH pré-ovulatério. Esta elevacdo é
chamada de pico pré-ovulatério de LH e pode ser observado nos
bovinos. Esta elevacdo abrupta de LH ndo existe na égua. Nesta espécie,
as concentracdes de LH permanecem elevadas por varios dias apds a
ovulagdo, atingindo seu maximo 1 dia ap6s a ovulagdo (GINTHER et
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al., 2004; GINTHER et al.,, 2010). Os niveis de LH declinam
progressivamente durante os proximos 4 a 5 dias. As concentragdes do
LH sdo baixas do dia 5 a 16 do ciclo mantendo um nivel de
concentracao basal (McKINNON & VOSS, 1993).

A ovulacdo é um complexo processo envolvendo uma
sequéncia de eventos que levam a ruptura do foliculo dominante (> 30
mm) na fossa de ovulagdo (SAMPER et al., 2007). Durante a ovulag&o,
0 od6cito e a corona radiata entram no oviduto, enquanto a maioria do
liquido folicular passa para a cavidade peritoneal. Horménios deste
fluido séo rapidamente absorvidos na circulagdo e ocorre um
pronunciado aumento nas concentracfes de inibina no dia da ovulagio
(BERGFELT et al.,1991; McKINNON & VOSS, 1993).

A literatura relata que a ocorréncia de dupla ovulagéo
varia de 2% em poneis e 25% em puros-sangues (DAVIES MOREL,
2003; GINTHER et al., 2008). A incidéncia de tripla ovulacdo é
pequena (menor que 1%). Vérios fatores estdo envolvidos tais como,
raca, predisposicdo genética e condi¢do reprodutiva (McKINNON &
VOSS, 1993).

A média de duracdo do estro durante o periodo
ovulatorio é de 5 a 7 dias, mas a maioria das ovulagbes (69% a 78%)
ocorre durante os dois Ultimos dias do estro, e 10% a 14% depois do
final do estro. E a fase luteal, ou diestro dura 14 a 16 dias (SAMPER et
al., 2007).

A fase de diestro ou luteal € caracterizada pela
formacdo do corpo liteo (NEELY et al., 1988). Na égua, as
concentragBes circulantes de progesterona aumentam, imediatamente,
no momento da ovula¢do (GINTHER, 2000). O fim de um ciclo estral e
0 inicio de outro é marcado pela ovulacédo (dia 0 do ciclo). O término da
fase lGtea acontece com a regressdo do corpo liteo (SAMPER, 2000). A
lutedlise na égua é caracterizada pela diminuicdo nas concentragdes
sanguineas de progesterona, por volta dos dias 15-17 do ciclo
(GINTHER et al., 2005). Assim como em outras espécies, a PGF2a ¢é
responsavel pela regressdo do corpo liteo. Ha evidéncias de que a
ocitocina atua na liberagio de PGF2a pelo utero nao gestante
(McKINNON & VOSS, 1993). Durante o diestro a secrecéo inicial de
oxitocina é, provavelmente, proveniente da hip6fise. Em contraste com
outras espécies, ndo existe nenhuma sintese significativa de oxitocina
lutea na égua, sendo a Unica espécie em que a oxitocina foi localizada
no endométrio. Especula-se que ha células endometriais especificas
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produtoras de oxitocina que contribuem para este mecanismo (BAE &
WATSON, 2003).

2.5 SUPEROVULACAO

A aceitacdo da transferéncia de embriGes por algumas
associacdes resultou em uma importante mudanca na gestdo de éguas
reprodutoras. Inicialmente a técnica era aceita para éguas que tinham
mais de 16 anos de idade ou para aquelas que apresentavam problemas
reprodutivos que inviabilizavam a manutencdo de uma gestacdo. Mas
isto foi rapidamente alterado, sendo que ndo ha mais restri¢ces sobre a
idade ou status reprodutivo da égua doadora inscrita em um programa de
TE (SQUIRES, 2009). Com essas mudangas que permitem registros de
varios potros a partir de uma égua em um determinado ano, o desejo de
obter varios embrifes em uma estacdo reprodutiva aumentou
drasticamente. Isso gerou interesse na superovulacdo (SQUIRES, 2006).

Um dos principais custos de um programa de
transferéncia de embrides é a manutencao de receptoras (ALVARENGA
et al., 2001; SQUIRES et al., 2003). A superovulacdo traz beneficios
econdbmicos quando associada a programas de transferéncia de
embribes, por diminuir principalmente os gastos com a manutencéo de
receptoras vazias aumentando as taxas de recuperacdo embrionaria
(NISWENDER et al., 2003; CARMO et al., 2006; PERES et al., 2007;
BONIN et al., 2010). A taxa de recuperagdo embrionaria de éguas em
programas de TE com ovulacdo Unica é de aproximadamente 50%
(NISWENDER et al., 2003; SQUIRES et al., 2003) com uma taxa de
prenhez  pos-transferéncia de 70%, assim o cliente tem
aproximadamente 35% de chances de obtencdo de uma prenhez
(SQUIRES & MCcCUE, 2007). Eguas que, espontaneamente,
apresentam dupla ou tripla ovulagdes tém uma maior taxa de
recuperacdo embriondria que as de ovulagdo Unica.

Os primeiros relatos no uso de FSH para inducdo de
multiplas ovulagGes em éguas utilizaram o FSH suino (FSH-p), devido a
sua ampla disponibilidade. Em sintese, a administragdo dessa
gonadotrofina em éguas duas vezes ao dia, na metade ou no final do
diestro até o inicio do estro, forneceu resultados pouco satisfatorios no
que diz respeito a taxa de ovulagdo e nimero de éguas manifestando
mais que uma ovulacgéo por ciclo estral. Além de produzir uma resposta
bem inferior a obtida na espécie bovina, trata-se de um método oneroso
por requerer administracdo de elevadas doses — cerca de 70 vezes mais
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do que 0 necessario para superovular vacas — sendo, portanto, de
aplicacdo restrita (ROCHA FILHO, 2005). Ignéacio (2009) testou FSH-p
nas doses de 25 e 50 mg, iniciada em um dia determinado do ciclo estral
e em momentos especificos do desenvolvimento folicular e verificou
gue ndo houve melhora na resposta ovulatoria em éguas. Em trabalho
recente, Cullingford et al. (2010) também utilizaram FSH-p, nas doses
de 25, 50, 100, e 150 mg e verificaram que o horménio foi ineficaz em
induzir ovulagfes multiplas em éguas com qualquer uma das doses.

Na década de 70 comecaram a aparecer alguns estudos
nos Estados Unidos mostrando que a ovulacdo e a multipla ovulagdo
podiam ser induzidas durante o anestro com extrato bruto de hipofise e
que as ovulacBes multiplas (acima de 4 ovulagdes) podiam ser induzidas
em éguas ciclicas (DOUGLAS et al., 1974). Pesquisas tém mostrado
gue a égua é indiferente as drogas superovulatorias convencionais
utilizadas rotineiramente em outras espécies (IGNACIO, 2009;
CULLINGFORD et al., 2010). A superovulacdo na égua requer o uso de
gonadotrofinas equinas. A utilizagdo de preparados heterélogos pode
resultar aparentemente em uma forte resposta imune, no que diz respeito
a tratamentos repetidos. McKinnon et al. (1992) em estudo, verificaram
gue a imunizacdo ativa contra a inibina em éguas resultou no dobro da
taxa de ovulagdo, mas eram necessarias varias aplicacbes ao longo de
varias semanas. Eventuais reacfes adversas no local da injecdo teriam
impedido seu uso comercial para superovulagdo. O extrato de pituitaria
equina (EPE) é um composto que apresentou relativo sucesso na
superestimulacdo ovariana em equinos, porém a resposta ao tratamento
é baixa comparada a outras espécies (CARMO, 2003).

2.6 EXTRATO DE PITUITARIA EQUINA

No Brasil, ndo existem drogas superovulatérias
disponiveis comercialmente para a égua. Dentre 0s agentes testados, o
extrato de pituitaria equina (EPE) e o FSH equino purificado (eFSH) séo
0s que tém apresentado os resultados mais consistentes (PERES et al.,
2007). Porém, o uso em larga escala do EPE é limitado, pois ha um
reduzido nimero de matadouros de cavalos no Brasil e a purificacdo do
composto apresenta um elevado custo de produgdo (BONIN et al.,
2010). Os resultados encontrados na literatura, com o uso do EPE, s&o
muito varidveis, principalmente em decorréncia da grande diferenca
encontrada na proporcéo das gonadotrofinas (LH: FSH) dos preparados
(PERES et al., 2007).
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Bonin et al. (2010) em experimento com éguas velhas
(15 a 20 anos) da raca Quarto de Milha, verificaram que ndo houve
atraso no desenvolvimento embriondrio em todos os embrides
recuperados das éguas tratadas com EPE, quando comparados aos
embrides recuperados do grupo controle. Os autores sugeriram que 0
EPE teve efeito na maturacdo do odcito e transporte mais rapido deste
embrido ao Utero. Os resultados obtidos no experimento permitiram
concluir que a administracdo de extrato de pituitaria equina em éguas
idosas doadoras de embrides interferiu positivamente na dinamica de
crescimento do foliculo dominante, aumentando a incidéncia de
multiplas ovulag@es, incrementando a taxa de recuperacdo embrionéria
por ciclo, propiciando a recuperacdo de embriGes em fase correta de
desenvolvimento e melhorando a eficiéncia reprodutiva das doadoras
tratadas. Dessa forma, 0s autores sugerem que a EPE é uma alternativa
para otimizar o processo reprodutivo dessas éguas.

Peres et al. (2007), analisando a ultra-estrutura
embrionaria observaram que o tratamento superovulatdrio produziu
embrides que se desenvolveram adequadamente. Observaram ainda que
embribes coletados de éguas superovuladas parecem apresentar
viabilidade normal, morfologia microscépica e ultra-estrutura
compativel a de embrides obtidos de éguas ndo estimuladas por
gonadotrofinas exdgenas. Porém, a percentagem de ovdcitos ndo
fertilizados observada nos animais superovulados também parece ter
sido superior (17,7%) ao descrito na literatura para éguas com ovulagdes
Unicas (3,6% a 12,9%).

Atualmente, hd uma variagdo muito grande nos
resultados quando se utilizam protocolos com EPE. Isso se deve a
alguns fatores como: momento do inicio do tratamento em relagcdo ao
ciclo estral, relacdo FSH e LH nos preparados, duracdo do tratamento,
dose de gonadotrofina e a via de administracdo do produto. Esta
variabilidade pode ainda ser influenciada por fatores individuais tais
como: a raga, 0 estado nutricional, a estagdo do ano e ainda a
refratariedade a tratamentos superovulatérios repetidos. Estes fatores
possivelmente sdo o principal entrave para que o extrato de pituitéria
equina seja utilizado comercialmente (CARMO, 2003; FARINASSO,
2004).
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2.7 DOSES HORMONAIS

Diversos estudos tem testado protocolos utilizando EPE
e eFSH com diferentes doses e momentos de aplicacdo. Alvarenga et al.
(2001) utilizaram EPE em aplica¢es de 25 mg uma ou duas vezes ao
dia, logo apods a aplicacdo de prostaglandina, desde que nenhum foliculo
maior ou igual a 20 mm de diametro tivesse sido detectado no momento
do inicio do tratamento. Com esse protocolo relataram que o nimero de
ovulagBes foi de 1,2 para o ciclo anterior ao tratamento, 2,3 e 7,1
ovulagbes para os tratamentos uma e duas vezes ao dia,
respectivamente. E 0 nimero de embriBes recuperados por égua foi de
1,6 e 3,5 para os grupos tratados uma e duas vezes ao dia.

Scoggin et al. (2002) avaliaram estratégias para
melhorar a resposta ovariana a superovulacdo com EPE e verificaram
gue com doses menores as taxas de recuperacdo embrionaria foram
maiores. Neste estudo os autores realizaram 4 tratamentos distintos com
EPE: 25 mg uma vez ao dia, 50 mg uma vez ao dia, 12,5 mg duas vezes
ao dia e 25 mg duas vezes ao dia. O tratamento que recebeu 50 mg uma
vez ao dia desenvolveu o maior ndmero de foliculos pré-ovulatérios e
proporcionou o maior nimero de ovulagfes quando comparados aos
demais tratamentos. Entretanto, a recuperacao embrionéria foi maior nas
éguas que receberam 12,5 mg duas vezes ao dia.

Farinasso (2004) avaliou o tratamento com EPE em
éguas ciclicas, em sua maioria da raga Mangalarga Marchador, com
doses diarias de 2 mg, 4 mg e 6 mg. O tratamento com EPE utilizando
dose de 2 mg, ndo apresentou diferenca significativa do grupo controle,
mostrando que esta dose € ineficiente para induzir ovulagdes multiplas
em éguas ciclicas. A dose didria de 4 e 6 mg induziu ovulagdes
maltiplas em 76,9 % dos ciclos tratados, apresentando resultado
significativamente superior quando comparado com grupo controle.

Bonin et al. (2010) avaliaram os efeitos da
administracdo de 7 mg/IM de EPE duas vezes ao dia, a partir do dia 8
poés-ovulagdo até que um foliculo pré-ovulatério fosse observado. O
tratamento hormonal resultou em um maior nimero de embrides
recuperados no lavado uterino oito dias ap6s a ovulacdo. Estes embrides
apresentaram grau de desenvolvimento condizente com idade
gestacional na época da coleta. Os resultados obtidos indicaram que as
éguas tratadas apresentaram mais de uma ovulacdo e maior nimero de
embrides recuperados por ciclo.



20

Rocha filho (2005) avaliou os efeitos de doses baixas
de EPE ou eFSH purificado no crescimento folicular, taxa de ovulacéo e
de recuperacdo embrionaria em éguas. O grupo tratado com EPE
recebeu 4 mg por via intramuscular uma vez ao dia e o grupo tratado
com eFSH purificado recebeu 5 mg por via intramuscular, uma vez ao
dia. Ambos os tratamentos aumentam a incidéncia de ovulagdes
multiplas em éguas. Esses protocolos de inducdo de ovulacdes
multiplas com baixas doses hormonais propiciam a recuperacdo de um
embrido em média por lavado, 0 que ja torna vidvel e interessante a
aplicacdo comercial dos mesmos. Mas o0 autor concorda que 0 aumento
nas doses diarias desses preparados hormonais — ainda utilizando doses
abaixo das preconizadas na superovulacdo —, associado a selecdo dos
animais com base na populacdo folicular pré-tratamento, podem
produzir aumentos mais consistentes na incidéncia de ovulagdes duplas
e triplas em éguas e melhorar a relacdo custo/beneficio dos programas
comerciais de transferéncia de embrides equinos.

Estudos especificos sobre os efeitos da administragcdo
de EPE em ciclos subsequentes sdo escassos. A maioria dos relatos em
gue se utilizou mais de um ciclo estral diz respeito a utilizacdo de dois
ciclos intercalados por um ou dois ciclos sem tratamento, néo tendo sido
encontrado diferenga na resposta superovulatéria de éguas entre os
tratamentos realizados no primeiro e segundo ciclo estral, verificando
apenas uma tendéncia a uma melhor resposta no segundo ciclo tratado
(ROCHA FILHO, 2005).

2.8 INICIO DA SUPEROVULACAO

Uma melhor resposta superovulatéria foi observada em
éguas que apresentam foliculos entre 10 e 20 mm no inicio do
tratamento, sendo que a maioria destes chega a ovulagdo. Este
parametro é um bom indicativo para programar o inicio do protocolo
(CARMO, 2003). Rocha Filho (2005) acredita ser mais interessante
selecionar as éguas antes do inicio do tratamento com base na populagdo
folicular que elas apresentam. Este autor optou por iniciar 0s
tratamentos em um dia fixo (dia 8) com o intuito de simplificar o
protocolo. No entanto, no oitavo dia poés-ovulacdo algumas éguas
apresentaram foliculos de didmetro inferior a 15 mm e demoraram mais
dias em tratamento, enquanto outras ja apresentavam foliculos de
didametro proximo a 30 mm, o que provavelmente comprometeu a
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resposta dessas éguas ao tratamento. Gimenes (2010) também afirma
que a populagdo folicular presente no inicio do protocolo influencia no
tempo (dias) de tratamento. E ainda, a presenca de foliculos dominantes
no momento do inicio dos tratamentos apresenta resultados aquém do
esperado.

O estudo de Gimenes (2010) revelou ainda que quando
o0 tratamento foi iniciado com foliculos que apresentavam diametro de
aproximadamente 23 mm, resultou em uma diminui¢do no tempo de
tratamento, mantendo a resposta ovulatdria satisfatoria com baixos
custos. O tratamento com baixa dose de EPE (6 ou 8mg) aumentou o
nimero médio de foliculos >30mm e aumentou o nimero de ovulagdes,
especialmente quando se utilizou 8 mg.

2.9 RECUPERACAO EMBRIONARIA

A baixa taxa na recuperacdo embrionaria tem sido uma
grande incégnita no processo da superovulacdo na espécie equina,
levando a suspeita de uma influncia na maturacdo oocitaria dos
foliculos recrutados da onda folicular oriunda da superestimulacdo
ovariana com a utilizacdo de uma droga que apresenta altos niveis de
LH como é o caso do EPE (CARMO, 2003). Acredita-se que boa parte
destas alteracBes, provavelmente seja induzida por modificacbes no
perfil enddcrino dos animais superovulados (MACHADO, 2008).

As razdes para a baixa recuperacdo embrionéaria em
éguas superovuladas permanecem obscuras (CARMO et al., 2006).
Segundo Squires (2006) existem algumas razdes principais pelas quais,
a superovulagdo ndo se tornou uma técnica comum, utilizada na
reproducdo de equinos. Ele relata que, como se sabe, 0 ovario da égua é
invertido, com o cértex no interior do ovario e a medular na periferia.
Além disso, a superficie do epitélio germinativo se apresenta apenas em
uma pequena porcdo do ovario, na area da fossa de ovulacdo, sendo esta
a Unica regido em que o foliculo é capaz de romper-se. Assim, o nimero
de foliculos que ovulam pode ser limitado pelo espaco disponivel na
fossa da ovulacdo. Essa restricdo anatdmica pode limitar o nimero de
ovulagdes na égua em comparacdo com outras espécies, como a vaca,
por exemplo.

Alvarenga et al. (2001) também atribuem a baixa taxa
de ovulacgdo devido a limitada area disponivel na fossa de ovulacdo e ao
grande tamanho do foliculo pré-ovulatério da égua. Além disso,
afirmam que é possivel que os odcitos de alguns dos foliculos induzidos
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nunca sejam expulsos da cavidade folicular, ou que os ovocitos nunca
teriam sido apanhados pelo oviduto por causa da tamanha distensdo do
ovario e extensdo limitada do infundibulo. Rocha Filho (2005) acredita
gue possa ocorrer a luteinizacdo de foliculos ovarianos e o
desenvolvimento de foliculos anovulatérios em decorréncia de
tratamentos superovulatérios. Carmo et al. (2006), relatam que a
presenca de uma grande quantidade de sangue coagulado na fossa
ovulatéria de éguas superovuladas sugerem uma perturbacdo no
processo de ovulagdo. Sendo provavel que esta hemorragia excessiva
poderia estar envolvida na falha do odcito em chegar ao oviduto. Estes
mesmos autores verificaram uma menor taxa de recuperacdo de o6citos
por ovulacdo em éguas superovuladas quando comparadas as éguas
controle. Esta diferenca tornou-se evidente quando as éguas
superovuladas apresentavam mais do que 3 ovulagdes.

2.10 TRANSFERENCIA DE EMBRIAO NO BRASIL

O Brasil, a Argentina e os EUA s8o os paises que mais
produzem embrides equinos no mundo, responsaveis por mais de 88%
de todos os embrides coletados (43%, 29% e18% respectivamente).
Segundo o Ultimo relatério do Comité estatistico da IETS, publicado em
dezembro de 2010, a atividade global da TE em equinos aumentou
12,7% em relacdo ao ano de 2009. No Brasil, as principais ragas que
utiizam a TE sdo Mangalarga Marchador e Quarto de Milha.
(STROUD, 2011).

Os animais da raca Crioula por muito tempo foram
criados no sistema de criagdo extensivo, sendo 0 manejo reprodutivo
realizado com a organizagdo de manadas, onde os garanhGes cobriam as
éguas a campo, ou realizava-se a monta controlada através da rufiacdo e
cobertura das éguas em cio. Com a expansdo da criacdo e
consequentemente tecnificacdo da producdo, as praticas de manejo
mudaram consideravelmente. Nos (ltimos anos, a procura por
biotecnicas aplicadas a reprodugdo aumentou, principalmente devido a
liberacdo do uso da IA e da TE pela Associagdo Brasileira de Criadores
de Cavalos Crioulos (ABCCC). Atualmente existem 120 potros nascidos
oriundos de transferéncia de embriGes. S6 no ano passado foram
comunicados 85 produtos de transferéncia (dados ndo publicados —
Servico de Registro Genealdgico ABCCC, 2013).

Existem varios trabalhos que relatam o comportamento
reprodutivo de ragas como a Quarto de Milha, Arabe, Mangalarga,
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Mangalarga Marchador e até mesmo de animais sem raca definida, mas
ainda ndo ha literatura disponivel relatada na raga Crioula. Os trabalhos
existentes sdo escassos e praticamente ndo ha relatos sobre este tipo de
biotécnica reprodutiva em éguas Crioulas. Ha, portanto, uma enorme
demanda por protocolos que possam ser empregados nas éguas Crioulas,
pois ainda ndo se sabe como os animais dessa raga se comportam ao
procedimento de transferéncia de embrides e tdo pouco a superovulacéo.
O presente estudo teve por objetivo avaliar a resposta superovulatéria
em éguas da raca Crioula comparando e correlacionando com a resposta
das éguas da raca Quarto de Milha.
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3 CAPITULO UNICO

UTILIZACAO DE PROTOCOLO SUPERESTIMULATORIO
COM BAIXA DOSE DE EXTRATO DE PITUITARIA EQUINA
(EPE) EM EGUAS DA RACA CRIOULA E QUARTO DE MILHA

3.1 INTRODUCAO

A raca Crioula, historicamente, teve grande
importancia para a America do Sul. Nos ultimos anos sua relevancia
aumentou, em especial para o Brasil, devido a significativa expansdo
tanto em qualidade quanto em quantidade dos plantéis. Atualmente,
possui um total de 350.793 animais vivos registrados na ABCCC.
Somente no ano passado foram comunicados um total de 49.416
produtos. Com a recente liberacdo da associagdo para o uso da IA e da
TE em animais da raga Crioula, espera-se um aumento significativo na
utilizacdo destas biotécnicas nos préximos anos, devido ao grande
numero de cavalos Crioulos que o Brasil possui.

Um protocolo que tenha o objetivo de aumentar a taxa
de ovulagdo e a recuperagdo embrionéria em éguas teria um impacto
extremamente positivo em programas comerciais de transferéncia de
embrides, transferéncia de ovocitos e no tratamento de alguns casos de
subfertilidade. A taxa de recuperacdo embrionédria de éguas em
programas de TE com ovulacdo Unica é de aproximadamente 50%
(NISWENDER et al., 2003; SQUIRES et al., 2003) com uma taxa de
prenhez  pos-transferéncia de 70%, assim o cliente tem
aproximadamente 35% de chances de obtencdo de uma prenhez
(SQUIRES & McCUE, 2007). A superovulacdo é uma ferramenta que
pode ser utilizada para melhorar estes indices.

A utilizacdo de protocolos superovulatorios em equinos
esbarra em problemas conceituais, visto que muitas vezes os técnicos
esperam que 0 processo superovulatorio seja equiparado aos resultados
obtidos em outras espécies, como por exemplo, a espécie bovina. Varios
trabalhos ja foram desenvolvidos (IGNACIO, 2009; CULLINGFORD et
al., 2010 ) e comprovam que os protocolos superovulatérios nos moldes
daqueles aplicados para bovinos séo ineficientes.
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O efeito da resposta ovariana é dose dependente, ou
seja, 0 aumento da dose de EPE promove um maior estimulo folicular.
Em contrapartida, alguns trabalhos mostram que quanto maior 0 nimero
de ovulagdes, menor a taxa de recuperacdo embrionaria por ovulacdo
(ALVARENGA et al., 2001 ; SCOGGIN et al., 2002; CARMO et al.,
2006). Pesquisadores tém se dedicado ao estudo dos fatores
responsaveis pela baixa recuperagdo embrionaria em éguas
superovuladas e ao desenvolvimento de protocolos que driblem esses
fatores, produzindo menos efeitos adversos e promovendo a estimulagao
moderada e ndo excessiva dos ovarios. O extrato de pituitaria equina é
comumente utilizado para a superovulacdo de éguas nas doses de 12,5
ou 25 mg duas vezes ao dia (SCOGGIN et al., 2002). Tais protocolos
promovem boa estimulagdo ovariana, mas com resultados de
recuperacdo embriondria muito aquém das expectativas. Bonin et al.
(2010) e Farinasso (2004) utilizaram doses de EPE mais baixas do que
as utilizadas para superovulagdo convencional (7 mg duas vezes ao dia
e 6 mg uma vez ao dia, respectivamente) e obtiveram aumento no
nimero médio de embrides recuperados, provocado pela maior
incidéncia de ovulagdes duplas e triplas.

Os trabalhos cientificos existentes referentes a raga
Crioula séo escassos. A raca Crioula e Quarto de Milha apresentam
caracteristicas bem definidas e distintas entre si, com diferenca marcante
principalmente, em tamanho e peso. Pesquisas avaliando o
comportamento da raga Quarto de Milha frente a protocolos de
superovulacdo e transferéncia de embrides ja foram desenvolvidos
(BONIN et al., 2010), mas na raca Crioula pouco se sabe sobre seu
comportamento fisioldgico frente a tais biotécnicas reprodutivas. O
presente estudo realiza um comparativo entre as racas devido a suas
particularidades, as quais poderiam influenciar em uma resposta
diferente ao EPE. O trabalho teve por objetivos verificar a taxa de
crescimento folicular mediante a aplicacdo de EPE em éguas da raca
Crioula, estabelecer um protocolo que promova maltiplas ovulacdes em
ambas as ragas, utilizando dose reduzida de EPE, permitindo a ovulagdo
de multiplos foliculos e que consequentemente, melhore as taxas de
recuperacao embrionaria.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Local
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O experimento foi desenvolvido em dois periodos,
durante a estagdo reprodutiva de 2011/2012 e a estacdo reprodutiva de
2012/2013 (outubro a janeiro). A regido do Planalto Serrano de Santa
Catarina apresenta estacdes do ano bem definidas e consequentemente
uma estacdo reprodutiva bem caracteristica. O trabalho foi executado
em duas propriedades distintas, na regido da serra catarinense, distantes
90 km entre si. A respectiva latitude e longitude das propriedades esta
descrita a seguir: Animais da raca Quarto de Milha (27°50'35.73"S e
49°26'13.72"0); Animais da raca Crioula (27° 43°35.36” S e 50°
05°59.3170).

3.2.2 Animais

Foram utilizadas 8 éguas, doadoras de embrido, da raca
Quarto de Milha e 6 éguas doadoras da raca Crioula. As éguas da raca
Crioula apresentavam idade entre 3 a 4 anos, com média de peso de 345
kg. As éguas da raca QM apresentavam idade variando entre 3 a 11
anos, com média de peso de 532,5 kg. As doadoras selecionadas eram
solteiras, sem potro ao pé e apresentavam aparelho reprodutivo saudavel
e estavam livres de doencas infecto-contagiosas.

Os animais encontravam-se em pastagem de azevém e
trevo durante o dia, com livre acesso a agua e sal mineral. Durante a
noite permaneciam em cocheiras, recebendo suplementagdo com alfafa,
aveia e ragdo comercial.

3.2.3 Extrato de Pituitaria Equina (EPE)

O produto utilizado para superovular as éguas deste
trabalho foi o extrato de pituitaria equina (EPE). O EPE utilizado foi
adquirido do Laboratério de Reprodugdo Animal — Unicornio (Brasilia),
cujo responsavel é o Msc. Adalberto Farinasso.

O EPE foi utilizado na dose de 14 mg diarias, divididas
em duas aplicacGes de 7 mg a cada 12 horas por via intramuscular. O
volume por aplicagéo foi de 1,5 ml, com seringa de 3 ml e agulha de
0,70 x 30 mm.

3.2.4 Delineamento Experimental

Os animais foram avaliados por trés ciclos estrais
consecutivos, onde que cada animal passava por todos os grupos. O
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primeiro ciclo estral era o grupo controle, o segundo o grupo EPE e o
terceiro o grupo pos- EPE, sendo conduzidos da seguinte forma:

e Grupo Controle (ver Figura 1): aplicagdo de PGF2a e
acompanhamento do crescimento folicular até a ovulagdo. As
inseminacgdes foram realizadas, se necessario, a cada 48 horas.

e Grupo EPE (ver Figura 2): aplicacdo de PGF2a e
acompanhamento do crescimento folicular. A partir do momento que
houvesse a presenca de foliculos com cerca de 20 mm de diametro era
realizada a administracdo de 7 mg EPE, via intramuscular, duas vezes ao
dia, com intervalo de 12h. Quando a maioria dos foliculos alcangava um
diametro igual ou superior a 35 mm era induzida a ovulagdo através da
administragdo 2500U1 de hCG. A doadora era inseminada a cada 48h
até o momento da ovulagéo.

e Grupo Po6s-EPE (ver Figura 3): Aplicacdo de PGF2a
e monitoramento do préximo ciclo apés a superovulacdo com EPE. Os
procedimentos realizados nas éguas foram idénticos ao do grupo
controle.

Figura 1 — Esquema do protocolo do grupo controle.
ov. 30-35mm  ov.

D0 D6 T DO D8

f
k PGF IA ﬁ

Acompanhamento do crescimento folicular por ultrassonografia

Fonte: producdo do proprio autor
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Figura 2 — Esquema do protocolo do Grupo EPE.

coleta 20mm 30-35mm ov.
D8 N J DO D8
Y
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Acompanhamento do crescimento folicular por ultrassonografia

Fonte: producéo do préprio autor

Figura 3 - Esquema do protocolo do grupo p6s-EPE.

Coleta . 30-35mm
| [ ] |
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Acompanhamento do crescimento folicular por ultrassonografia

Fonte: producéo do proprio autor

3.2.5 Monitoramento do crescimento folicular

O  monitoramento  reprodutivo  consistiu  no
acompanhamento didrio do crescimento folicular de todas as éguas
através de palpagdo retal e exame ultrassonografico. A ultrassonografia
foi realizada com auxilio de ultrassom Aloka, modelo SSD-500 com
transdutor linear de 5,0 MHZ. Foram verificadas as caracteristicas
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uterinas, consisténcia e tamanho dos foliculos. Estes pardmetros foram
utilizados para auxiliar na execucéo do protocolo superovulatério.

O acompanhamento ultrassonografico foi realizado até
0 momento da ovula¢do. Ao longo do ciclo foi determinado o nimero
de foliculos dominantes e posteriormente o nimero de ovulagdes.

3.2.6 Inseminagdo Artificial

As inseminacfes foram realizadas com sémen fresco
pertencente a garanhfes em boas condi¢cBes reprodutivas, com
fertilidade comprovada. As éguas Quarto de Milha foram inseminadas
com um garanhdo da raca QM e as éguas Crioulas inseminadas com um
garanhdo da raca Crioula.

As coletas foram realizadas com o auxilio de uma vagina
artificial modelo Hannover. Uma amostra do ejaculado foi analisada em
microscopio dptico para a certificacdo da qualidade espermatica. A dose
utilizada variou entre 0,5 a 1 bilhdo de espermatozdides viaveis com
motilidade progressiva.

Ap0s prévia lavagem e assepsia de labios vulvares e perineo,
com auxilio de pipeta de inseminacdo, a dose de sémen era depositada
no corpo uterino. Quando necessario repetia-se a inseminagdo 48 horas
apos.

3.2.7 Coleta de Embrides

No oitavo dia ap6s a ovulacao, era realizada a coleta de
embribes pelo método ndo cirdrgico transcervical.

Inicialmente a doadora era mantida em um tronco de
contencdo adequado, a cauda enfaixada e amarrada. As fezes eram
removidas do reto e na sequéncia realizada a higienizagcdo do perineo
com 4gua e sabdo neutro sendo posteriormente enxaguada e seca com
papel toalha.

A realizacdo da coleta era por meio de lavagem uterina,
sistema fechado, com ringer lactato utilizando uma sonda de silicone
(Bivona CH 32), equipo de trés vias e filtro coletor para embrides.
Foram utilizados por coleta cerca de 3 a 5 litros de solugdo previamente
aquecidos e mantidos a uma temperatura de aproximadamente 35°C.

Com o uso de luva descartavel e lubrificada, a sonda
era introduzida na vagina, conduzida através da cervix até chegar ao
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corpo do Utero onde o baldo era inflado. A solucdo de ringer lactato era
entdo infundida para o interior do Utero, em uma quantidade suficiente
para preencher 0s cornos e 0 corpo uterino. Sempre era utilizada a
técnica da re-coleta quando ndo se observava o embrido na primeira
procura.

3.2.8 Busca e Selecdo dos Embrides

No laboratério o liquido contido no filtro coletor era
repassado para uma placa de Petri (100x20) previamente marcada. Com
uma seringa de 20 ml contendo ringer lactato realizava-se a lavagem do
copo coletor sendo escoado o liquido para o interior da placa.

O conteldo da placa era examinado com o auxilio de
um estereomicroscépio em aumento de 10 a 40x, dependendo do estagio
de desenvolvimento do embrido.

Localizando o embrido na placa de Petri, este era
removido por aspiracdo com auxilio de uma palheta de 0,5 ou 0,25 ml,
para uma placa contendo meio de manutencdo (Holding). Apds este
procedimento realizava-se a lavagem do embrido e posteriormente sua
classificacdo quanto ao estagio de desenvolvimento e grau de qualidade
de acordo com as normas internacionais estabelecidas pela Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS).

3.2.9 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o PROC GLM do
pacote estatistico SAS. As varidveis foram submetidas ao teste de Tukey
e as médias dos quadrados minimos ajustados para comparacdo multipla
utilizando o teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia de 5%.
Os valores estdo sendo apresentados como médias + SD.

3.3 RESULTADOQOS
3.3.1 Crescimento Folicular

Observou-se que o tempo de crescimento dos foliculos
até a ovulacdo foi diferente (p<0,01) entre as ragas estudadas,

apresentando uma média de desenvolvimento de 10,1 e 7,7 dias para as
Crioulas e QM, respectivamente. Porém quando avaliamos o
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crescimento folicular distribuido entre os tratamentos, observamos que
na racga Crioula, as éguas que receberam EPE apresentaram um periodo
de crescimento diferenciado em relagdo as éguas QM do grupo EPE.
Quando analisamos separadamente os grupos dentro das racas
especificas observamos que ndo houve diferenca no periodo de
crescimento folicular (ver Tabela 1).

O tamanho médio do foliculo pré- ovulatdrio foi de
37,6 £ 2,39 mm de didmetro nas éguas Crioulas e 35,9 = 3,2 mm para as
QM. A taxa média diaria de crescimento folicular nas éguas Crioulas foi
de 3,08; 2,39 e 2,89 mm no ciclo Controle, EPE e P6s-EPE. Ja nas éguas
Quarto de Milha a taxa de crescimento folicular foi de 3,49; 2,87 e 3,35
mm para 0s grupos Controle, EPE e P6s-EPE, respectivamente.

Os periodos da estacdo de monta onde foi desenvolvido
o trabalho, néo influenciaram no crescimento dos foliculos (p>0,05).

Tabela 1 — Periodo de crescimento folicular a partir do momento da
aplicacdo do luteolitico até a ovulagdo no grupo controle,
EPE e p6s-EPE na raga Quarto de Milha e Crioula.

QUARTO DE CRIOULA (dias)
MILHA (dias)
Controle 72+17 95+27
EPE 72+1,6° 11,3+1,9°
Pés- EPE 88+21 9,6+23

a, b Letras diferentes entre linhas e colunas significa diferenca estatistica
(p<0,01)

3.3.2 Dose de EPE vs Dias em tratamento

Houve diferenca entre as racas (p= 0,005) no nimero
de dias em tratamento com EPE com média de 6,6 e 4,7 dias para a raga
Crioula e QM, respectivamente (ver Tabela 2). As éguas Crioulas
receberam em média uma dose de 92,4 mg de EPE por tratamento,
enquanto que as éguas QM receberam 65,8 mg de EPE por tratamento.
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Tabela 2 — Duracdo do tratamento superovulatério (dias) no grupo EPE
das racas Crioula e Quarto de Milha.

RACA DIAS EM TRATAMENTO
Crioula 6,66°
QM 4,75

Letras a,b na coluna significa diferenca estatistica (p=0,005)
3.3.3 Numero de Ovulagbes

O tratamento com EPE influenciou o numero de
ovulagBes quando foi analisada a raca em separado (p=0,0534). E
analisando os dados em conjunto (QM + Crioula) também verificou-se
um incremento no numero de owvulages (p<0,01) naquelas éguas
tratadas com EPE (2 ovulag8es/ciclo), quando comparados ao grupo
controle e pds-EPE (1,14; 1,30 ovulacdo/ciclo, respectivamente — ver
Tabela 3). Néo foi observada influéncia do ano no nimero de ovulagdes
nas éguas estudadas (p>0,05).

Tabela 3 — NUmero de ovulagBes no grupo controle, EPE e p6s-EPE na
raca Crioula, Quarto de Milha e dados agrupados (Quarto de
Milha + Crioula)

QUARTO DE CRIOULA QM +
MILHA CRIOULA
Controle 1,12+0,35°° 1,16+0,40°° 1,14°
EPE 2,00+0,53%48 3,33+2,06%" 2,00°
Pés- EPE 1,42+0,53*° 1,16+0,40°® 1,30°

Letras a,b demonstram diferenca estatistica na coluna (interagdo tratamento
dentro de cada raga) (p< 0,01)

Letras A, B demonstram diferenca estatistica entre colunas e linhas (tratamento
vs raga) (p=0,0534)

Letras ¢, d demonstram diferenca estatistica na coluna (p< 0,01)

3.3.4 Taxa de recuperacao embrionaria
Neste trabalho foram acompanhados 41 ciclos estrais

(QM+Crioula) sendo recuperados 51 embribes vidveis. As éguas
tratadas com EPE (n=14) apresentaram 36 ovula¢fes sendo que destas
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foram recuperados 27 embrides. A taxa de recuperacdo embrionaria por
ovulagdo nas éguas tratadas com EPE foi de 75% (27/36) contra 56,25%
(9/16) do grupo controle (n=14) e 88,23% (15/17) no grupo p6s EPE
(n=13).

A taxa de recuperacdo ndo foi influenciada pelo ano e
pelo nimero de ovulagBes (p>0,05). As éguas da raca QM (n=8) que
foram superovuladas apresentaram taxa de recupera¢do embrionaria de
56,25% (9 embribes/16 ovulacdes). Ja as éguas da raca Crioula (n=6)
que foram superovuladas a taxa de recuperacdo embrionaria foi de 90%
(18 embrides/ 20 ovulacdes).

Ao analisarmos a recuperagdo embrionaria associando
o0s dados de producédo obtidos das racas QM e Crioula verificamos que
as éguas tratadas com EPE apresentaram um aumento no ndmero de
embrides recuperados (1,92 embrides), quando comparado ao controle
(0,64 embrides; p=0,0009). Porém esta diferenca ndo se mantém quando
comparamos com as éguas do ciclo pds-EPE (néo tratadas) apresentando
producdo embrionéria similar tanto as éguas EPE quanto controle (1,15
embrides; ver Tabela 4).

Tabela 4 — Taxa de recuperagdo embrionaria no grupo controle, EPE e
p6s-EPE com dados agrupados (Quarto de Milha + Crioula)

TRATAMENTOS NUMERO DE EMBRIOES
EPE 1,922
P6s-EPE 1,15
Controle 0,64°

Letras a,b demonstram diferenga estatistica na coluna P=0,0009

Os diferentes tratamentos, ndo influenciaram (p<0,05)
na recuperacdo embrionaria na raca QM, sendo recuperados 0,5+0,5;
1,140,8 e 1,2+0,4 embribes nos grupos Controle, EPE e Pds-EPE,
respectivamente. Contudo, na raga Crioula o grupo EPE apresentou
maior ndmero de embriGes recuperados em relacdo aos demais
tratamentos. As éguas Crioulas tratadas com EPE tiveram uma média de
3,0£2,0 embrides recuperados por coleta, jA nos grupos Pds-EPE e
Controle o nimero de embries recuperados foi 1,0+0,6 e 0,8+0,4
embrido, respectivamente (ver Tabela 5).
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Tabela 5 — NUmero de embrides recuperados no grupo controle, EPE e
p6s-EPE na raga Quarto de Milha e Crioula.

QUARTO DE MILHA CRIOULA
Controle 0,5+0,5° 0,8+04
EPE 1,1+0,8" 3,0+2,0°
P6s- EPE 1,2+04° 1,0+0,6°

a,b letras diferentes entre linhas e colunas demonstram diferenca estatistica
p<0,05

3.3.5 Estagio e qualidade dos embrides

O ano ndo influenciou na producdo de embrides
(p>0,05). O estagio de desenvolvimento e a qualidade embrionaria ndo
influenciaram as varidveis analisadas. Os embrifes coletados
encontravam-se em estagio de blastocisto inicial, blastocisto e/ou
blastocisto expandido, apresentando desenvolvimento condizente com o
dia da ovulacdo e coleta (ver Figura 4). Ao avaliar a viabilidade e
qualidade dos embriGes recuperados verificou-se que 90,4% dos
embrides foram classificados com grau 1 de qualidade, o restante (9,6%)
apresentava classificagdo de grau 2.
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Figura 4 - Embrides recuperados de égua Crioula submetida ao
tratamento com EPE.

Fonte: Producgéo do préprio autor.

3.4 DISCUSSAO

A dose de 7 mg (b.i.d) de EPE, mostrou-se eficiente
em promover multiplas ovulagdes, pois verificou-se que 92,9% (13/14)
das éguas responderam ao tratamento superovulatério. Bonin et al.
(2010) com a mesma dose obteve 65% (13/20) dos animais
superovulados. Farinasso (2004) relata que 76,9% (10/13) dos animais
responderam ao tratamento superovulatorio com dose de 6 mg de EPE
uma vez ao dia, porém valores mais baixos na resposta superovulatéria
como 30,8% (4/13) foram encontrados por Rocha Filho (2005) quando
utilizou dose de 4 mg de EPE. Esta grande variagdo na responsividade
ao tratamento pode estar relacionada aos diferentes preparados
hormonais, pois ndo se tem uma padronizacdo do horménio utilizado,
sendo este um pool de glandulas pituitérias, ocorrendo provavelmente
variacdo na proporcao FSH:LH dos preparados (CARMO, 2003).

Os resultados obtidos com as éguas da raca Crioula
demonstram que houve diferenca estatistica no nimero de ovulagtes
(1,16+0,40; 3,33+2,06 - controle e EPE, respectivamente) quando
comparamos com as éguas da raca QM (1,12+0,35; 2,00+0,53 — controle
e EPE respectivamente). Pesquisas tem demonstrado que o efeito da
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resposta ovariana € dose dependente, ou seja, 0 aumento da dose de EPE
promove uma maior estimulagdo ovariana (ALVARENGA et al., 2001;
CARMO et al., 2006). Tais autores utilizaram doses de 12,5 a 50mg,
uma ou duas vezes ao dia e relacionam as maiores doses com maior
numero de ovulagBes. Se analisarmos a dose com relacdo ao peso,
observa-se que as éguas Crioulas (peso médio de 345 kg) receberam
uma dose por peso maior que as éguas QM (peso médio de 532,5 kg).
Bonin et al. (2010) em éguas QM com peso entre 450 a 550 kg
obtiveram em média 1,8 ovulagbes. Mais estudos devem ser realizados
para verificar se a melhor resposta superovulatdria na raca Crioula esta
realmente ligada a maior dose recebida em rela¢éo ao peso.

A grande incdgnita no processo da superovulacdo na
espécie equina tem sido a baixa taxa na recuperacdo embrionaria. As
caracteristicas do ovério da égua (fossa de ovulacdo) e o infundibulo
(pequeno em relacdo ao ovario) fazem com que as dificuldades sejam
maiores (ALVARENGA et al., 2001). Squires e McCue (2007) relatam
gue se a dose superovulatéria € muito grande, o ovario torna-se
excessivamente estimulado e muitos dos foliculos ndo ovulam,
luteinizando. Geralmente, se uma égua tem mais de cinco ovulagdes, a
recuperacdo de embriBes por ovulacdo é menor. Quando se utiliza uma
baixa dose de EPE, ndo ocorre um estimulo excessivo, permitindo que
se obtenha uma melhor taxa de recuperacdo embrionaria. Os dados
obtidos no presente trabalho demonstraram que com o uso da baixa dose
hormonal as taxas de recuperagdo embriondria aumentam
consideravelmente, permitindo que pelo menos um embrido seja
recuperado por coleta. Foram coletados 27 embriGes de 36 ovulac@es
(14 éguas superovuladas com EPE), representando uma taxa de
recuperacdo embrionaria/ovulacdo de 75%. Os resultados demonstram
ainda que ndo houve falha na ovulacdo, pois todos os foliculos pré-
ovulatérios responderam a inducéo da ovulacdo com hCG.

Das 8 éguas QM superovuladas foram obtidos 9
embrides de 16 ovulacBes (56,25%), e das 6 éguas Crioulas
superovuladas foram obtidos 18 embribes de 20 ovulagdes (90%).
Carmo (2003) obteve valores médios de 4,25 ovulagdes e 1,5 embrides
por égua (35,29%) obtidos nos tratamentos superovulatorios dos dois
protocolos estudados (dose constante — 25 mg b.i.d ; e dose decrescente
— 40-10mg b.i.d), verificou ainda que o EPE superestimulou com
eficiéncia a atividade ovariana em éguas ciclicas, apresentando
entretanto, baixas taxas de recuperacdo embriondria. Scoggin et al.
(2002) relataram um percentual de embribes recuperados de 60%
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utilizando EPE (12,5 mg b.i.d). Alvarenga et al. (2001) observaram um
percentual de 69% e 49% de embrides recuperados por ovula¢do quando
administradas 25 mg uma e duas vezes ao dia respectivamente, com
uma média de 7,1 ovulacdes e 3,5 embrifes por égua. Bonin et al.
(2010) observaram uma taxa de recuperacdo embrionaria por ovulagdo
de 60% no grupo tratado contra 40% no grupo controle. Farinasso
(2004) utilizando uma dose de 6 mg de EPE obteve média de 1,31+0,75
embrides por ciclo, com uma taxa de recuperacdo embrionaria por
ovulagdo de 70,8%. Quando analisamos 0s resultados agrupados no
presente trabalho (QM+Crioula taxa de recuperacdo 75%
embrido/ovulacdo) verificamos que sdo ligeiramente superiores aos
demais trabalhos relatados. Se repetirmos esta analise observando
isoladamente as ragas observamos uma superioridade numérica da raca
Crioula (90%) em relagdo a QM (56,25%).

Squires & McCue (2007) afirmam que éguas com duas
a quatro ovulagdes geralmente tém uma recuperacdo de 50% de
embribes por ovulagdo. Resultados semelhantes foram observados
dentre os grupos testados com as éguas da raca QM. Demonstrou-se que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (0,5 + 0,5;
1,1 + 0,8 controle e EPE respectivamente), mas pode-se observar que o
tratamento com EPE permite que pelo menos um embrido seja
recuperado por coleta. Gimenes (2010) em estudo observou que embora
0 numero de embribes por ovulacdo tenha se mantido similar entre os
grupos tratados, resultou no dobro de embrides recuperados por coleta
em relacdo ao controle, demonstrando o beneficio do tratamento
preconizado. Esses protocolos de inducdo de ovulagdes maltiplas com
baixas doses hormonais propiciam a recuperacdo de um embrido em
média por lavado, o que ja torna viavel e interessante a aplicacdo
comercial dos mesmos.

No presente trabalho verificou-se que o ciclo Pds- EPE
ndo apresentou diferenca estatistica do ciclo Controle, mas mostrou
tendéncia a uma melhor resposta tanto em ovulagdes duplas (1,14
controle; 1,30 Pés-EPE — QM + Crioulas), quanto na recuperagdo
embrionéria (0,5 £ 0,5 controle; 1,2 + 0,4 P6s-EPE- QM e 0,8 + 0,4
controle; 1 £ 0,6 P6s-EPE- Crioulas). Quando avaliamos os dados
agrupados (QM+Crioula), verificamos que a taxa de recuperacdo
embrionéria por ovulagdo no grupo Pés-EPE foi de 88,23% (15/17).
Esta taxa mostrou-se numericamente superior ao controle 56,25 (9/16) e
grupo EPE 75% (27/36). Bonin et al. (2010) observando o ciclo p6s-
tratamento, ndo observou diferenca. Carmo (2003) também afirma que
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os periodos do ciclo estral correspondentes ao pds-tratamento
superovulatério ndo  sofreram interferéncia do  tratamento
superovulatério com EPE. Beg & Ginther (2006) afirmam que a
divergéncia é precedida por uma fase de crescimento comum de varios
dias. Durante esta fase, os foliculos crescem a uma taxa semelhante e
cada foliculo tem a capacidade para a futura dominancia. Mckinnon &
Voss (1993) relatam que os foliculos da fase antral se desenvolvem na
auséncia dos hormdnios gonadotréficos, mas existe alguma evidéncia,
no entanto, que a taxa de crescimento de foliculos pré-antrais pode ser
acelerada por gonadotrofinas. Em éguas tem sido hipotetizado que os
foliculos podem crescer tanto quanto 2 mm com suporte de
gonadrotrofinas. Suspeita-se que a aplicacdo do EPE pode estar
interferindo nesta fase de crescimento comum, ocorrendo uma
interferéncia no ciclo posterior ao tratamento. Dessa forma, mais
pesquisas sdo necessarias para afirmar se ocorre uma influéncia do
tratamento superovulatério no ciclo posterior ou foi resultado de fatores
individuais.

Ndo houve diferenca significativa no estadgio de
desenvolvimento e qualidade embrionaria dentro de nenhuma das
varidveis. Os embribes recuperados encontravam-se em fase de
desenvolvimento condizente com a data da coleta, indicando que baixa
dose de EPE, ndo compromete a maturacdo ovocitaria. Bonin et al.
(2010) em experimento verificaram que em éguas velhas ndo houve
atraso no desenvolvimento embrionario dos embrifes recuperados das
éguas tratadas com EPE, quando comparados aos embrifes recuperados
do grupo controle. O tratamento interferiu positivamente na dindmica de
crescimento do foliculo dominante propiciando a recuperagdo de
embrides em fase correta de desenvolvimento e melhorando a eficiéncia
reprodutiva. No presente estudo os embrides apresentavam boa
viabilidade e qualidade, fato este também observado por diversos
pesquisadores (ALVARENGA et al.,, 2001; PERES et al., 2007;
MACHADO, 2004).

A velocidade de crescimento folicular foi menor nas
éguas da raca Crioula (foliculo cresceu média de 2,39 mm / dia), quando
comparado as éguas da raca QM (2,87 mm / dia). Machado (2004)
observou uma taxa de crescimento folicular nos grupos tratados com
EPE de 2,2mm / dia. Segundo Ginther et al. (2008) a partir da
divergéncia, o foliculo pré-ovulatério cresce a uma taxa média diaria de
3 mm, um crescimento continuo ocorre até 2 dias antes da ovulacéo,
guando o tamanho folicular atinge um patamar de cerca de 40
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milimetros. Taxas de crescimento folicular semelhantes foram
observadas nos ciclos Controle e Pds-EPE com 3,08; 2,89 mm nas éguas
Crioulas e 3,49; 3,35 mm nas éguas QM, respectivamente.

Dessa forma, o periodo de crescimento dos foliculos
até a owvulacdo foi diferente (p<0,01) entre as racas estudadas,
apresentando uma média de desenvolvimento de 10,1 e 7,7 dias para as
Crioulas e QM, respectivamente. Em experimento Dimmick et al.
(1993) avaliando a din&mica folicular e a duracdo do estro em éguas da
raca Quarto de Milha e da raca Arabe, demonstraram diferencas entre as
racas. Dentre os parametros avaliados, verificaram que a raca Arabe
apresentou um estro mais longo (6,2 + 0,4 dias) com rela¢do as éguas da
raca QM (4,9 £ 0,38 dias). Mais estudos devem ser realizados para uma
melhor identificacdo de caracteristicas fisioldgicas relacionadas a raca
Crioula.

A duracdo média do tratamento com EPE foi de 6,1 e
4,7 dias para as éguas da raca Crioula e Quarto de Milha,
respectivamente (p<0,01). Esta diferenca provavelmente reflete a taxa
de crescimento folicular diferenciada observada nas racas.

Os tratamentos convencionais que utilizam uma ou
duas doses diarias de 12,5 a 50 mg de EPE e iniciam o tratamento no 5°
ou 7° dias apds a ovulagdo (ALVARENGA et al., 2001; SCOGGIN et
al., 2002) acabam tornando-se protocolos longos, caros e com baixa
aplicabilidade. Isto se deve ao tempo médio de aplicagBes que neste
caso acaba sendo em média de 8 a 10 dias. O protocolo utilizado no
presente trabalho teve como vantagem a diminuicdo do numero de
aplicacbes e posteriormente a reducdo dos custos com o horménio
utilizado. A reducédo na duragdo do tratamento superovulatério ocorreu
devido ao momento inicial do protocolo, onde as aplicacdes somente
iniciaram quando foram visualizados foliculos de 20 mm nos ovarios.
Esta conduta de trabalho propiciou com que houvesse uma diminuicao
no tempo (dias) de aplicacdo do EPE. Resultados semelhantes foram
observados por Gimenes (2010), que relatou média de 4 dias para éguas
tratadas com EPE desde que o protocolo fosse iniciado quando os
foliculos estivessem com diametro entre 20 a 23 mm.



40

3.5 CONCLUSAO

A taxa de crescimento folicular observada nos animais
tratados com EPE foi similar a dos animais ndo tratados, aproximando-
se das condigdes fisioldgicas.

O tratamento com EPE na dose de 7 mg b.i.d mostrou-
se efetivo, aumentando a incidéncia de ovula¢fes multiplas em éguas.

Nas éguas Crioulas observou-se uma melhor resposta
superovulatoria e taxa de recuperacdo embrionaria comparado com as
éguas da raca QM.

As éguas mantiveram a atividade ciclica ovariana ap6s
a suspensdo do tratamento com EPE, indicando que o tratamento
superovulatorio ndo interfere negativamente nos ciclos subsequentes.
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