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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar os efeitos de doses baixas do extrato de pituitaria eqiiina
(EPE) no crescimento folicular, taxa de ovulagdo e de recuperacdo embriondria em éguas
idosas. Doadoras de embrido (n=20) da raca Quarto de Milha de um programa comercial com
idade de 15 a 20 anos de idade, foram utilizadas em 3 ciclos consecutivos. O primeiro € o
terceiro ciclo foi utilizado como grupo controle e entre eles o grupo tratado com EPE no
segundo ciclo. Durante os trés ciclos as éguas foram inseminadas com sémen a fresco ou
refrigerado do mesmo garanhdo. A coleta de embrido foi realizada no dia 8 pds ovulagdo
seguida de administracdo de PG. No ciclo tratado, inje¢des de EPE (7mg/IM/duas vezes ao
dia) se iniciaram no dia 8 apds a ovulacdo até que um foliculo pré-ovulatério fosse observado.
A porcentagem de éguas com mais de uma ovulacdo foi comparada pelo teste de Fisher e a
média do numero de ovulacdes e embrides, assim como o diametro folicular, entre os ciclos
foram comparados usando ANOVA. A porcentagem de éguas com mais de uma ovulacio e o
nimero de ovulagdes foram maiores (p<0,05) no ciclo tratado com EPE (65% das éguas e 1,8
ovulacdes) do que o grupo controle antes (5% e 1,0) e depois do tratamento (5% e 1,0). O
nimero de embrides recuperados por ciclo também foi maior (p<0,05) no grupo tratado com
EPE (1,0/ciclo) comparado com os ciclos controle (0,42/ciclo). Entretanto a taxa de embrido
recuperado por ovulacdo foi similar (p>0,05) entre os grupos controles (0,4
embrido/ovulagdo) e o ciclo tratado (0,6 embrido/ovulagdo). A taxa de gestacdo dos embrides
transferidos foi similar entre o grupo tratado (14/20-70%) e o ndo tratado (9/17 -55%). O
tratamento com EPE possibilitou a recuperagdo de embrides com estagio de desenvolvimento
mais compativeis ao estdgio embrionario. Baseado nos resultados do presente experimento,
concluimos que o tratamento com EPE foi capaz de aumentar a eficiéncia reprodutiva de
¢guas idosas doadoras de embrido, recuperando ao menos um embrido por ciclo.

Palavras-chave: égua idosa, ovulagdes multiplas, extrato de pituitdria equina, transferéncia
de embrides
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EFFECT OF EQUINE PITUITARY TREATMENT ON OVARIAN RESPONSE AND
REPRODUCTIVE EFFICIENCY OF OLD MARES IN A EMBRYO TRANSFER
PROGRAM

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of the use of low doses of equine pituitary
extract (EPE) on follicular growth, ovulation rate and embryo recovery rates in old mares.
Embryo donors (n=20) of Quarter Horse breed from a commercial embryo center aging 15 to
20 years old , were used during 3 consecutive cycles. The first and third cycles were used as
control being the EPE treatment performed on the second cycle. During the 3 estrus mares
were inseminated with cooled or fresh semen from the same stallion.The embryo flushing’s
were performed on day 8 post-ovulation and were always followed by administration of PG.
On the treated cycle, EPE injections (7mg twice daily i.m.) were started on day 8 after
ovulation until a pre-ovulatory follicle was observed. The percentage of mares with more than
one ovulation was compared by means using Fischer’s test and the mean number of
ovulations and embryos, as well as follicular diameters, between cycles were compared using
Student’s ¢ test. The percentage of mares with more than one ovulation and number of
ovulations were higher (p<0.05) in the EPE-treated cycle (65% of mares and 1.8 ovulations)
than in the control cycle before (5% and 1.0) and after treatment (5% and 1.0). Also the mean
number of embryos recovered per cycle were higher (p<0.05) on EPE treated cycle
(1.0/cycle) than in no treated cycles (0.42/cycle). However the embryo rate per ovulation was
similar (p>0.05) between no treated cycles (0.4 embryo/ovulation) and treated cycle (0.6
embryo/ovulation). The treatment with EPE allowed the recovery of embryos in stage of
development more compatible with the embryonic age. The pregnancy rates of the transferred
embryos was also similar between embryos recovered or treated (14/20-70%) and non treated
cycles (9/17 -55%). Based on the results of the present experiment we can concluded that EPE
treatment was able to increase the reproductive efficiency of old embryo donor mares,
providing the recovery of at least one embryo on average per cycle.

Key words: old mare, multiple ovulations, equine pituitary extract, embryo transfer.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON EXTRACTO DE PITUITARIA EQUINA EN
LA RESPUESTA DEL OVARIO Y EFICIENCIA REPRODUCTIVA DE YEGUAS
VIEJAS DONADORAS DE EMBRIONES

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del uso de bajas dosis de extracto de pituitaria
equina (EPE) en el crecimiento folicular, la tasa de ovulacion y la tasa de recuperacion de
embriones en yeguas de edad. Hemos utilizado 20 yeguas donantes cuarto de milla de edades
comprendidas entre 15 y 20 afos, por tres ciclos consecutivos. Los ciclos primero y tercero
fueron utilizados como ciclo control del tratado con EPE (ciclo segundo). En los tres periodos
de celo, las yeguas fueron inseminadas con semen fresco o refrigerado del mismo semental.
El lavado del utero para la recuperacion de embriones se hizo el dia 8 después de la
ovulacién. En el ciclo tratado, la administracion del EPE (7 mg/IM dos veces al dia) se inicid
en el octavo dia después de la ovulacion y se realizé hasta la observacion del foliculo que se
va a ovular. El porcentaje de yeguas con mas de una ovulacién se compard con el “test de
Fischer”, y la media de ovulaciones, los embriones y los diametros foliculares entre los ciclos
se compararon mediante analisis de varianza seguido del test de tuckey. El porcentaje de
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yeguas con mas de una ovulacion y la cantidad de ovulaciones fue mayor (p<0,05) en el
grupo tratado con EPE (65% de las yeguas y 1,8 ovulaciones) que en el ciclo control antes del
tratamiento (5% y 1,0) y después del tratamiento (5% y 1,0). La cantidad de embriones que se
han recuperado por ciclo también fue mayor (p<0,05) en el ciclo tratado con EPE (1,0
embriones/ciclo) que en los ciclos no tratados (0,42 embriones/ciclo). Sin embargo, la tasa de
embriones por la ovulacion fue similar (p>0,05) entre los ciclos sin tratamiento (0,4
embrion/ovulacion) y el ciclo tratado (0,6 embrion/ovulacion). La tasa de embarazo de
embriones transferidos fue similar entre los embriones recuperados del ciclo con tratamiento
(14/20-70%) y del ciclo sin tratamiento (9/17-55%). Con estos resultados se puede concluir
que el tratamiento con EPE es capaz de mejorar la eficiencia reproductiva de las yeguas viejas
donantes de embriones, y que proporciona una recuperacion de al menos un embridon por cada
ciclo.

Palabras-clave: yegua vieja, ovulaciones multiplas, extracto de pituitaria equina,
transferencia de embriones

INTRODUCAO

Em equinos as fémeas obtém seu maior valor econdmico quando sua progénie se
destaca, isto ocorre na égua quando passada sua vida média reprodutiva, coincidindo com a
diminui¢ao dos indices de fertilidade, a partir de 15 anos de idade (1). Essas reprodutoras com
idade avancgada representam de 10 a 25% das éguas que estdo em programa de reprodugao.
Alguns indices reprodutivos diferem entre éguas velhas e jovens quanto a prenhez/ciclo (32 e
65%), nascimentos (54 e 82%) e perda embrionaria (29 e 7%). A morte embriondria precoce
pode alcancar 62% em éguas velhas, com mais de 15 anos e chegar a somente 11% naquelas
com idade entre 5 e 7 anos (2). Esta diminui¢do da eficiéncia reprodutiva pode estar
relacionada a disfung¢des neuro-enddcrinas, perda gestacional ou uma combinagdo delas (3).

A disfuncdo ovariana pode ser responsabilizada pela queda da eficiéncia reprodutiva em
¢guas idosas. Os niveis séricos do FSH e a atividade folicular durante a fase luteal sdo
maiores em éguas de 15 a 19 anos do que naquelas com mais de 20 anos ou com 5 a 7 anos
(4). Elevadas concentracdes de FSH, sem concomitantes alteragcdes na concentragdo de LH,
aparentam ser os sinais iniciais de alteracdo da reprodu¢do em éguas. Este aumento de FSH
poderia estimular uma maior propor¢do de foliculos primordiais a entrar neste grande pool de
foliculos e, por consequéncia, acelerar a depressdo da reserva de foliculos primordiais (5).

De modo geral, o declinio reprodutivo que ocorre nas éguas mais velhas (acima de 20
anos) esta relacionado com uma sequéncia de eventos que se somam para provocar uma
faléncia reprodutiva generalizada. Somando-se uma prolongada fase folicular, menor niimero
de foliculos, menor taxa de crescimento do foliculo ovulatorio com uma ovulacao deficiente o
resultado pode ser uma inatividade folicular ou alteragdes na maturacdo do oocito (4). Esses
eventos inviabilizam o processo reprodutivo, uma vez que, a qualidade do odcito ¢ o fator
primario que afeta a performance reprodutiva nessas éguas idosas (6).

A fémea equina ¢ monovular e a possibilidade de se incrementar o nimero de ovulagdes
no ciclo estral traz consigo potenciais beneficios como o aumento no nimero de odcitos
disponiveis para aplicagdo de diferentes técnicas de reproducdo assistida e aumento no
nimero de embrides recuperados em uma Unica colheita, com consequente reducio dos custos
do programa de transferéncia de embrides (7).

A ocorréncia de ovulagdes duplas espontidneas em éguas ¢ um fator que incrementa a
recuperagdo de embrides. Pesquisas tém se dedicado ao estudo dos fatores responsaveis pela
baixa recuperagdo embrionaria em éguas superovuladas e ao desenvolvimento de protocolos
que driblem esses fatores, que produzam menos efeitos adversos e promovam estimulagdo
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moderada e ndo excessiva dos ovarios (8). Dessa forma, Farinasso (9) e Alvarenga et al (8)
utilizaram doses de EPE mais baixas do que as utilizadas para superovula¢do e obtiveram
aumento no numero médio de ovulagdes, provocado pela maior incidéncia de ovulagdes
duplas e triplas, e de embrides recuperados em éguas.

Os referidos trabalhos nos motivaram a investigar a aplicabilidade de baixa dose de EPE
para incrementar o numero de ovulagdes e embrides recuperados em ¢€guas, partindo da
hipétese de que a aplicagdo exodgena de EPE poderia atuar beneficamente aumentando o
numero de ovulagdes por ciclo, bem como melhorando a maturacdo folicular e oocitaria por
levar a um aumento dos niveis séricos de LH.

MATERIAL E METODOS
Animais e manejo geral

O trabalho foi realizado em duas estag¢des reprodutivas 2006/2007 ¢ 2007/2008 entre os
meses de setembro a janeiro na Central de Reproducdo de Eqiiinos Guilherme Gregolin
Services Center Inc., no municipio de Tatui, Sdo Paulo, Brasil. Foram utilizadas 20 éguas
Quarto de Milha, doadoras de embrido, em atividade reprodutiva com idade entre 15 e 20
anos (média de 16,9 anos) e peso de 450 a 550 Kg. Essas éguas eram mantidas em piquetes de
capim “coast cross” (Cynodon dactylon) e capim-transvala (Digitaria decumbens) com acesso
a agua e sal mineral a vontade e 4 kg de racdo comercial para eqiiinos contento 12% de
proteina duas vezes/dia.

Controle do ciclo estral e tratamentos

Apos terem sido monitoradas e inseminadas durante o estro imediatamente anterior ao
inicio do experimento, as éguas doadoras foram submetidas ao procedimento de colheita de
embrido no oitavo dia pos-ovulacdo. Nesse mesmo dia receberam, por via intramuscular, 7,5
mg de dinoprost-trometamina (Lutalyse, Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) e foram incluidas no grupo
experimental. Trés ciclos estrais consecutivos foram monitorados nas éguas pertencentes ao
grupo experimental, o primeiro (G1) e o terceiro (G3) ciclo estudados serviram de controle e
no segundo ciclo (G2 foi realizado o tratamento com EPE, dessa forma, cada animal utilizado
foi seu proprio controle.

No segundo dia apds aplicacao do luteolitico as éguas doadoras de embrido pertencentes
ao experimento tiveram sua atividade ovariana e condi¢do uterina monitoradas diariamente
por ultrassonografia transretal com aparelho equipado com transdutor linear de 6 e 8 MHz
(Pie-Medical 485, Holanda). Os diametros dos maiores foliculos foram determinados por
meio da média aritmética das duas maiores distancias transversais do antro folicular em uma
unica imagem congelada no monitor do aparelho de ultrassonografia (10).

Os foliculos foram mensurados, os ovarios foram mapeados identificando a posi¢do de
cada foliculo, sendo usado como referéncia a posi¢ao do corpo liteo ou de outros foliculos a
fim de se manter a identidade dos dois maiores foliculos encontrados. Quando era observado
mais de um foliculo dominante foi feita a média entre eles para comparagdes futuras.

Os animais pertencentes a0 Grupo EPE (n=20) receberam 7,0 mg de extrato de
pituitaria eqiiina por via intramuscular duas vezes ao dia (entre 7 e 8 horas da manha e uma
segunda aplicacdo entre 17 e 18 horas). O extrato de pituitaria utilizado no presente trabalho
foi produzido no Laboratorio de Reprodugdo Animal do Departamento de Reprodugdo
Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ, Unesp-Botucatu, SP, Brasil, conforme descrito por
Guillou e Combarnous (11). As hipdfises para preparagdo do Extrato de Pituitaria Eqiiino
foram obtidas no frigorifico de Eqiiinos Miramar, localizado na cidade de Pelotas, RS.
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Inseminacao Artificial, Coleta e Transferéncia dos Embrioes

Um tnico garanhao de fertilidade comprovada foi utilizado como doador de sémen. As
colheitas eram realizadas em vagina artificial e com auxilio de uma égua em cio devidamente
contida; o sémen era filtrado para a remog¢ado da fracdao gelatinosa e possiveis contaminantes.
A concentragdo espermatica era determinada em camara de Neubauer e a motilidade
espermadtica avaliada em microscopio Optico, o sémen era entdo diluido em meio diluente a
base de leite desnatado Botu-sémen®™ (Biotech Botucatu - Botucatu - SP).

Durante o estro, ap6s a deteccao de pelo menos um foliculo com 35 milimetros (mm) de
didmetro, as éguas eram inseminadas com no minimo 1 x 10° espermatozéides méveis. As
inseminagdes foram refeitas apos 48 horas caso ndo fosse detectada a ovulagdo. Quando
ocorreu o desenvolvimento de mais de um foliculo pré-ovulatério as inseminag¢des foram
realizadas no maximo até 24 horas apos a primeira ovulagcdo. As ovulacdes foram induzidas
por meio da administragdo de 1 mL de Deslorelina intramuscular, mediante a deteccdo de
pelo menos um foliculo ovariano com 35 a 40 mm de didmetro. Vale ressaltar que os
protocolos de inseminagdo artificial e indugdo das ovulagdes foram os mesmos para os ciclos
controle e tratado.

Passado o ciclo controle ¢ finalizada a colheita e a avaliagdo do embrido no oitavo dia
pos-ovulacdo, era iniciado o tratamento para inducdo de ovulagdes multiplas com EPE. Esse
protocolo de tratamento foi administrado a partir do dia 8 até o dia anterior a inducdo das
ovulacdes com a administra¢ao de 1 mL de Deslorelina.

No oitavo dia apos a ovulacdo, por meio de lavagem uterina utilizando 3 litros de
solucdo de Ringer com lactato a 35°C, conforme descrito por Alvarenga et al. (12), os
embrides foram recuperados.

Os embrides foram transferidos através do método ndo-cirrgico (transcervical) para
receptoras ciclantes que haviam ovulado entre 5 e 8 dias anteriores ao dia da transferéncia. No
periodo entre quatro e seis dias apds a transferéncia dos embrides, as receptoras eram
examinadas por ultrassonografia transretal no intuito de se detectar a presenca ou auséncia da
vesicula embriondria.

Analise Estatistica

Valores percentuais para variaveis qualitativas foram comparados pelo teste de Fischer.
Varidveis quantitativas (nimero de ovulagdes, embrides por ciclo, duracio da fase folicular e
crescimento médio diario do foliculo dominante) foram comparadas pela andlise de variancia
(ANOVA). Uma probabilidade de p<0,05 indicou diferenca significativa.

RESULTADOS

O percentual de éguas com multiplas ovulagdes no ciclo pré-tratamento (Gl), ciclo
tratado com EPE (G2) e ciclo poés-tratamento (G3) foi de 5% (1/20), 65% (13/20) e 5% (1/20),
respectivamente (p<0,05). Em nenhum dos ciclos foi observado falha da ovulagdo ou mesmo
desenvolvimento de foliculos hemorragicos. Nos ciclos com mais de uma ovulacdo, o
intervalo inter ovulatdrio variou de 24 a 48 horas.

O tratamento com baixa dose de EPE resultou em maior nimero de ovulagdes e
embrides por ciclo (p<0,05) em comparagdo aos ciclos controle pré e pds tratamento. Nao
foram observadas diferengas significativas (p>0,05) no nimero de ovulagdes entre os grupos
controle. Da mesma forma, n3o foram encontradas diferengas significativas quando
comparado o nimero de embrides recuperados por ovulagdo entre G1, G2 e G3 (p>0,05). O
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numero de ovulagdes por égua foi significativamente superior nos ciclos tratados com EPE
quando comparados ao obtido nos grupos G1 e G3. O tratamento com EPE também resultou
em maior numero de embrides recuperados por égua por ciclo (p<0,05). Os resultados estao
apresentados na tabela 1.

Os grupos G1 e G3 alcancaram taxas de 60% (12/20) de lavados negativos e para o
grupo tratado com EPE essa taxa de embrides ndo recuperados permaneceu em 30% (06/20),
esse fato indica uma possivel tendéncia de significancia do grupo tratado com EPE em relagao
aos grupos controle (p=0,11). Quando agrupamos os grupos controle (Gl + G2) em
comparagdo ao grupo tratado com EPE (GIl) obtivemos uma diferenca significativa de
lavados negativos (p<0,05) dos grupos controle 60% (24/40) contra 30% (6/20) do grupo
tratado.

O tratamento com baixa dose de EPE resultou em encurtamento da fase folicular
(diminuicdo do numero de dias) da aplicacdo da prostaglandina (D8) até¢ um dia antes da
ovulacdo (p<0,05) diferindo do ciclo controle pds-tratamento (G3). Mas ndo houve diferenca
significativa entre o grupo tratado (G2) e o grupo pré-tratamento (G1). Tendo sido o tempo
em dias médio de 10,2 £1,7; 9,4+ 1,9; 10,9 + 1,4 para G1, G2 e G3 respectivamente.

Nao foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05) quanto ao crescimento folicular
médio, em milimetros, do foliculo dominante do dia D10 até o momento da ovulagdo do ciclo
subsequente nos diferentes grupos. Os valores médios de crescimento folicular nesse periodo
para os grupos G1, G2 e G3 foram de 19,7 = 6,3; 21,4 £ 5,4 ¢ 22,9 + 4,5, respectivamente. A
taxa média de crescimento folicular diério foi de 2,5 £ 0,7; 2,8 + 0,6 ¢ 2,6 + 0,4 nos grupos
G1, G2 e G3, respectivamente. Em 40 % (8/20) dos ciclos tratados com EPE e 15 % (6/40)
dos ciclos nao tratados observou-se crescimento folicular médio didrio > a 3mm (p<0,05).

O tratamento com baixa dose de EPE resultou em maior nimero de embrides
recuperados no lavado uterino (p<0,001) oito dias apdés a ovulagdo com grau de
desenvolvimento condizente com idade gestacional na época da coleta (blastocistos ou
blastocistos expandidos) ou moérulas e blastocistos iniciais em D6, provenientes de ovulagdes
assincronicas nas éguas com multiplas ovulagdes. Por outro lado ndo foram observadas
diferencas significativas no grau de desenvolvimento dos embrides recuperados entre os
grupos controle. Tendo sido 100 % condizentes no grupo tratado e contra 40% em média nos
dois grupos controle .

No tratamento com baixa dose de EPE (G2) foram observadas maiores taxas de prenhez
(70%) quando comparado aos grupos controle no pré-tratamento (G1) e pds-tratamento (G3),
55,5% e 50%, respectivamente (p<0,05).

Foi também detectada diferenga significativa (p<0.05) quando comparada a eficiéncia
do programa (taxa de recupera¢do embriondria x taxa de prenhez) entre ciclos tratados e
ciclos nao tratados. Tendo sido de 21,8 % (42% x 52%) para os grupos controle e de 70%
(100% x 70%) para o grupo tratado.

A taxa de morte embrionaria precoce nas éguas tratadas com EPE (G2) foi de 7,1%
(01/14), ndo diferenciando (P>0.05) dos grupos controle que foi de 20% (01/05) no G1 e 0%
(0/04) no G3.

DISCUSSAO

O tratamento com EPE foi capaz de estimular com eficiéncia a atividade ovariana em
¢guas idosas ciclicas, onde o percentual delas com multiplas ovulagdes no ciclo tratado com
EPE (G2) foi de 65% (13/20) enquanto os grupos controles, no pré e pds-tratamento, foram de
5% (1/20). Valores diferentes e mais altos sdo relatados, Farinasso (9) descreve uma
porcentagem de 76,9% de multiplas ovulagdes utilizando doses de 4 ¢ 6 mg de EPE em éguas
ciclantes, porém valores mais baixos foram encontrados, como os de 30,8% de Rocha Filho
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(13). Em nenhum dos ciclos dos grupos controle ou grupo tratado foi observado falha da
ovulacdo ou mesmo desenvolvimento de foliculos hemorragicos, o que seria esperado,
segundo alguns autores, tanto para ¢guas superovuladas (14, 15) como para as éguas idosas.

No presente trabalho obtivemos em média 1,0 (G2) embrido por ciclo, média superior
aos grupos controle que tiveram 0,45 (G1) e 0,4 (G3) embrido por ciclo. A média do grupo
tratado foi muito préxima ao obtido por Carmo (16), que com seu protocolo de superovulagao
em éguas, 25 mg de EPE duas vezes ao dia, obteve em média 1,1 embrido por ciclo. Porém,
este autor obteve uma taxa de recuperacdo embriondria por ovulacdo mais baixa que a do
presente experimento (30%). Outros trabalhos com multiplas ovulagdes relatam a recuperagao
de 1 a 2 embrides por ciclo (9, 17, 18). Considerando a média de recuperagdo embrionaria do
grupo controle (0,45 e 0,4) pode-se verificar que estas foram menores que as médias
esperadas (0,6 embrides/ciclo) em programas de transferéncia de embrides segundo
Alvarenga et al. (8) e (0,7 embrides/ciclo) Hunt et al. (19) em éguas de 15 a 19 anos e
similares as reportadas por Vogelsang e Vogelsang (20) que obtiveram 51% de recuperacdo
embriondria em éguas de 9 a 17 anos, contudo superior as relatadas por Fleury et al. (21),
relatando uma taxa de 24,1 % em éguas com mais de 18 anos.

Analisando o numero de embrides recuperados por ovulagdao obtivemos 0,4 (40%) nos
grupos controle e 0,6 (60%) no grupo tratado, o que ndo diferiu significativamente. Estes
dados sdo similares aos descritos por Woods e Ginther (17) que apos tratamento com EPE
obtiveram taxa de 0,6 embrido por ovulagcdo, mas sdo taxas superiores quando comparados
aos trabalhos de Alvarenga (22) com 49%, Scooggin et al. (23) com 43,2%, Carmo (16) com
30,2% e Machado et al. (24) com 26%. Dessa forma, os dados obtidos s@o corroborados pelos
achados de Carmo et al. (25) que observaram ser maior a taxa de recuperagdo por ovulagao
em éguas com menos de 3 ovulagdes por ciclo.

Comparando os lavados que ndo recuperaram embrides, a0 agruparmos 0S grupos
controle (G1 + G3) em comparagdo ao grupo tratado com EPE (G2) obtivemos 60% (24/40)
de lavados negativos nos grupos controle contra 30% (6/20) no grupo tratado, assim diferindo
estatisticamente. As éguas do grupo tratado tiveram uma taxa de lavados negativos similares
ao reportado na literatura para éguas nao superovuladas e reprodutivamente normais e
inferiores as apresentadas por Farinasso (9) que obteve 45% de lavados negativos.

A partir do décimo dia posterior a uma ovulagdo até¢ um dia anterior a ovulagdo
subsequente os valores médios de crescimento folicular desse periodo para os grupos G1, G2
e G3 foram de 19,7 + 6,3; 21,4 £ 5,4 ¢ 22,9 £ 4,5 milimetros, respectivamente. Dessa forma,
ndo foram observadas diferencas significativas entre eles. Quando eram observados dois ou
mais foliculos o controle do crescimento era feito pela média entre eles. A taxa média de
crescimento folicular diario foi de 2,5 + 0,7; 2,8 = 0,6 e 2,6 + 0,4 milimetros nos grupos G1,
G2 e G3, respectivamente. Outras pesquisas com multiplas ovulagdes encontraram taxa de
crescimento folicular didrio de 2,1mm/dia por Palmer (26) e 2,25mm/dia relatado por Ginther
(27) em éguas nao tratadas com EPE.

Quando analisadas individualmente, foi observado no grupo tratado com EPE um
maior percentual de éguas com foliculos com taxa de crescimento igual ou maior a 3,0mm
(40% x 15%). Jacob (28) observou que nos 4 dias anteriores a ovulacdo a taxa de crescimento
do foliculo dominante das éguas jovens se aproximou de 3,0mm/dia tendo sido superior as
taxas de crescimento folicular observadas em éguas de meia idade (2,5mm/dia) e velhas (2,1
mm/dia).

Observamos que o tratamento com baixa dose de EPE resultou em maior nimero de
embrides no oitavo dia apés deteccdo da primeira ovulagdo e com grau de desenvolvimento
compativel com idade gestacional em D8 (blastocistos ou blastocistos expandidos) ou
moérulas e blastocistos iniciais em D6 nas ovulagdes assincronicas naquelas éguas com
multiplas ovulacdes. A literatura revela que nas éguas idosas (>18 anos) existe um atraso no
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mecanismo de transporte embriondrio do oviduto ao utero. Um atraso no desenvolvimento de
até 36 horas ¢ esperado nos embrides de éguas velhas em relagdo aos embrides de éguas
jovens (4). Este atraso no desenvolvimento embrionario pode ser consequéncia de defeitos
intrinsicos nos embrides, meio de desenvolvimeto pobre na tuba uterina e/ou utero e
inseminacao pos-ovulatoria (27).

Rambags et al. (29), observaram que os embrides de éguas jovens (<12 anos) possuiam
mais mitocondrias do que seus odcitos, ja nas éguas idosas (>15 anos) a quantidade de
mitocondrias ndo aumentou nos embrides quando comparado aos seus oocitos, indicando um
atraso na replicacdo mitocondrial. Observamos no presente trabalho que em 58,8% dos
embrides recuperados nos grupos controle estavam com desenvolvimento ndo condizente ao
oitavo dia ap6s a ovulacdo, ou seja, eram morulas ou blastocistos iniciais. Entretanto ao tratar
estas éguas com EPE este atraso ndo foi verificado em 100% dos embrides, sugerindo que o
EPE teve efeito na maturagdo deste odcito e transporte mais rapido deste embrido ao utero.

A taxa de prenhez por ciclo dos embrides coletados foi de 25% (5/20) no G1, 70%
(14/20) no grupo tratado com EPE (G2) e 20% (4/20) no G3. Se compararmos a taxa de
prenhez por ciclo nas éguas idosas temos uma média de 32% de prenhez, um pouco acima do
grupo controle mas muito inferior ao grupo tratado com EPE.

A taxa de prenhez por embrido nas éguas tratadas com EPE (G2) foi de 70 % (14/20),
mostrou tendéncia (p=0.07) em ser superior nos ciclos tratados diferenciando do grupo
controle que foi de 55,5% no G1 e 50% no G3. Autores demonstraram que a taxa de prenhez
de embrides de éguas de 15 a 19 anos foi de 54,2 % citado por Hunt et al. (20), 52 % em
éguas 9 a 17 anos e 56% em éguas de 18 a 28 anos citado por Vogelsang e Vogelsang (20),
65% em éguas de 10 a 18 anos relatado por Carnevale et al. (30). Valores semelhantes foram
encontrados no presente trabalho nos grupos controle G1 e G3 com idade de 15 a 20 anos. Os
embrides com estagio mais lento de desenvolvimento, menores que o esperado e estagios
iniciais de desenvolvimento no dia 7 ou 8 (D7 ou D8) resultam em taxas menores de prenhez
apods inovulagdo (4). Entretanto a taxa de prenhez (70%) por embrido no grupo tratado com
EPE (G2) foi superior ou semelhante aos dados da literatura para doadoras jovens nao tratadas
que alcangaram 67,7 % em éguas de 2 a 9 anos (30), 65,4% nas éguas de 8 a 14 anos (19) e
com a taxa média de prenhez em programas de transferéncia de embrido de 60% (8) e 70%
(7).

A eficiéncia do programa, ou seja, a relacdo entre a taxa de prenhez e a taxa de
recuperagdo embriondria foi superior nas éguas tratadas com EPE (70%) quando comparadas
as nao tratadas (21,8%), demonstrando que o uso do EPE em baixas doses beneficia altamente
as éguas na faixa etaria do presente experimento (15 a 20 anos).

No que diz respeito as taxas de perda embrionaria precoce (até 50 dias) os resultados
ndo diferiram entre os grupos. Reafirmando os achados de varios autores (21, 30) os quais
observaram taxas similares de perda embriondria entre éguas idosas e jovens apds TE para
receptoras reprodutivamente saudaveis. Contudo contradizem os resultados de Carnevale et
al. (30) que observaram uma taxa de perda embrionaria de 20,5% em embrides de éguas
idosas transferidos contra 13,3% em éguas jovens e Vogelsang e Vogelsang (20), 24% em
éguas de 9 a 17 anos e 14 % em éguas de 2 a 8 anos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente experimento permitem concluir que a administragao
de Extrato de Pituitaria Equina em ¢éguas idosas doadoras de embrides interferiu
positivamente na dindmica de crescimento do foliculo dominante, aumentou a incidéncia de
multiplas ovulagdes, incrementou a taxa de recupera¢do embriondria por ciclo, propiciou a
recuperagdo de embrides em fase correta de desenvolvimento e melhorou a eficiéncia
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reprodutiva das doadoras tratadas. Dessa forma, surge uma alternativa para otimizar o
processo reprodutivo dessas éguas. Contudo o uso em larga escala do EPE ¢ limitado pelo
reduzido numero de matadouros de equinos bem como pelo elevado custo de produgao.
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