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MONTECHIESI, D.F. Efeito da aspiracao folicular sobre a concentracio de
progesterona plasmatica em éguas ciclicas. Botucatu. 2009 Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da aspiragao de foliculos
>25mm sobre a concentracio de progesterona plasmdtica em éguas. O crescimento
folicular foi acompanhado diariamente e um tnico foliculo ovariano foi aspirado, exceto
quando uma co-dominancia foi observada. Neste caso, ambos os foliculos foram aspirados
no mesmo momento quando atingiram o didmetro esperado nos respectivos grupos: F
225mm (n = 6), F 230mm (n = 6), F 235mm (n = 6), F pré-ovulatério (n = 6). O Grupo
controle (n = 5) ndo foi submetido a aspiracdo, acompanhando-se as ovulagdes
espontaneas. A avaliagdo ultrassonogrifica dos ovdrios foi realizada a cada 24 horas
iniciando-se 48 horas antes da aspiracdo folicular (DO = dia da aspira¢do), continuando até
a ovulacdo subsequente. Para a andlise estatistica, foi utilizada a andlise de varidncia de
perfil seguida do método de Tukey com nivel de significAncia de 5% para todas as
variaveis, exceto: (1) animais que responderam a aspiragdo folicular atingindo
concentracdes de 2ng/mL de progesterona; (2) presenca ou auséncia de estrutura litea
visualizada pela ultrassonografia, onde foi utilizado o teste do qui-quadrado. A
concentracdo de progesterona foi >2ng/mL, entre os dias 4,0+0,4 e 7,3+0,5 apds a
aspiragdo. O intervalo entre a aspiracdo e a lutedlise foi de 16,0+0,5 a 19,0+1,4 dias e entre
a aspiracdo e a ovulacdo foi de 17,242,8 a 23+0,5 dias. A concentracio maxima de
progesterona alcancada variou entre 6,4+2,6 ¢ 10,9+1,8ng/mL e ocorreu entre os dias
8,743,4 e 11,5£1,2. A aspiracdo folicular em todos os grupos permitiu que as células
foliculares se transformassem em estrutura hormonalmente ativa, produtora de

progesterona em niveis compativeis com o diestro.

Palavras-chave: aspiracio folicular; corpo liteo; éguas; progesterona; ultrassonografia.
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MONTECHIESI, D.F. Follicular ablation effect on plasmatic progesterone
concentration in cycling mares. Botucatu. 2009 Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The present study aims to verify the follicles >25mm ablation effect on plasmatic
progesterone concentration in mares. Follicular growth was daily accompanied and only
one follicle was ablated, excepted when codominance was observed. At this case, both
follicles were ablated at the same moment when achived the expected diameter for the
following groups: F 225mm (n = 6), F 230mm (n = 6), F 235mm (n = 6), F pre-ovulatory
(n = 6). Control group (n = 5) was not submitted to ablation and the spontaneous
ovulations were followed. Ultrasound evaluations of the ovaries were done every 24h
beginning 48h after follicular ablations (D0 = day of ablation), continuing until subsequent
ovulation. For statistical analysis, profile analysis followed by Tuckey method was used
with a significance level of 5% for all variables excepted for: (1) animals that responded to
follicular ablation achieving progesterone concentrations of 2ng/mL; (2) presence or
absence of a luteum structure observed by ultrasound were analysed by Qui-square test.
Interval between aspiration and luteolysis varied from 16,0+0,5 to 19,0+1,4 days and
between ablation and next ovulation varied from 17,2+2,8 to 23+0,5 days. Maximum
concentration of progesterone varied from 6,4+2,6 and 10,9+1,8ng/mL and occurred
between days 8,7+3,4 and 11,5+1,2. In all groups, follicular ablation allowed follicular
cells to become an active hormonal structure, which produced progesterone in

concentrations similar to diestrous.

Key-words: follicular ablation; copus luteum; mares; progesterone; ultrassonographic.



1. INTRODUCAO

A utilizagdo da transferéncia de embrides e o desenvolvimento de outras
biotecnologias aplicadas ao embrido equino vém aumentando ao longo dos anos. Dentre
elas, a superovulagdo, transferéncia de odcitos, injecdo intracitoplasmatica de gametas
(ICSI), transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT), criopreservacdo de embrides, sdo
as mais utilizadas (SQUIRES et al., 2003).

Com um técnico experiente, as taxas de recuperagdo embriondria entre 60% e 80%
podem ser alcancadas em doadoras férteis, porém, apds a transferéncia dos embrides, as
taxas de prenhez raramente excedem 65% (SQUIRES et al. 1999; CARNEVALE et al.,
2000).

O sucesso de um programa de transferéncia de embrides depende de varios fatores,
dentre eles, a utilizacdo de éguas receptoras com boa condi¢do uterina e capazes de
produzir progesterona pelos corpos liteos em quantidades adequadas no primeiro terco da
gestacdo. O manejo das éguas receptoras € provavelmente um dos fatores mais criticos que
afetam as taxas de prenhez por necessitar da sincronizacdo entre doadoras e receptoras;
uma grande quantidade de receptoras € necessdria para garantir uma sincronizagdo segura.
Porém, essa condi¢do, além de ser cara, consome tempo. Métodos alternativos que
facilitam as técnicas de manejo tém sido descritos, como o uso de hormdnios para induzir o
estro e a ovulacdo, associagdo de estrégeno e progesterona para manutencio da gestacio
em receptoras aciclicas (LAGNEAUX & PALMER, 1997), assim como em éguas
ovariectomizadas (McKINNON et al., 1988).

A aspiracdo transvaginal de foliculos com didmetro >25mm visando originar uma
estrutura luteinizada capaz de produzir progesterona pode ser uma alternativa como um
método para a preparacdo de receptoras de embrides (HAYNA et al., 2004; 2006), por ser
pratico e minimamente invasivo. A aspiracdo de foliculos maturos em éguas ciclicas pode
resultar na formacao de tecido luteal (HINRICHS et al., 1991), no entanto sdo necessarios
estudos que caracterizem a formacdo, desenvolvimento, longevidade desta estrutura e
determinac@o das concentragdes de progesterona produzidas ao decorrer do ciclo estral, o

que € o objetivo do presente trabalho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fisiologia do ciclo estral

O comprimento médio do ciclo estral nos equinos € de 21 a 22 dias com variacio de
16 a 26 dias, sendo dividido em estro (fase estrogéncia) e diestro (fase progesterdnica). O
estro caracteriza-se pelo predominio de estrégenos, relaxamento cervical, presenca de
foliculo pré-ovulatério e edema endometrial, enquanto o diestro é o periodo que vai da
ovulacdo a regressdo do corpo liteo (CL), ha o predominio da progesterona (>2ng/mL),
rejeicdo ao garanhdo, presenca de CL, cérvix fechada, tensdo uterina e perda de edema
endometrial (SAMPER, 2008).

As éguas sdo classificadas como monovulatérias poliéstricas estacionais, ou seja,
manifestam varios ciclos estrais em um determinado periodo do ano, coincidindo com os
dias de maior luminosidade, o que ocorre de setembro a marco no hemisfério sul

(McKINNON & VOSS, 1993).

2.1.1 Dinamica folicular

O periodo interovulatério nas éguas contém combinac¢des de ondas foliculares
menores, onde o maior foliculo ndo se torna dominante, e ondas foliculares maiores que
sdo divididas em primdrias e secunddrias, onde o maior foliculo alcanga o didmetro do
foliculo dominante (GINTHER et al., 2004a). Quando a emergéncia ocorre durante o estro,
denomina-se onda folicular secundéria e d4 origem a um foliculo dominante de diestro, que
pode regredir ou ovular. A emergéncia da onda no meio do diestro é chamada de onda
folicular primdria e produz um foliculo dominante destinado a ovular durante o estro
(GINTHER, 1993).

A dindmica de crescimento folicular € primariamente regulada através dos
hormoénios do eixo hipotdlamo-hipofisirio-gonadal. O hormonio liberador das
gonadotropinas (GnRH) é um hormdnio hipotalimico que fornece uma ligacdo entre o
sistema enddcrino e nervoso. Em resposta a estimulacdo nervosa, pulsos de GnRH sdo
liberados no sistema porta-hipotdlamo-hipofisdrio promovendo a liberacio de hormonio
luteinizante (LH) e FSH pela hipdfise anterior (HAFEZ, 2004).

O GnRH ¢ controlado por duas dreas distintas do hipotdlamo: o centro tonico,

localizado no nicleo arqueado, responsivel pela secrecdo basal e continua, liberando



pequenos pulsos de GnRH por um longo periodo (dias a semanas), € o centro pré-
ovulatorio, localizado no nicleo paraventricular, que apresenta secrecao pulsatil, podendo
apresentar um padrio crescente, responsavel pela onda pré-ovulatéria de LH e ovulacdo. A
liberagcdo pré-ovulatéria de GnRH ¢é controlada por altos niveis de estrégeno e baixos de
progesterona, o que em condi¢cdes naturais sé ocorre durante o estro. No diestro, sob baixas
concentracdes de estradiol e altas de progesterona, ha inibi¢do da liberacdo de GnRH pelos
neur6nios do centro pré-ovulatério (SENGER, 2003).

O FSH e o LH siao horménios glicoprotéicos secretados pela hipdfise anterior, que
apresentam duas subunidades diferentes chamadas o e B. A subunidade o € comum a
ambos os hormdnios, enquanto a subunidade 3 é diferente e confere especificidade a cada
gonadotrofina. Os niveis tonicos de LH e FSH sdo regulados pelo estimulo do GnRH e
pelo feed back gonadal negativo (HAFEZ, 2004).

A emergéncia da onda folicular é caracterizada pelo surgimento de um grupo de
foliculos com 6mm de didmetro, concomitante ao aumento nas concentracdes de FSH
(BERGFELT & GINTHER, 1993; GINTHER et al., 2004b). Apés a emergéncia de uma
onda folicular ovulatdria, os foliculos iniciam a fase de crescimento comum quando todos
os foliculos, independente do tamanho, crescem com uma taxa de crescimento didrio
semelhante até o inicio do desvio. Durante esta fase, quando o maior foliculo alcanca
13mm, as concentracdes de FSH comecam a reduzir devido a inibi¢do provocada pelo
aumento das concentracdes de inibina produzida pelos préprios foliculos enquanto o LH
continua a aumentar (GASTAL et al., 1997).

O papel do FSH apés a emergéncia da onda folicular envolve o crescimento
continuo e desenvolvimento de todos os foliculos antes do desvio, € o desenvolvimento do
foliculo dominante apés o desvio (GINTHER et al., 2004a), enquanto o LH atua em
conjunto com o FSH para estimular o desenvolvimento final do foliculo dominante e a
producdo de estradiol (estrégeno biologicamente ativo produzido pelo ovario), que por sua
vez é responsdvel por estimular a liberagdo de LH, promove o aumento pré-ovulatorio
deste horm6nio (McKINNON & VOSS, 1993; HAFEZ, 2004).

H4 poucas informacdes de estudos in vitro do papel do LH intrafolicular. No
trabalho realizado por Acosta et al. (2004), a deficiéncia de LH durante o desenvolvimento
de um foliculo dominante anovulatério foi associada com redug@o nas concentracdes do
fluido folicular de estradiol, inibina-A, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)
e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Segundo os autores, houve alteragdes

significativas na progesterona, androstenediona e ativina-A.



Uma cascata de eventos bioquimicos intrafoliculares precede o inicio do desvio e
determina o futuro foliculo dominante. O mecanismo envolvido nessa cascata funcional
envolve a reducdo nas concentracdes circulantes de FSH e obtencdo de um estigio de
desenvolvimento critico pelo futuro foliculo dominante, incluindo aumento de receptores
de LH nas células da granulosa e, consequente, aumento da responsividade as
gonadotropinas. Aparentemente, os futuros foliculos subordinados ndo alcangcam um
estagio de desenvolvimento similar ao futuro foliculo dominante e ndo sdo responsivos a
baixas concentragdes de gonadotropinas, resultando em diminuicio na taxa de crescimento.

Alguns dos fatores intrafoliculares detectados envolvidos na capacidade de
aumentar a resposta as gonadotropinas do futuro foliculo dominante durante o desvio
incluem o estradiol, o sistema IGF, inibina-A e ativina-A (GINTHER et al., 2004a).
Quando o futuro foliculo dominante atinge 22,5mm os foliculos remanescentes
(subordinados) comegam a entrar em atresia (GINTHER, 2000; GINTHER et al., 2004a,
b). Outros estudos tém demonstrado que em equinos, o crescimento folicular estd
associado com a diminuicao nas concentracdes de IGFBP-3 e aumento das concentragdes
de IGF-I, e que as mudancas nas concentracdes de IGFBP-3 podem alterar as
concentracdes de IGF-1 que estimula a mitose e a esteroidogenese no desenvolvimento
folicular em éguas (CARNEIRO et al., 2000).

Uma caracteristica do foliculo selecionado € ter maior capacidade para producio de
estradiol, que via circulagdo sist€émica promove, no hipotdlamo, a inibicdo da secrecdo
toénica de GnRH e o estimulo aos centros pré-ovulatérios (SENGER, 2003; BEG &
GINTHER, 2006).

2.2. Ovulacao

O ovirio da égua possui estruturas peculiares comparado com outros animais, pois
¢ extremamente grande e tem a posi¢do invertida das camadas do cortex e da medula. De
acordo com essa organiza¢do anatdomica, os foliculos s6 podem ovular através da fossa da
ovulacdo (HIRANO et al., 2009).

A ovulacdo € a consequéncia de uma série de eventos bioquimicos, fisioldgicos e
mudancas morfoldgicas nos tecidos do foliculo. As mudangas bioquimicas no foliculo apés
a estimulacdo do LH sdo: aumento na producdo de progesterona, ativacdo de enzimas
proteoliticas, aumento na sintese de prostaglandina E, (PGE;) e F,, (PGF,,), aumento na

sintese de prostaciclina (PGl,) e diminui¢do na produgdo de glicosaminoglicano



(PIERSON, 1992). A hiperemia do foliculo pré-ovulatério e aumento na perfusdo
sanguinea sdo aparentemente o resultado da histamina e do aumento na PGE,, que estd
envolvida na remodelacdo das camadas foliculares. Juntamente com o aumento na perfusao
sanguinea, os foliculos dominantes produzem fatores angiogé€nicos (substincias que
promovem o crescimento de novos vasos sanguineos). Os fatores angiogénicos t€m sido
encontrados no fluido folicular indicando que o foliculo dominante pode potencialmente
controlar sua prépria perfusdo sanguinea (SENGER, 2003).

Enzimas proteoliticas t&ém o papel principal na ruptura folicular. H4 um aumento na
secrecdo do ativador de plasminogénio que o converte em plasmina no fluido folicular em
resposta ao estimulo do LH. A plasmina age diretamente no coldgeno latente. A colagenase
e a protease completam a protedlise do coldgeno. Essa rede de efeitos serve para diminuir a
resisténcia da parede do foliculo em um ponto para que ocorra a ruptura (PIERSON, 1992).

A parede do foliculo também contém notdveis quantidades de células musculares
lisas. Investigacdes laparoscOpicas demonstraram consideraveis contragdes do foliculo
durante a ovulacdo, especialmente em sua base, o que facilita a ruptura folicular
(PIERSON, 1992; HAFEZ, 2004).

Apd6s o aumento do LH, a primeira alteracdo morfoldgica ocorre nos capilares que
circundam o foliculo pré-ovulatdrio, estes se tornam permedveis e a teca interna torna-se
edemaciada devido a efus@o plasmadtica a partir desses vasos. O coldgeno incluindo a teca
externa e a tinica albuginea dissocia como o resultado do aumento da liberacdo de
plasmina pelo ativador do plasminogénio a partir das células da granulosa e aumento na
atividade da colagenase originada pelos fibroblastos da albuginea. Ocorre o
enfraquecimento da parede folicular como um todo, porém, a ruptura acontece na fossa da
ovulacdo. A parede do foliculo ndo é destruida, mas reorganizada, facilitando a
transformacdo em corpo liteo (PIERSON, 1992).

A vasoconstri¢cdo e a redugdo da perfusdo sanguinea que ocorrem no foliculo, assim
como a aproximagdo da ruptura do foliculo sdo aparentemente mediadas pela PGFy,
(PIERSON, 1992; HAFEZ, 2004).

Pode-se estimar o momento da ovulagdo quando ocorre uma reducdo no tdnus
folicular 24 horas antes da ovulagdo, mudanga na forma de esférico para irregular, reducdo
no didmetro do foliculo, mudanca na ecogenicidade do fluido folicular e ecotextura
endometrial, redu¢do do edema endometrial, espessamento da parede folicular, assim como
o aumento da sensibilidade da égua a palpagdo ovariana levando a agitacio (GINTHER,

1992; GINTHER, 1995; GASTAL et al., 1998). A flutuagao do foliculo pré-ovulatério e a
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sensibilidade a manipulagdo refletem a degradacdo enzimdtica e inflamacdo que sdo
associadas com o processo da ovulacdo (BERGFELT & ADAMS, 2007).

A ovulacdo pode ser detectada pela palpacdo transretal, através da palpacdo da
depressdo na superficie do ovério, ou ultrassonograficamente, pois a imagem de uma
ovulacdo recente € caracterizada por uma drea altamente ecogénica no lugar do foliculo
(PIERSON, 1992; GINTHER et al., 2004a).

A duragdo média do estro durante a estacdo ovulatéria é de cinco a sete dias e a
maioria das ovulagdes (69 a 78%) ocorre dois dias antes do final do estro e 10 a 14%
ocorre posterior ao término do estro (GINTHER, 1992; McKINNON & VOSS, 1993).
Segundo Davies Morel & O’Sullivan (2001), pode-se dizer que na égua ha uma incidéncia
similar entre as ovula¢des do lado direito (49,5%) ou esquerdo (50,5%). O indice de
multiplas ovulagdes aumenta com a idade e as éguas que apresentam multiplas ovulagdes
em um ciclo tem maior probabilidade desse evento se repetir no préoximo ciclo.

Ginther & Utt (2004) apresentaram os principios, técnicas e poténcia do ultrassom
Doppler em relagio 2 reproducio equina. E esperado que as mudangas diferenciais na
perfusdo vascular do foliculo dominante possam ser quantificadas pelo nimero de pixels
coloridos na imagem, podendo avaliar o tempo para predizer a ovulacio.

Carnevale et al. (2002), avaliaram de duas em duas horas a ecogenicidade do local
da ovulagdo até 14 horas pds-ovulagdo, observando diminui¢do da ecogenicidade nas

primeiras quatro horas e um aumento oito horas pés-ovulagao.

2.3. Formacao do corpo liteo

Apds a ovulacdo e sob acdo do LH, as células foliculares se luteinizam formando o
CL do ciclo subsequente. As células que sofrem luteinizacdo devem parar de dividir-se e
comegar a expressdo de novas moléculas que permitirdo que as células luteais sobrevivam
em um ambiente hormonal diferente. O CL desempenha um papel fundamental na
regulacdo do ciclo estral e na manutengdo da prenhez, e sua funcdo depende basicamente
da progesterona, que € o principal esteréide sintetizado por esta glandula enddcrina
transitéria. A progesterona bloqueia o comportamento de estro e mantém o animal em
estado ndo receptivo (STOCCO et al., 2007). A luteogénese (processo de luteinizacdo do
CL) envolve a transformacdo do foliculo recentemente ovulado em uma estrutura

altamente vascularizada e capaz de secretar grandes quantidades de progesterona



(NISWENDER et al., 2000). Caso o odcito ndo seja fertilizado, o CL regride, permitindo
que um novo ciclo inicie.

O CL maturo é uma glandula heterogénea composta de dois tipos de células
esteroidogénicas (células luteais grandes e pequenas) que se originam de uma fonte
folicular, fibroblastos, células imunes (leucdcitos, incluindo eosinéfilos, linfécitos-T e
macréfagos) e endoteliais. Essas células t€ém diferentes caracteristicas morfoldgicas,
enddcrinas e bioquimicas (McCRACKEN et al., 1999; STOCCO et al., 2007).

Em diversas espécies, o CL € derivado de ambos os tipos de células foliculares:
células da teca interna e da granulosa. Nos ruminantes, células luteais pequenas sao
originadas a partir da teca interna com um didmetro de 12 a 20um e contém grande
quantidade de mitocdndrias e gotas lipidicas. Essas células tém receptores para LH, os
quais ativam a proteina kinase A (PKA) através do sistema de segundo mensageiro para
estimular a sintese e secrecdo de progesterona. Células luteais grandes (20 a 45um de
didmetro) sdo originadas de células da granulosa, responsaveis por 80% da secre¢do de
progesterona in vivo também pela PKA e contém grande quantidade de mitocondrias
(McKINNON & VOSS, 1993; SMITH et al., 1994; NISWENDER et al., 2000).

As células luteais grandes t€m receptores para PGF,, e por isso pode ser
responsdvel pela mediacdo da acdo inicial luteolitica dessa prostaglandina. Na maioria das
espécies, hd uma mistura considerdvel de tipos de células luteais grandes e pequenas
durante a reorganizacao do foliculo recentemente ovulado em CL (STOCCO et al., 2007).

As células da granulosa, que tem aproximadamente 10um de didmetro na ovulacao,
aumentam para 15um em 24h apds a ovulagdo e sofrem mudancas citoldgicas
caracteristicas de luteinizacdo. A hipertrofia e luteinizacdo de células da granulosa iniciam-
se 10h apés a ovulacdo e o tamanho maximo (37um) é alcancado posteriormente. O tecido
luteal aumenta principalmente com a hipertrofia das células luteinicas (VAN NIEKERK et
al., 1975). De acordo com Senger (2003), as células luteais grandes raramente se
multiplicam apds a ovulagdo e o nimero total de células da granulosa provenientes do
foliculo determina o nimero de células luteais grandes no CL em formacao.

A reorganizacdo celular, objetivando o preparo das células luteais para a sintese
crescente de progesterona ao longo do ciclo estral, também foi caracterizada por uma
diminui¢do na expressdo das enzimas que convertem progesterona em 17p-estradiol (P450
170-hidroxilase e P450 aromatase), por um aumento na expressdo das enzimas necessarias

para a conversao do colesterol em progesterona (P450 clivadora de cadeia lateral (P450scc)



e a 3p-hidroxiesteréide desidrogenase (3f-HSD)) e aumento da proteina reguladora da
esteroidogénese (StAR) para o interior da membrana mitocondrial (FRASER et al., 1986).

Segundo Bruemmer et al. (2006), a expressdo gé€nica de enzimas envolvidas no
processo de esteroidogénese foi demonstrada no CL verificando-se diminuicdo da StAR e
3B-HSD entre os dias 12 e 14, acompanhada pela diminuicdo nas concentragdes de
progesterona a partir dos dias 12 e 13 do ciclo estral. Embora a relacdo temporal destas
enzimas tenha sido descrita durante a regressdo do CL, estes autores nfo atribuem a
diminuicdo das mesmas ao processo de lutedlise.

Apds a formacdo do corpo hemorrdgico (CH), as células da teca interna e da
granulosa se diferenciam em células luteais para formar o CL (SENGER, 2003). A
luteinizacdo envolve a morfogénese das células da granulosa secretoras de estrégeno para
células luteais secretoras de progesterona em associacdo com uma neovascularizagdo
intensiva (BERGFELT & ADAMS, 2007). Este processo se completa a partir do terceiro
dia apds a ovulacdo, sendo caracterizado pelo crescimento das células luteinizadas até o
nono dia (NISWENDER & NETT, 1993).

O processo de luteinizacdo das células da granulosa que constituem a parede do
foliculo pré-ovulatdrio inicia-se antes da ovulagcdo sendo mediado pelo LH, que tem um
papel luteotréfico (FERREIRA-DIAS et al., 2006b). O aumento das concentracdes de LH
inicia-se ao redor do dia 17 do ciclo concomitante a remogdo dos efeitos supressivos da
progesterona e do estimulo positivo do estrégeno na frequéncia de liberacdo dos hormonios
gonadotréficos. O maior aumento nas concentragdes de LH ocorre aproximadamente dois
dias apés a ovulagdo diminuindo gradualmente, sendo caracterizado por uma meia-vida
longa e atingindo concentragdes basais 5 a 6 dias ap6s a ovulagdo (GINTHER, 1992).

A hiperplasia das células da teca, hipertrofia das células da granulosa, proliferacdo
de células fibroblésticas, angiogénese com migracdo e proliferacdo de células endoteliais

também ocorrem durante o processo de luteinizacdo (STOCCO et al., 2007).

2.3.1 Angiogénese

O desenvolvimento normal do CL e sua capacidade de produzir progesterona,
fatores de crescimento, fatores angiogénicos e substancias vasoativas sdo dependentes da
vascularizagdo, isto é, do suprimento sanguineo (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004).

Vasos sanguineos invadem o espaco antral do foliculo pré-ovulatério e uma ampla

e densa rede capilar permite que células produtoras de hormoénios obtenham oxigénio,



nutrientes e precursores hormonais, e fornece um mecanismo para uma producio ripida e
eficiente de progesterona pelo CL. Essa rdpida formacdo de suprimento vascular de
camadas celulares a partir das células da granulosa pode estar relacionada a existéncia da
atividade angiogénica do fluido folicular, que, aparentemente, ¢ induzido pela lise da
membrana basal folicular que separa as células da teca e granulosa durante o periodo peri-
ovulatério (SCHAMS & BERISHA, 2004).

O desenvolvimento de novos vasos sanguineos no ovdrio, conhecido como
angiogénese, € regulado pelos fatores de crescimento. Al-zi’abi et al. (2003), indicam um
forte papel do VEGF na regulacio da angiogé€nese no CL equino. Nesse estudo, a
proliferacdo celular endotelial durante o inicio e o meio da fase luteal demonstrou intensa
angiogénese. Observou-se também que o VEGF pode exercer um efeito pardcrino na
regulacdo do crescimento vascular sanguineo e desenvolvimento no CL das éguas.

Fatores angiogénicos e esterdides ovarianos, assim como o VEGF, o fator de
crescimento fibroblastico (FGF), o fator de crescimento endotelial e o fator de crescimento
epidermal, sdo importantes moduladores da sintese de 6xido nitrico (ON) (GRASSELLI et
al., 2002; PINTO et al.,, 2002; ROBERTO DA COSTA et al.,, 2007). Essa molécula
sinalizadora € um potente vasodilatador conhecido por desempenhar importante papel no
sistema reprodutivo. E um mediador essencial na angiogénese e estd envolvido na
manutencao da fungdo vascular, tonus e integridade (ROBERTO DA COSTA et al., 2008).
Na égua, Pinto et al. (2002) demonstraram um atraso na ovulagdo quando administraram
inibidores da sintese de ON quando comparados ao grupo controle.

Ferreira-Dias et al. (2006a) relataram a importancia de fatores angiogénicos e da
microvascularizacdo no desenvolvimento do CL em éguas, demonstrando que o
desenvolvimento do CL e sua func¢do enddcrina sio intimamente dependentes da formacgao
de novos capilares. Segundo os autores, a densidade microvascular aumenta no inicio e no
meio da fase luteal, seguida pela queda dessa densidade na fase luteal tardia e diminui¢do
adicional no CL. Mudangas na microvascularizacdo das estruturas luteais ciclicas equina
estiveram presentes durante toda a fase luteal, sugerindo que numerosos, mas ainda ndo
definidos fatores angiogénicos, sdo produzidos pelo CL equino durante o desenvolvimento
luteal. O estudo sugere que a PGF,, pode ter um papel na regressdo vascular do CL durante
a fase luteal tardia, demonstrando que a angiogé€nese luteal e a regressdo vascular na égua
sdo coordenadas com o desenvolvimento de tecido ndo vascular e pode ser regulado por

diferentes fatores.
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Ginther et al. (2007b) demonstraram a relagdo temporal entre a perfusdo sanguinea
no CL e as concentracdes de progesterona circulantes. Apds completo desenvolvimento do
CL indicado pela maxima concentragdo média de progesterona no dia 8 pds-ovulagdo e até
o final do periodo pré-luteolitico (D14), ndao houve diferencas entre valores médximos de
progesterona e drea de perfusdo do CL, exceto no dia 10, onde uma maior 4rea de perfusio
foi observada, ocorrendo dois dias apds a determinacdo da méxima concentragdo de
progesterona. Neste estudo, o processo de lutedlise foi caracterizado por uma rapida
diminui¢do nas concentragdes de progesterona acompanhada por uma diminui¢do mais
lenta da drea de perfusdo durante o periodo luteolitico (D15 a D17). No entanto, o estudo
nio demonstra aumento ou diminui¢do repentina na perfusdo antecedendo a ripida

diminui¢do nas concentragdes de progesterona.

2.4. Manutencao do corpo liteo e concentracio de progesterona

A regulacdo da secrecdo de progesterona e manutencdo da funcionalidade do CL
depende do nimero e afinidade aos receptores de LH durante o periodo pds-ovulatério,
sendo semelhante para os corpos liiteos originados a partir de multiplas ovulagdes (ROSER
& EVANS, 1983). Durante o ciclo reprodutivo da mulher, ovelha e porca, o nimero de
receptores luteais para LH aumentam e diminuem concomitantemente com a maturagio
funcional e a regressdo do CL (RAO et al., 1977; DIEKMAN et al., 1978; ZIECIK et al.,
1980).

Na égua, as concentragdes de LH sd@o muito baixas durante o meio da fase luteal
(GINTHER et al., 2005). Por isso, parece provavel que qualquer mudanga no nimero de
receptores de LH e/ou na afinidade do receptor, controle a fungdo luteal.

Em trabalho realizado por Watson et al. (2000), éguas foram tratadas com um
antagonista do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no oitavo dia do diestro para
testar o papel do LH na manutencdo do CL. O comprimento do ciclo estral foi
significativamente maior no grupo tratado do que no controle, demonstrando que o
tratamento de éguas em diestro com antagonista do GnRH atenuou a secrecdo de
progesterona, indicando o papel do LH no suporte do CL na égua, e atraso na ovulacdo,
provavelmente devido a falta do suporte gonadotréfico. Os resultados indicam que a
liberacdo de alta amplitude do LH estd envolvida na manutencdo da producdo de

progesterona pelo CL equino. O atraso no crescimento folicular e ovulagcdo nas éguas



11

tratadas com antagonista do GnRH confirma o papel das gonadotrofinas no
desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério.

Ja Kanitz et al. (2006), investigaram o efeito da administracio de um agonista do
GnRH nas concentragdes de progesterona e LH, no dia 10 apds a ovulagdo. As
concentracdes de progesterona aumentaram continuamente do DO ao D11 em ambos os
grupos, ndo diferindo entre o grupo tratado e o controle.

De acordo com LeBlanc (2003), as concentragdes de progesterona aumentam
gradativamente apds a ovulagdo atingindo 1,5 a 2,5ng/mL dentro de 24h e 2,5 a 5,0ng/mL
em 48h apds a ovulacdo. O pico dessas concentracdes (8 a 20ng/mL) é atingido entre os
dias 5 e 8 pds-ovulacdo mantendo-se alto até o inicio da lutedlise ao redor dos dias 14 e 15,
em resposta a liberagdo de PGF,, pelo endométrio.

Segundo Nagy et al. (2004), as concentragdes de progesterona plasmadtica sdo

maiores ap6s multiplas ovulagdes quando comparadas a ovulagdes simples.

2.5. Sintese de progesterona e funcao do corpo liteo

O CL produz progesterona, sendo esta sintetizada a partir do colesterol que é
transportado para o interior da mitocdndria pela StAR e convertido em pregnenolona por
meio da acdo da enzima P450scc, sendo que a conversdo de pregnenolona em progesterona
ocorre por meio da enzima 3B-HSD presente no reticulo endoplasmatico liso (BELIN et
al., 2000; NISWENDER, 2002).

O colesterol é transportado na forma de lipoproteinas para todos os tecidos
esteroidogénicos, sendo que as principais fontes de colesterol disponiveis para a produgdo
de hormonios esterdides sdo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e as lipoproteinas
de alta densidade (HDL). O principal mecanismo de obtencdo do LDL ocorre através da
endocitose (CHRISTENSON & DEVOTO, 2003). O HDL extracelular encontra-se
conjugado a proteinas do plasma que se liga & membrana celular fazendo o transporte do
HDL para dentro da célula. Uma vez no interior da célula, as lipoproteinas sdo quebradas
por enzimas do lisossomo e o colesterol disponivel no citoplasma da célula é utilizado
como substrato para a esteroidogénese (NISWENDER et al., 2000).

De acordo com Niswender (2002), a StAR e o receptor benzodiazepinico tipo
periférico (PBR) estdo envolvidos no transporte do colesterol para a membrana
mitocondrial. A StAR se liga ao colesterol no citoplasma e faz o transporte para a

membrana mitocondrial externa, onde o PBR estd envolvido no transporte para a
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membrana mitocondrial interna. Sendo assim, a StAR é o principal elemento transportador
de colesterol. O transporte do colesterol para a membrana mitocondrial € dependente da
fosforilacdo da proteina StAR. Essa proteina possui dois sitios de fosforilacdo, um
fosforilado pela PKA, que estimula o transporte de colestrol e outro pela proteina kinase C
(PKC), que pode inibir o processo. Nas células luteais pequenas a ligacdo do LH ao seu
receptor ativa a PKA. A endozepina, um ligante natural do PBR, também parece estar
envolvida no transporte do colesterol para a membrana mitocondrial interna. A endozepina
muda a conformacdo do PBR capacitando-o para o transporte do colesterol ou facilitando a
interacdo da StAR com o PBR na troca do colesterol.

O CL tem como funcdo primordial produzir progesterona, sendo as células luteais
esteroidogénicas as principais fontes desse hormonio (LeBLANC, 2003). Essa glandula
tem um papel-chave na regulacdo do comprimento do ciclo ovariano na maior parte de
mamiferos ciclicos, e a extensdo da vida util desse CL, assim como a secrecdo de
progesterona € necessaria para a manutencao da gestacio (McCRACKEN et al., 1999). A
progesterona estimula mudancgas proliferativas no limen do epitélio uterino e nas glandulas
endometriais preparando o endométrio para receber o embrido em caso de fertilizacdo,
sendo também responsédvel pelo comportamento de rejeicio ao garanhdo durante o diestro

(LeBLANC, 2003).

2.6. Ultrassonografia luteal (modo-B)

E evidente a importincia do CL durante o ciclo estral e a gestacio. Porém, a
presenca e o estigio da glandula luteinica ndo podem ser avaliados prontamente durante o
desenvolvimento e estagios de regressdo pela palpagao retal (GINTHER, 1998; HIRANO
et al., 2009). As dosagens de progesterona representam um meio eficiente para indicar a
atividade da glandula, porém ndo podem ser utilizadas para uma avaliagdo imediata.
Contudo, a ultrassonografia (modo-B) pode ser empregada imediatamente para a deteccio
e avaliacdo do desenvolvimento tanto de foliculos quanto de corpos ldteos os quais sdo
reconhecidos ultrassonograficamente pelo tamanho, forma e caracteristicas de
ecogenicidade.

A visualizacdo da densidade fornece informacdes uteis do estado da glandula.
Escalas subjetivas de cinza, com notas que variam de 1 a 5, medem a densidade pela
quantidade de brilho apresentada na tela do aparelho. A quantidade de tecido luteinico

pode afetar a produtividade da glandula. Similarmente, a intensidade da ecogenicidade
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luteinica pode refletir a qualidade hemodindmica e a funcionalidade luteinica (GINTHER
& PIERSON, 1984; PIERSON & GINTHER, 1985; TOWNSON & GINTHER, 1989a).
Em estudo realizado por Townson & Ginther (1989b), imagens ultrassonograficas de CL
equino foram avaliadas subjetivamente para determinar se a ecogenicidade € indicativo de
funcdo luteal. A ecogenicidade aumentou entre os dias 0 e 1 e diminuiu rapidamente entre
os dias 2 e 4, alcancando valores minimos no dia 8, seguido de um aumento progressivo
até a ovulacdo, o que sugere que a ecogenicidade pode ser um indicativo de perfusdo
sanguinea luteal. Resultados semelhantes foram encontrados por Tom et al. (1998) com CL
bovino.

J4 Arruda et al. (2001), avaliaram a morfoecogenicidade (ME) e tamanho do CL do
DO (dia da ovulac@o) ao D9 e concluiram que houve uma tendéncia de os corpos ldteos
apresentarem ME crescente. Nao houve diferenca na ME, no tamanho dos corpos liteos,
nem nas concentracdes de progesterona circulante do DO ao D9 em éguas que se tornaram
gestantes ou ndo apds a transferéncia de embrides. As concentracdes de progesterona
foram <2,16ng/mL até o D3, com consequente elevacdo e manutencdo em concentragdes
de diestro entre D4 e D9 (3,41 a 4,33ng/mL). O aumento da ME média dos corpos liteos
avaliados por ultrassonografia foi acompanhado por aumento na concentracdo plasmatica
de progesterona, mas este evento parece nao ser dependente do tamanho da glandula
luteinica.

A exploragdo repetida durante o ciclo estral permite a observagdo, em tempo real,
do aumento da drea durante o desenvolvimento luteal e reducdo de drea durante a lutedlise

em animais ndo prenhes (KAHN, 1994).

2.7. Luteolise

Em muitas espécies de mamiferos ndo-primatas, a lutedlise é causada pela secrecdo
pulsétil de PGF,q uterina que nos bovinos atua localmente no CL por um mecanismo de
contra-corrente. Na égua, ocorre via circulacdo sisttmica (GINTHER, 1998). A
histerectomia nas espécies ndo-primatas causa a manuten¢do do CL, ao passo que em
primatas, nao influencia na regressdo ciclica do CL. Em pequenos ruminantes, o
mecanismo de interacdo entre a ocitocina, o 17-p estradiol e a progesterona ja estd bem
esclarecido.

O estradiol induz a formacao de receptores endometriais para ocitocina, porém esta

acdo é bloqueada pela progesterona durante a fase luteal, inibindo a ac¢do estrogénica e
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agindo diretamente alterando a conformacgdo génica dos receptores de ocitocina. Entdo o
utero se torna refratdrio a ocitocina, porém a progesterona induz “down regulation” de
seus proprios receptores, permitindo que o estradiol volte a estimular a expressdo de
receptores endometriais para ocitocina (McCRACKEN et al., 1999).

A ocitocina € um hormdnio sintetizado no hipotdlamo e secretado na hipdfise para
depois atingir a circulagdo. A fonte desse hormdnio que participa do processo de lutedlise
ndo ¢ totalmente esclarecida na espécie equina, porém jé se sabe que o endométrio € uma
das fontes, que ja foi identificada também no seu CL (WATSON et al., 1999), assim como
a neurohipdéfise é também uma fonte potencial (UTT et al., 2007).

A ocitocina parece ter um papel importante no inicio da liberacao de PGF,, na égua
e pode participar do feedback positivo com a PGF,, para promover uma maior liberagao
do hormdnio como descrito em ruminantes. No trabalho realizado por Utt et al. (2007), o
tratamento com PGF,, aumentou a secre¢do de ocitocina no D8 na égua, assim como
ocorre em ovelhas e na vaca.

Tetzke et al. (1987) relataram altas concentragdes sist€émicas de ocitocina no dia 15,
perto da lutedlise em éguas ciclicas. Além disso, Vanderwall et al. (1998) descreveram que
pulsos de alta amplitude PGF, foram associados com pulsos de ocitocina. Semelhante aos
ruminantes, tratando-se éguas ciclicas com ocitocina durante o fim da fase luteal resulta em
aumento nas concentra¢des do metabdlito da PGF,, (PGFM). No entanto, administragdo
continua de ocitocina dos dias 8 a 20 leva a prolongacdo da fase luteal (STOUT et al.,
1999).

Estudos em outras espécies indicam que a lutedlise € associada com a redugdo da
perfusdo sanguinea luteal (NISWENDER et al., 1976). A relagc@o entre a diminui¢do das
concentracdes de progesterona durante a regressdo luteal ndo parece ser devido a perda das
células esteroidogénicas luteais, mas pela reducdo no fluxo sanguineo e diminui¢do na
atividade esteroidogénica dessas células, o que foi verificado por alteragdes na expressiao
do 4cido ribonucléico mensageiro (RNAm) para 3p-HSD e StAR apés a administragdo de
PGF,q ex6gena (NISWENDER 2000; BOLLWEIN et al., 2002). Segundo Knickerbocker
et al. (1988) nao € claro se a diminui¢do da perfusdo sanguinea € a causa ou a conseqiiéncia
da regressao luteal. Em estudo realizado em equinos por Ginther et al. (2008), baseado na
dosagem de progesterona e avaliacdo da perfusdo sanguinea a cada 12 horas, o inicio da

diminuicdo na concentracdo de progesterona (lutedlise) e a diminuicdo na perfusdo
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sanguinea ocorrem 36 e 24 horas, respectivamente, antes da progesterona atingir 2ng/mlL.,
portanto uma diminui¢@o na perfusio sanguinea nao precede a diminui¢do da progesterona.

Ginther et al. (2007a), estudaram o efeito de uma unica injecdo de PGF,, durante o
meio do diestro (D8) sobre concentragdes de progesterona, LH, FSH, estradiol, cortisol e a
perfusdo sanguinea no CL, sendo esta tltima avaliada pelo color-Doppler. Os exames e a
colheita de sangue foram feitos as Oh e a cada 5 minutos até 1h, e em 1,5; 2, 4, 8, 12, 24,
48 e 72h. As concentragdes de estradiol nao se modificaram, mas a progesterona, LH, FSH
e cortisol aumentaram significativamente dentro de 5 minutos. A progesterona aumentou
significativamente dentro de 10 minutos depois das Oh e logo reduziu dentro de 40 minutos
a concentracdes abaixo das concentracdes do grupo controle. Os resultados ndo sustentam
a hipétese de que o aumento transitério p6s- PGF,4 na progesterona foi associado com um
aumento na perfusdo sanguinea luteal. A lutedlise indicada pela reducdo na progesterona
comecgou bem antes do inicio da reducio na perfusdo sanguinea luteal.

Com o objetivo de determinar se o tratamento periovulatério com PGF,, afeta o
desenvolvimento do CL e se € prejudicial para o estabelecimento da prenhez, Troedsson et
al. (2001), realizaram um estudo aplicando cloprostenol (andlogo da PGF;,) nos dias 0, 1 e
2 pés-ovulagdo, concluindo que ha um efeito prejudicial na funcio luteal inicial indicado
pelas baixas taxas de prenhez quando comparadas ao grupo controle, assim como quando a
droga é administrada somente no dia 2. J4 Nie et al. (2003), compararam o efeito da
administracdo pds-ovulatéria de ocitocina com o cloprostenol nas taxas de prenhez e
funcdo luteal, afirmando que ndo ha diferenga entre os tratamentos, indicando o uso da
PGF,q para éguas pds-cobertura, até 2 dias pds-ovulagao.

O efeito agudo da PGF,, sobre as concentra¢des sistémicas de progesterona e
ocitocina foram avaliados no D8 e no D13 da fase luteal. O tratamento com PGF, resulta
em um aumento imediato e bifdsico nas concentracdes de progesterona antes da queda
esperada. O tratamento de éguas com PGF,, no D8 resultou em um maior aumento nas
concentragdes sistémicas de ocitocina comparado com o tratamento no D13 e esse aumento
no D8 também foi bifdsico. O padrdo bifdsico consiste de uma fase aguda (aumento dentro

de 1 minuto) seguido por uma fase estdvel (UTT et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo verificar se a aspiragdo de foliculos >25mm
permite a transformacdo de células foliculares em estruturas luteinizadas capazes de
produzir progesterona em concentragdes compativeis com o periodo de diestro.

Determinar pela imagem ultrassonografica e concentracdes de progesterona a
porcentagem de éguas com foliculos aspirados >25mm, >30mm, >35mm e pré-ovulatério
que formam uma estrutura semelhante a um corpo ltiteo.

Através da dosagem da progesterona, determinar o tempo, em dias, necessdrio para
o inicio do diestro (concentragdo de progesterona >2ng/mL), o intervalo entre a aspiracio e
o inicio da lutedlise, assim como da aspiracdo a ovulacdo. Verificar a concentragdo
maxima de progesterona atingida durante o ciclo e o dia da deteccdo da concentragdo

maxima de progesterona.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 29 ciclos estrais de 15 éguas mesticas, com idade entre quatro e
15 anos, peso entre 350 e 500kg, com histdrico de atividade reprodutiva normal e ciclando
regularmente, durante a estacdo ovulatéria. Os animais foram mantidos durante o
experimento em piquetes no Posto de Monta da Fazenda Lageado UNESP, Botucatu-SP
(Latitude -22° 53’ 09” e Longitude 48° 26’ 4”), sendo alimentados com feno de coast-cross
(Cynodon dactylon) duas vezes ao dia, ragdo comercial, suplementadas com sal mineral e

com acesso livre a dgua.

4.2. Grupos experimentais

Cinco dias apds a ovulagdo, as éguas foram avaliadas por ultrassonografia
transretal, empregando-se o modelo Aloka SSD500 com transdutor linear de SMHz para
determinar o didmetro dos trés maiores foliculos e a presenca de corpo liteo. Em seguida,
as éguas receberam 7,5mg de Dinoprost-trometamina (PGF,, — lutalyse — Pfizer), sendo
distribuidas aleatoriamente em cinco grupos. Um unico foliculo ovariano foi aspirado,
exceto quando uma co-dominancia (diferenca de 3mm entre eles) foi observada. Neste
caso, ambos os foliculos foram aspirados no mesmo momento quando atingiram o
didmetro esperado nos respectivos grupos: Grupo F >25mm, foliculo 225mm (n = 6);
Grupo F 230mm, foliculo 230mm (n = 6); Grupo F >35mm, foliculo >35mm (n = 6). O
Grupo F pré-ovulatério (n = 6) foi submetido a aspiracdo do foliculo pré-ovulatério de
acordo com a detec¢do das caracteristicas ultrassonogréificas descritas por Gastal et al.
(1998), como didmetro >35mm, mudanga na forma de esférico para irregular,
espessamento da parede folicular, formacdo da parede dupla com aumento na
ecogenicidade da camada granulosa tornando-a mais evidente. No grupo controle (n = 5), o

foliculo ndo foi submetido a aspiracdo, acompanhando-se as ovulagdes espontineas.
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4.3. Aspiracao folicular

As éguas foram sedadas com 0,5mg/kg, IV de Xilazina a 10% (Sedazine®— Fort-
dodge) e 0,03mg/kg, IV Acepromazina (Acepran® - Vetnil ). Para a obtengdo do
relaxamento retal foi utilizado 0,2mg/kg, IV de Hyoscina N-butyl bromide
(Butylscopolamina — Sigma Pharma). Um foliculo ou eventualmente dois, em caso de co-
dominancia, foram aspirados utilizando-se um monitor com transdutor convexo de SMHz
(Pie Medical modelo 240) com guia transvaginal contendo uma agulha de 18G (WTA
Ltda), conectada a um sistema de vacuo, com pressdo entre 180-200mmHg (Figura 1). A
aspiragdo folicular foi iniciada a partir do momento em que se observou a ponta da agulha
no antro folicular, por meio de pressido negativa exercida pela bomba a vdcuo. Objetivando
evitar o repreenchimento do foliculo com fluido folicular, foram realizadas trés perfuragcdes
na parede de cada foliculo aspirado. As éguas receberam duas doses 1mg/kg, IV de
Flunixim meglumine (Banamine® - Schering-Plough), sendo a primeira administrada
imediatamente antes do procedimento de aspiracdo e a segunda apds 24 horas, visando

analgesia e acdo anti-inflamatoria.

FIGURA 1: Esquema de aspira¢do folicular em bovino com transdutor convexo

(Ginther, 1995).



19

4.4. Avaliacao ultrassonografica

A avaliagdo ultrassonogréfica dos ovarios foi realizada a cada 24 horas iniciando-se
48 horas antes da aspiracdo folicular, continuando até a ovula¢do subsequente. A
mensuragcdo do diametro folicular foi realizada através de exame ultrassonografico (média
dos valores referentes a largura e altura dos foliculos em imagens congeladas). Quando o
maior foliculo atingiu didmetro >25mm, >30mm, >35mm e pré-ovulatério, este foi
aspirado (DO = dia da aspiracdo folicular ou ovulagdo no grupo controle). Apds a
aspiracdo, a luteinizacdo da estrutura originada foi caracterizada através dos aspectos
ultrassonograficos, como ecogenicidade durante o desenvolvimento, formag¢do de uma
estrutura semelhante a um foliculo hemorragico, presenca ou auséncia de codgulo ndo
ecogénico central, conforme descritos por Ginther (1992) durante a formagdo do corpo

Iateo.

4.5. Colheita de sangue e ensaio hormonal

A colheita de sangue foi realizada por meio de puncdo da veia jugular em tubos
vacutainer heparinizados, a cada 24 horas iniciando-se 48 horas antes da aspiragdo
folicular continuando até a ovulacdo subsequente. O sangue foi centrifugado
imediatamente ap6s colheita a 3000rpm por 5 minutos sendo o plasma removido e
armazenado a —20°C até a realizacdo da andlise hormonal.

A concentragdo plasmédtica de progesterona foi determinada por radioimunoensaio
(RIA) utilizando-se kits comerciais Coat-a-Count, DPC (Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA). Os ensaios foram realizados no Laboratério de Endocrinologia do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da FMVZ — UNESP —
Botucatu.

Para determinar a precisdo de cada ensaio foi utilizado um pool de plasmas, o qual
foi repetido por trés vezes e em duplicata no mesmo ensaio. O erro intra ensaio e inter

ensaio foi de 7,6% e 8,3%, respectivamente.

4.6. Analise estatistica

Com o objetivo de comparar as médias da concentracdo de progesterona para 0s

cinco grupos em seis dias diferentes (D1, D4, D7, D10, D13 e D16) e entre éguas, foi
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utilizada a andlise de variancia de perfil seguida do método de Tukey. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.

Para o intervalo entre o dia da aspiracdo ou ovulacdo e concentragdo plasmadtica de
progesterona >2ng/mL; aspiracdo ou ovulag¢do e concentracdo de progesterona <2ng/mL;
aspiracdo ou ovulacio e ovulagcdo subsequente; concentragdes méximas de progesterona e
dia da deteccdo das concentragdes maximas de progesterona, cujo interesse era comparar
grupos, foi utilizada a andlise de varidncia no delineamento inteiramente ao acaso, seguida
do método de Tukey, com o nivel de significancia de 5%.

O inicio do diestro foi caracterizado pela concentragdo de progesterona >2ng/mL e
a lutedlise quando os niveis foram <2ng/mL (GINTHER et al., 2008). Dessa forma, os
animais que ndo atingiram as concentragdes de 2ng/mL de progesterona, foram excluidos
da anélise aspiragc@o ou ovulagdo ao inicio do diestro e aspiragdo ou ovulagdo a lutedlise.

Foi utilizado o teste do qui-quadrado para estudo da associagdo entre as varidveis
categéricas: (1) animais que responderam a aspirag¢do folicular atingindo concentragcdes
>2ng/mL de progesterona; (2) presenca ou auséncia de estrutura litea pela

ultrassonografia.
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5. RESULTADOS

Quando comparadas as médias das concentracdes plasméticas de progesterona entre
dias, os grupos F 225mm, F >30mm e F >35mm ndo apresentaram diferenca estatistica
(P>0,05). No grupo F pré-ovulatério, o D4, D7, D10, D13 e D16 foram semelhantes
estatisticamente (P>0,05). No entanto, o D1 foi semelhante (P>0,05) ao D4 e D16. No
controle, o D1 foi maior (P<0,05) do que o D16 e ambos foram diferentes estatisticamente
dos demais dias (P<0,05). O D4, D7, D10 e D13 foram semelhantes (P>0,05), como
demonstrado na Tabela 1.

Quando comparadas as médias entre grupos, ndo houve diferenca estatistica
(P>0,05), exceto no D4 e D7 onde o grupo controle foi maior (P<0,05) do que os demais
grupos (Tabela 1).

Uma égua do grupo F >30mm apresentou uma ovulacio de diestro 10 dias apds a
aspiracao folicular e a colheita de sangue foi interrompida neste dia. Esse animal entrou
para a anélise de dados aspiracdo a concentragdo de progesterona >2ng/mL e foi excluido
da aspiragdo a concentracdo de progesterona <2ng/mL (Tabela 2). Duas éguas do grupo F
>30mm nao atingiram as concentragdes plasmdtica de 2ng/mL de progesterona apds a
aspiracdo folicular e ovularam 12 e 10 dias apés a aspiragdo folicular, respectivamente,
portanto foram excluidas das analises aspiragdo a concentracio plasmatica de progesterona
>2ng/mL e aspirac@o a concentracio plasmadtica de progesterona <2ng/mL (Tabela 2). Uma
égua do F >25mm e uma do F >35mm ndo atingiram as concentracdes plasmdtica de
2ng/mL. de progesterona apds a aspiracdo folicular e ovularam 11 e 7 dias,
respectivamente, apds a aspiragdo folicular. Esses animais, portanto, foram excluidos das
andlises aspiracdo a concentracdo plasmadtica de progesterona >2ng/mL e aspiracdo a
concentracdo plasmaética de progesterona <2ng/mL (Tabela 2).

Quanto ao intervalo de dias entre aspiracdo e concentragdo plasmdtica de
progesterona >2ng/mL, que indica o inicio do diestro, o grupo controle foi igual (P>0,05)
ao grupo F pré-ovulatério e menor (P<0,05) do que os demais. O grupo F pré-ovulatério
foi semelhante (P>0,05) ao F >25mm e F >35mm, e menor (P<0,05) do que F >30mm que
foi semelhante a F >25mm e F >35mm (Tabela 2).

Analisando-se o periodo entre aspiracdo e concentracdo plasmadtica de progesterona
>2ng/mL, aspiracdo e ovulacdo (Tabela 2) e dia da concentragdo plasmdtica maxima de

progesterona (Tabela 3) ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).
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Na concentragdo médxima de progesterona (Tabela 3), o grupo controle foi igual
(P>0,05) ao grupo F pré-ovulatério e F >35mm, as quais foram maiores (P<0,05) do que F
>25mm e F >30mm, porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos aspirados
(Figura 2).

A porcentagem de animais que atingiram as concentracdes plasmatica de 2ng/mL
de progesterona, assim como os animais que formaram uma estrutura semelhante a um CL,
estd demonstrada na tabela 4.

Pela imagem ultrassonogréfica, no grupo F >25mm, trés éguas formaram uma
estrutura hiperecogénica homogénea, uma formou uma estrutura semelhante a um foliculo
hemorrdgico, uma formou uma estrutura hiperecogénica cavitdria e uma formou uma
pequena estrutura hiperecogénica, sendo que esta ndo alcancou a concentracio de
progesterona >2ng/mL. No grupo F >30mm, duas éguas formaram uma estrutura
hiperecogénica homogénea, uma formou uma estrutura semelhante a um foliculo
hemorrdgico, uma formou uma estrutura hiperecogénica cavitdria, duas formaram uma
pequena estrutura anecogénica com codgulo central hiperecogénico, sendo que estas duas
ndo alcangcaram a concentragdo de progesterona >2ng/mL. No grupo F >35mm, trés éguas
formaram uma estrutura hiperecogénica homogénea, duas formaram uma pequena
estrutura anecogénica com codagulo central hiperecogénico, uma formou uma estrutura
hiperecogénica cavitdria, sendo que esta ndo alcangou a concentragdo de progesterona
>2ng/mL. No grupo F pré-ovulatério, trés éguas formaram uma estrutura hiperecogénica
homogénea e trés formaram uma estrutura hiperecogénica cavitdria.

Portanto, de 24 éguas que sofreram a aspiragdo folicular, 20 responderam a
aspiragdo (concentragdo plasmatica de progesterona >2ng/mL) e quatro ndo responderam.
Sendo assim, através da ultrassonografia pode-se observar que as estruturas
hiperecogénicas homogéneas, semelhantes a um foliculo hemorrigico e hiperecogénicas
cavitdrias tiveram concentracdo de progesterona >2ng/mlL e as estruturas pequenas
hiperecogénicas e anecogénicas com coagulo central hiperecogénico tiveram concentragio

de progesterona <2ng/mL.
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TABELA 2 - Intervalo em dias, da aspiracdo folicular ou ovulagdo a concentracio

plasmaética de progesterona >2ng/mL, da aspirac¢do folicular ou ovulacdo a

concentracdo plasmadtica de progesterona <2ng/mL e da aspiracdo folicular

ou ovulagdo a ovulagdo subsequente em éguas nos diferentes grupos.

Aspiracao ou ovulacao a

Aspiracéo ou

Grupo concentracio de progesterona ovulacio a ovulagio
>2ng/mL <2ng/mL

Dias Dias Dias
F >25mm 6,2+1,1* (n = 5) 17,2+1,6" (n = 5) 20,5+3,1* (n = 6)
F >30mm 7,340,5% (n = 4) 19,0+1,4* (n = 3) 17,2+2,8" (n = 6)
F >35mm 5,4+0,6™® (n = 5) 18,8+1,6" (n = 5) 23,0+3,5" (n=6)
F Pré-ovul. 4,0+0,4% (n = 6) 16,0+0,5" (n = 6) 22,7+0,8* (n = 6)
Controle 1,6£0,4° (n = 5) 13,6+0,7" (n = 5) 22,0+1,0* (n=5)
3 <0,05 >0,05 >0,05

Letras diferentes determinam diferencas estatisticas (P<0,05), sendo que letras maisculas comparam dados
dentro de uma mesma coluna

TABELA 3 - Concentracdo maxima de progesterona plasmadtica e dia da deteccdo da

concentracdo méxima de progesterona plasmdtica (ng/mL) em éguas nos

diferentes grupos.

Grupo Concentracio maxima de progesterona
(ng/mL) (dias)

F >25mm 8,1+2,2° (n = 6) 11,3+4,6" (n = 6)

F >30mm 6,4+2,6" (n = 6) 11,5+1,2"* (n = 6)

F >35mm 8,3+1,8* (n = 6) 11,2+4,8* (n = 6)

F Pré-ovulatorio

Controle

8,7+3,4" (n = 6)
8,8+0,6" (n = 5)

10,9+1,8*8 (n = 6)
20,4+4,7* (n = 5)

P

<0,05 >0,05

Letras diferentes determinam diferengas estatisticas (P<0,05), sendo que letras maitsculas comparam dados
dentro de uma mesma coluna
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TABELA 4 - Distribuicio de frequéncias das éguas que atingiram a concentracio
plasmatica de progesterona (P4) >2ng/mL apds a aspira¢do folicular e
porcentagem de éguas com presenca ou auséncia de estrutura ldtea (EL)

visualizada pela ultrassonografia.

Eguas com concentracio de P4 Eguas
Grupo >2ng/mL <2ng/mL presenca EL auséncia EL
(%) (%) (%) (%)

F >25mm (n=6) 83,3 16,7 66,7 33,3
F >30mm (n=6) 66,7 33,3 50,0 50,0
F >35mm (n=6) 83,3 16,7 83,3 16,7
F Pré-ovul. (n=6) 100,0 0,0 100,0 0,0
Controle (n=5) 100,0 0,0 100,0 0,0
%2=3,8 p=0,44 (concentragdo de P4 > ou <2ng/mL)
%2=6,6 p=0,16 (presenca/auséncia de EL)

20+

18 —-0--->25mm

16+ —=— >30mm

--#-- >35mm
—-8—- Pré-ovulatério

—— Controle

Progesterona (ng/mL)
2

8_ -g\
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6 \ \
I\ \
4 W \
\\‘\ N
24 .2 L )‘\\o_ _O\Q\_o
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FIGURA 2 - Perfil das concentragdes plasmadticas de progesterona
em éguas, iniciando a colheita de sangue no dia
anterior a aspiracdo (D-1) ao D21, considerando-se

DO o dia da aspiracao folicular.
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6. DISCUSSAO

Este estudo demonstra que a aspiracdo de foliculos ovarianos >25mm em éguas
leva a formacdo de uma estrutura luteinizada produtora de progesterona, a qual atinge
concentracdes compativeis com o periodo do diestro (>2ng/mL) entre os dias 4 e 7 apds a
aspiracdo. No grupo F pré-ovulatdrio, observou-se as mesmas concentragdes entre os dias
1 e 4. Porém, nos demais grupos a concentracdo plasmatica de progesterona foi similar ao
controle no D10 (Figura 2). Em trabalho realizado por Hayna et al. (2004), concentragdes
elevadas de progesterona sérica foram detectadas 5 dias apds a aspiracdo, porém, no
referido estudo, tecido luteal foi considerado presente quando as concentracdes de
progesterona foram >I1ng/mL, assim como em outro estudo realizado por Hayna et al.
(2006) onde 80% das éguas alcangaram estas concentragdes de progesterona plasmatica no
D5 e os 20% restantes no D8. Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos
estudos citados.

Diferentes concentracdes de progesterona plasmdtica durante o ciclo estral em
éguas tém sido relatadas. Segundo Ginther et al. (2006), entre os dias 1 e 2, a progesterona
aumentou de 2,1+0,3 a 4,8+0,5ng/mL, valores semelhantes foram relatados por LeBlanc
(2003), onde as concentracdes de progesterona aumentaram gradativamente apds a
ovulagdo atingindo 1,5 a 2,5ng/mL dentro de 24h e 2,5 a 5,0ng/mL em 48h. Ja Arruda et
al. (2001), encontraram niveis significativamente mais baixos (<2,16ng/mL) até o terceiro
dia apds a ovulagdo, a partir do qual a producido de progesterona se elevou e se manteve
relativamente constante (3,41 a 4,33ng/mL) até o dltimo dia (D9) de observagdo. De
acordo com Kanitz et al. (2006), a média das concentra¢des de progesterona aumentou
continuamente do D0 ao D8 apés a ovulagao de 0,63+0,68 a 5,83+0,68ng/mL.

Comparando-se as concentra¢des plasmadtica de progesterona alcancadas nos grupos
aspirados neste experimento, com as dosagens de éguas ovuladas encontradas na literatura
dentro de 48h, os grupos ap6s aspirados demoraram mais para chegar a niveis semelhantes
de progesterona. Os resultados do presente trabalho foram similares aos previamente
publicados que envolveram a aspiracdo folicular (HINRICHS et al., 1991; HAYNA et al.,
2004, 2006). Segundo Niswender (2002), as concentracdes séricas de progesterona
dependem da quantidade de tecido esteroidogénico, perfusdo sanguinea e capacidade do
tecido esteroidog€nico em sintetizar progesterona. A quantidade de tecido esteroidogénico
€ dependente do nimero e tamanho das células luteais, os quais aumentam durante o

desenvolvimento luteal e a habilidade em responder ao LH aumenta durante o
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desenvolvimento da fase luteal, o que pode ter sido mais lento nos grupos aspirados, além
de uma suposta alteracdo na perfusdo sanguinea devido a manipulagdo do ovdrio e
procedimento de aspiracdo, uma vez que o desenvolvimento normal do CL e sua
capacidade de produzir progesterona sdo dependentes do suprimento sanguineo (ACOSTA
& MIYAMOTO, 2004).

Na andlise do intervalo entre aspiracdio e concentragdes plasmaticas de
progesterona >2ng/mL, o intervalo do grupo controle (1,6+0,4 dias) se mostrou semelhante
somente ao intervalo do grupo F pré-ovulatério (4,0+0,4) e menor do que os demais, o que
quer dizer que os grupos F >25mm (6,2+1,1), F >30mm (7,3£0,5) e F >35mm (5,4+0,6)
demoraram mais tempo para atingir a concentracdo >2ng/mL de progesterona. O intervalo
do grupo F >30mm mesmo demorando mais para alcancar as concentragdes ideais de
progesterona, nao foi estatisticamente diferente do intervalo dos demais grupos. Segundo
Ginther et al. (2006), a progesterona de éguas ovuladas espontaneamente foi de
2,1+0,3ng/mL no D1 e Ginther et al. (2007b), encontraram valores >2ng/mL de
progesterona entre os dias 1 e 2, resultado semelhante ao encontrado no grupo controle do
presente trabalho. Essa variacdo da concentracdo de progesterona pode ser influenciada
pelo intervalo de tempo entre a ovulacdo e a colheita de sangue, o que pode ter
influenciado nos resultados encontrados no presente estudo, pois as aspiracdes foram
realizadas em hordrios diferentes e a colheita de sangue foi realizada todos os dias no
periodo da manha.

Ginther et al. (2006), definem lutedlise quando as concentracdes de progesterona
estdo abaixo de 2ng/mL, o que aconteceu no dia 16+0,7, porém, segundo os autores,
analisando-se o perfil da progesterona, o inicio da lutedlise comeca dois dias antes, o que
seria dia 14. Na andlise da aspiracdo ou ovulagdo a concentragdo de progesterona <2ng/mL
deste trabalho, ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os grupos, variando entre
16,0+0,5 e 19,0+1,4 dias, porém o grupo controle sofreu lutedlise no dia 13,6+0,7. Esse
atraso da lutedlise entre o grupo controle e os grupos aspirados, pode ser devido ao
aumento inicial mais lento nas concentra¢des de progesterona, 0 que consequentemente
levou a lutedlise a demorar mais tempo para ocorrer.

No intervalo entre a aspiragdo e a ovulagdo subsequente também nao houve
diferenca estatistica entre os grupos, variando entre 17,2+2.8 e 23,043,5 dias, sendo que o
grupo F >30mm o que teve o menor intervalo devido a ovulagdo de diestro que ocorreu em
uma égua e a duas éguas que nio atingiram a concentracdo de 2ng/mL apds a aspiragio e

ovularam rapidamente. Segundo Ginther et al. (2006), o comprimento do intervalo
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interovulatério em éguas ciclando naturalmente foi 23,7+0,6 dias, o que é compativel com
os resultados encontrados tanto para os grupos tratados quanto para o grupo controle.

O tempo que o grupo controle levou para atingir concentracio mdaxima de
progesterona (18,4+4,3ng/mL) foi semelhante ao dos grupos F pré-ovulatério (10,9+1,8) e
F >35mm (8,3%1,8), e maior do que F >30mm (6,4+2,6) ¢ F >25mm (8,1+2,2), mas ndo
houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os grupos aspirados. Segundo Nagy et al. (2004),
as concentragdes de progesterona plasmdtica sdo maiores apds multiplas ovulagdes quando
comparadas a ovulagdes simples. Neste experimento, as maiores concentragdes de
progesterona foram de éguas que tiveram dois ou trés foliculos aspirados, assim como em
éguas do grupo controle que tiveram mais do que uma ovulacdo. O grupo F >30mm foi o
Unico que ndo teve co-domindncia, portanto somente um foliculo foi aspirado em cada
égua e apresentou as menores médias de progesterona plasmaética.

Na andlise da varidvel dia da progesterona maxima, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos, variando de 8,7+3,4 a 11,5+1,2 dias. Segundo Ginther et al. (2007a), o
desenvolvimento completo do CL, indicado pelas concentragdes médximas de progesterona
(12,8ng/mL), ocorreu no dia 8. LeBlanc (2003), relata que as maiores concentragdes de
progesterona (8 a 20ng/mL) sdo atingidas entre os dias 5 e 8 pds-ovulagdo mantendo-se
altas até o inicio da lutedlise ao redor dos dias 14 e 15. Ja Ginther et al. (2006), relataram
que concentragcdes maximas foram alcangadas no dia 6, e diminuiram em torno de 37%
entre o dia 6 e o inicio da lutedlise no dia 14. O presente estudo se mostrou semelhante aos
resultados encontrados na literatura.

Em relacdo a resposta hormonal a aspiracdo folicular, somente quatro éguas ndo
atingiram as concentragdes de 2ng/mL de progesterona, sendo uma do grupo F >25mm,
duas do F >30mm e uma do F >35mm. Os grupos F >25mm e F >35mm tiveram 83,3% de
resposta positiva, o F >30mm teve a menor resposta que foi 66,7% e o grupo F pré-
ovulatério apresentou 100%, portanto, no total 83,33% das éguas responderam
hormonalmente a aspiragdo folicular e 16,66% nao responderam. Esses dados foram
semelhantes aos encontrados por Hayna et al. (2004), onde os resultados variaram entre
80% (aspiracdo de foliculos entre 31 e 34mm) e 100% (aspiracdo de foliculos entre 26 e
30mm).

Hayna et al. (2006), observaram que a aspiragdo de foliculos <25mm n@o levou a
formacao de tecido luteal e que a aspiragdo de foliculos >25mm produziu uma onda de LH
a qual nao € diferente do aumento observado no LH, um a dois dias ap6s ovulacdes

espontaneas, resultado semelhante ao encontrado por Gastal et al. (1999), onde
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demonstraram um aumento no LH apds a aspiragdo do maior foliculo no inicio do desvio
folicular. No presente estudo, ndo foi dosado LH, porém sabe-se que foliculos a partir da
divergéncia folicular passam a ser dependentes do LH para crescimento, maturacdo e
ovulacdo (GASTAL et al., 1999), o que pode explicar a auséncia de estrutura luteal apds a
aspiracao folicular em alguns foliculos dos grupos F >25mm, F >30mm e F >35mm, pelas
células da granulosa ndo terem adquirido a capacidade de responder ao LH devido a
expressdo de receptores para LH ser observada nos estigios finais do desenvolvimento
folicular e talvez por terem sido aspirados antes da completa maturacio folicular.

Através do exame ultrassonografico, pode-se observar em muitos casos, estruturas
semelhantes a um CL no dia seguinte apds a aspiragcdo, o que nio foi compativel com a
producgdo de progesterona plasmatica nesse dia. Quando comparada a resposta a aspiracio
folicular com a presenga de estrutura litea, os grupos F >25mm e F >30mm ndo foram
compativeis, pois no F >25mm a presenca da estrutura foi de 66,7% e no F >30mm foi de
50%. Dessa forma, a ultrassonografia ndo deve ser utilizada como Unico pardmetro para
avaliacdo de uma receptora antes de uma transferéncia de embrido, devendo-se avaliar
também o tdnus do utero e da cérvix, assim como deve-se observar a auséncia de fluido e
dobras endometriais.

Segundo Carnevale et al. (2000), éguas com excelente tonus uterino e cervical ou
que foram consideradas aceitaveis durante o exame pré-transferéncia, tiveram melhores
taxas de prenhez e menores perdas embriondrias do que receptoras consideradas médias ou
com tdnus uterino ruim. Em outro estudo realizado por McCue et al. (1999), concentragdes
de progesterona sérica foram comparadas entre éguas, 5 dias apds a ovulacdo, relatando
que houve uma correlagdo entre éguas com tdnus uterino e/ou cervical reduzidos e baixa
concentrac¢do de progesterona.

Durante o diestro, o CL pode ser visto através da ultrassonografia devido a sua
intensa ecogenicidade contendo ou n3o um codgulo ndo ecogénico central. O
desenvolvimento dessa drea de fluido central ndo altera o comprimento do intervalo
interovulatdrio, ndo € peculiaridade de algumas éguas ou de certo periodo ovulatério e ndo
sdo funcionalmente importantes, pois sdo encontrados em 50% de todos os corpos liteos,
tampouco alteram o tempo de visualizacdo ultrassonogrifica durante o periodo
interovulatério. A extensdo das rupturas dos componentes vasculares na parede folicular
durante a ovulagdo é que determina, ao acaso, a formac¢@o ou ndo do codgulo central. Ndo
existem diferencas significativas nos niveis de progesterona produzida por corpos liteos

com centro ndo-ecogénico ou ecogénico (GINTHER & PIERSON, 1984; PIERSON &
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GINTHER, 1985). Segundo Tom et al. (1998), o CL bovino pode apresentar dois tipos
morfolégicos distintos, os cavitdrios e 0s ndo cavitarios, ndo havendo nenhuma diferenca
funcional entre eles. Kito et al. (1986) ndo encontraram diferencas nos niveis de
progesterona para as fémeas que apresentavam ou ndo as cavidades luteinicas e sugeriram
que estas cavidades ndo causam nenhum efeito sobre a fertilidade. Assim como encontrado
na literatura, dos foliculos aspirados no presente trabalho, alguns formaram estruturas
cavitdrias e outros ndo, e aparentemente nao interferiram na producio de progesterona.
Dessa forma, este estudo demonstra que a aspiracdo de foliculos >25mm leva a
formacdo de uma estrutura luteinizada capaz de produzir progesterona em niveis
compativeis com o diestro dentro de sete dias apds a aspiragdo, resultado semelhante aos

publicados anteriormente (HINRICHS et al., 1991; HAYNA et al., 2004, 2006).
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7. CONCLUSOES

A aspiracdo de foliculos ovarianos >25mm permite que as células foliculares se
transformem em tecido luteal ativo produtor de progesterona, alcangando concentragdes
compativeis com o diestro, no entanto, estudos sdo necessarios para esclarecer se essas
éguas podem ser utilizadas como receptoras de embrido, assim como em que dias o
embrido pode ser inovulado.

A auséncia de tecido luteal observada pela ultrassonografia ndo estd

necessariamente relacionada a baixa producio de progesterona.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da aspiragdo de foliculos
>25mm sobre a concentracdo de progesterona plasmdtica em éguas. O crescimento
folicular foi acompanhado diariamente e um tnico foliculo ovariano foi aspirado, exceto
quando uma co-dominancia foi observada. Neste caso, ambos os foliculos foram aspirados
no mesmo momento quando atingiram o didmetro esperado nos respectivos grupos: F
>25mm (n = 6), F 230mm (n = 6), F 235mm (n = 6), F pré-ovulatério (n = 6). O Grupo
controle (n = 5) ndo foi submetido a aspiragdo, acompanhando-se as ovulagdes
espontineas. A avaliacdo ultrassonografica dos ovdrios foi realizada a cada 24 horas
iniciando-se 48 horas antes da aspiracdo folicular (DO = dia da aspira¢@o), continuando até
a ovulagdo subsequente. A concentragdo de progesterona foi >2ng/mL, entre os dias
4,0+£0,4 e 7,3£0,5 apds a aspiragdo. O intervalo entre a aspiracdo e a lutedlise foi de
16,0£0,5 a 19,0+1,4 dias e entre a aspiragcdo e a ovulagao foi de 17,2+2,8 a 23+0,5 dias. A
concentracdo maxima de progesterona alcancada variou entre 6,4+2,6 e 10,9+1,8ng/mL e
ocorreu entre os dias 8,7+3,4 e 11,5+1,2. A aspiracdo folicular em todos os grupos
permitiu que as células foliculares se transformassem em estrutura hormonalmente ativa,

produtora de progesterona em niveis compativeis com o diestro.
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FOLLICULAR ABLATION EFFECT ON PLASMATIC PROGESTERONE
CONCENTRATION IN CYCLING MARES

ABSTRACT

The present study aims to verify the follicles >25mm ablation effect on plasmatic
progesterone concentration in mares. Follicular growth was daily accompanied and only
one follicle was ablated, excepted when codominance was observed. At this case, both
follicles were ablated at the same moment when achived the expected diameter for the
following groups: F >225mm (n = 6), F 230mm (n = 6), F >35mm (n = 6), F pre-ovulatory
(n = 6). Control group (n = 5) was not submitted by ablation and the spontaneous
ovulations were followed. Ultrasound evaluation of the ovaries was done every 24h
beginning 48h after follicular ablations (D0 = day of ablation), continuing until subsequent
ovulation. Interval between aspiration and luteolysis varied from 16,0+0,5 to 19,0+1,4 days
and between ablation and next ovulation varied from 17,2428 to 23+0,5 days. Maximum
concentration of progesterone varied from 6,4+2,6 and 10,9+1,8ng/mL and occurred
between days 8,7+3,4 and 11,5+1,2. In all groups, follicular ablation allowed follicular
cells to become an active hormonal structure, which produced progesterone in

concentrations similar to diestrous.

Key-words: follicular ablation; copus luteum; mares; progesterone; ultrassonographic.



EFECTO DE LA ASPIRACION FOLICULAR EN LA CONQENTRACION
PLASMATICA DE PROGESTERONA EN YEGUAS CICLICAS

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la aspiracién de foliculos >
25mm en la concentracidon plasmadtica de progesterona en yeguas. El crecimiento folicular
se vigila dia y un solo foliculo ovdrico fue aspirado, excepto cuando un compafiero de
posicién dominante se observd. En este caso, tanto los foliculos fueron aspirados, al mismo
tiempo, cuando llegaron a la espera de didmetro en sus grupos: F > 25mm (n = 6), F
>30mm (n = 6), F >3 mm (n = 6), F pre-ovulatoria (n = 6). El grupo control (n = 5) no se
presentd a la aspiracién, sufriendo ovulacién espontdnea. La evaluacién de ultrasonido de
los ovarios se realizé cada 24 horas puesta en marcha de 48 horas antes de la aspiracién
folicular (DO = difa de la aspiracién), continuando hasta la posterior ovulacién. La
concentracién de progesterona fue >2ng/mL, entre los dias 4,0+0,4 y 7,3+0,5 después de la
aspiracion. El intervalo entre las aspiraciones y lutedlisis fue 16,0+£0,5 a 19,0+1,4 dias y
entre la aspiracién y la ovulacién fue de 17,242,8 a 23+0,5 dias. La concentracién méxima
de progesterona alcanzada vari6 de 6,4+2,6 y 10,9+1,8 ng/mL y produjo entre los dias
8,7+3,4 y 11,5+1,2. La aspiracién folicular en todos los grupos permitié a los de las células
foliculares de inflexion en la estructura hormonalmente activos, la produccién de

progesterona en niveles compatibles con el diestro.

Palabras-clave: aspiracion folicular, cuerpo luteo, yeguas, progesterona, ultrasonido.



INTRODUCAO

O sucesso de um programa de transferéncia de embrides depende de vdrios fatores,
dentre eles, a utilizacdo de éguas receptoras com boa condi¢do uterina e capazes de
produzir progesterona pelos corpos liteos em quantidades adequadas no primeiro terco da
gestacdo. O manejo das éguas receptoras é provavelmente um dos fatores mais criticos que
afeta as taxas de prenhez por necessitar da sincronizagdo entre doadoras e receptoras, uma
grande quantidade de receptoras € necessdria para assegurar uma sincronizacio segura.
Porém, essa condicdo, além de ser cara, consome tempo. Métodos alternativos que
facilitam as técnicas de manejo t€m sido descritos, como o uso de hormonios para induzir o
estro e a ovulaclo, associagdo de estrégeno e progesterona para manutencio da gestacio
em receptoras aciclicas (1), assim como em éguas ovariectomizadas (2).

A aspiracdo transvaginal de foliculos com didmetro >25mm visando originar uma
estrutura luteinizada capaz de produzir progesterona em concentracdes compativeis com o
periodo de diestro, pode ser uma alternativa como um método para a preparagdo de
receptoras de embrides (3, 4) por ser pritico e minimamente invasivo. A aspiracdo de
foliculos maturos em éguas ciclicas pode resultar na formagdo de tecido luteal (5), no
entanto sdo necessarios estudos que caracterizem o tempo necessario para o inicio do
diestro (concentragdo de progesterona >2ng/mL), o intervalo entre a aspirag@o e o inicio da
lutedlise, assim como da aspira¢do a ovulacdo, a concentragdo médxima de progesterona
atingida durante o ciclo e o dia da deteccdo da concentracio mdxima de progesterona, o

que € o objetivo do presente trabalho.



MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 29 ciclos estrais de 15 éguas mesticas, com idade entre quatro e
15 anos, peso entre 350 e 500kg, com histérico de atividade reprodutiva normal. Os
animais foram mantidos em piquetes no Posto de Monta da Fazenda Lageado UNESP,
Botucatu-SP (Latitude -22° 53’ 09” e Longitude 48° 26’ 4”), sendo alimentados com feno
de coast-cross (Cynodon dactylon) duas vezes ao dia, racdo comercial, suplementadas com

sal mineral e com acesso livre a dgua.

Grupos experimentais

Cinco dias apds a ovulagdo, as éguas foram avaliadas pelo ultrassom transretal
modelo Aloka SSD500 com transdutor linear de SMHz para determinar o didmetro dos trés
maiores foliculos e a presenca de corpo liteo. Em seguida, as éguas receberam 7,5mg de
Dinoprost-trometamina (PGF,,, — lutalyse — Pfizer), sendo distribuidas aleatoriamente em
cinco grupos. Um unico foliculo ovariano foi aspirado, exceto quando uma co-dominéncia
(diferenca de 3mm entre eles) foi observada. Neste caso, ambos os foliculos foram
aspirados no mesmo momento quando atingiram o didmetro esperado nos respectivos
grupos: Grupo F >25mm, foliculo >25mm (n = 6); Grupo F >30mm, foliculo >230mm (n =
6); Grupo F >35mm, foliculo 235mm (n = 6). O Grupo F pré-ovulatério (n = 6) foi
submetido a aspiracdo do foliculo pré-ovulatério de acordo com a detec¢do das
caracteristicas ultrassonograficas, como didmetro >35mm, mudanca na forma de esférico

para irregular, espessamento da parede folicular, formacdo da parede dupla com aumento



na ecogenicidade da camada granulosa tornando-a mais evidente. No grupo controle (n =

5), o foliculo nao foi submetido a aspiragdo, acompanhando-se as ovulagdes espontineas

(6).

Aspiracao folicular

As éguas foram sedadas com 0,5mg/kg, IV de Xilazina a 10% (Sedazine®- Fort-
dodge) e 0,03mg/kg, IV Acepromazina (Acepran® - Vetnil). Para a obten¢do do
relaxamento retal foi utilizado 0,2mg/kg, IV de Hyoscina N-butyl bromide
(Butylscopolamina — Sigma Pharma). Um foliculo ou eventualmente dois, em caso de co-
dominancia, foram aspirados utilizando-se monitor com transdutor convexo de SMHz (Pie
Medical modelo 240) com guia transvaginal contendo uma agulha de 18G (WTA Ltda),
conectada a um sistema de vacuo, com pressao entre 180-200mmHg. A aspiracdo folicular
foi iniciada a partir do momento em que se observou a ponta da agulha no antro folicular,
por meio de pressdo negativa. Objetivando evitar o repreenchimento do foliculo com fluido

folicular, foram realizadas trés perfuracdes na parede de cada foliculo aspirado.

Avaliacao ultrassonografica

A avaliacdo ultrassonografica dos ovdrios foi realizada a cada 24 horas iniciando-se
48 horas antes da aspiracdo folicular, continuando até a ovula¢do subsequente. A
mensuragdo do diametro folicular foi realizada através de exame ultrassonografico (média
dos valores referentes a largura e altura dos foliculos em imagens congeladas). Quando o
maior foliculo atingiu didmetro >25mm, >30mm, >35mm e pré-ovulatério este foi aspirado

(DO = dia da aspiracdo folicular ou ovulacdo no grupo controle). Apds a aspiracdo, a



luteinizacdo da estrutura originada foi caracterizada através dos aspectos
ultrassonograficos, como ecogenicidade durante o desenvolvimento, formacdo de uma
estrutura semelhante a um foliculo hemorragico, presenca ou auséncia de codgulo ndo

ecogénico central (7).

Colheita de sangue e ensaio hormonal

A colheita de sangue foi realizada por meio de punc¢do da veia jugular em tubos
vacutainer heparinizados, a cada 24 horas iniciando-se 48 horas antes da aspiragdo
folicular continuando até a ovulagdo subsequente. O sangue foi centrifugado
imediatamente ap6s colheita a 3000rpm por 5 minutos sendo o plasma removido e
armazenado a —20°C até a realizacio da andlise hormonal.

A concentragdo plasmédtica de progesterona foi determinada por radioimunoensaio
(RIA) utilizando-se kits comerciais Coat-a-Count, DPC (Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA). Os ensaios foram realizados no Laboratério de Endocrinologia do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ — UNESP —
Botucatu.

Para determinar a precisao de cada ensaio foi utilizado um pool de plasmas, o qual
foi repetido por trés vezes e em duplicata no mesmo ensaio. O erro intra ensaio e inter

ensaio foi de 7,6% e 8,3%, respectivamente.

Analise estatistica

Foi utilizada a andlise de variancia de perfil seguida do método de Tukey com nivel

de significincia de 5% para todas as varidveis, exceto: (1) animais que responderam a



aspiracao folicular atingindo concentragdes de 2ng/mL de progesterona; (2) presenca ou
auséncia de estrutura litea visualizada pela ultrassonografia, o qual foi utlilizado o teste do
qui-quadrado.

O inicio do diestro foi caracterizado pela concentragdo de progesterona >2ng/mL e
a lutedlise quando os niveis foram <2ng/mL (8). Dessa forma, os animais que ndo
atingiram as concentracdes de 2ng/mL de progesterona, foram excluidos da andlise

aspiracdo a concentracdo de progesterona >2ng/mL e aspiragdo a concentracdo de

progesterona <2ng/mL..

RESULTADOS

Quando comparadas as médias das concentra¢des plasmaéticas de progesterona entre
dias, os grupos F 225mm, F >30mm e F >35mm ndo apresentaram diferenca estatistica
(P>0,05). No grupo F pré-ovulatério, os dias 4, 7, 10, 13 e 16 foram semelhantes
estatisticamente (P>0,05). No entanto, o D1 foi semelhante (P>0,05) ao D4 e D16. No
controle, o D1 foi maior (P<0,05) do que o D16 e ambos foram diferentes estatisticamente
dos demais dias (P<0,05). Os dias 4, 7, 10 e 13 foram semelhantes (P>0,05), como
demonstrado na Tabela 1. Quando comparadas as médias entre grupos, nido houve
diferenca estatistica (P>0,05), exceto no D4 e D7 onde o grupo controle foi maior (P<0,05)
do que os demais grupos (Tabela 1).

Uma égua do grupo F >30mm apresentou uma ovulagdo de diestro 10 dias apds a
aspiragdo folicular e a colheita de sangue foi interrompida neste dia. Esse animal entrou
para a andlise de dados aspiracdo ou ovulacdo a concentragdo de progesterona >2ng/mL e
foi excluido da aspiragdo ou ovulacdo a concentrag@o de progesterona <2ng/mL (Tabela 2).

Duas éguas do grupo F >30mm n#o atingiram as concentracdes de 2ng/mL de progesterona



ap6s a aspiragdo folicular e ovularam 12 e 10 dias apdés a aspiracdo folicular,
respectivamente, portanto foram excluidas das andlises aspiracdio ou ovulacdo a
concentracdo de progesterona >2ng/mL e aspiracdo ou ovulacdo a concentracdo de
progesterona <2ng/mL (Tabela 2). Uma égua do F >25mm e uma do F >35mm ndo
atingiram as concentragdes de 2ng/mL de progesterona apds a aspiracdo folicular e
ovularam 11 e 7 dias, respectivamente, apds a aspirac¢do folicular. Esses animais, portanto,
foram excluidos das andlises aspiragdo ou ovulacdo a concentragdo de progesterona
>2ng/mL e aspiragdo ou ovulagdo a concentracao de progesterona <2ng/mL (Tabela 2).

Quanto ao intervalo de dias entre aspiracdo ou ovulagdo e concentracdo de
progesterona >2ng/mL, que indica o inicio do diestro, o grupo controle foi igual (P>0,05)
ao grupo F pré-ovulatério e menor (P<0,05) do que os demais. O grupo F pré-ovulatério
foi semelhante (P>0,05) ao F >25mm e F >35mm, e menor (P<0,05) do que F >30mm que
foi semelhante a F >25mm e F >35mm (Tabela 2).

Analisando-se o periodo entre aspiracdo ou ovulacdo e concentracio de
progesterona >2ng/mL, aspiracdo ou ovulacdo e ovulacio (Tabela 2) e dia da concentracio
méaxima de progesterona (Tabela 3) nido houve diferenca estatistica entre os grupos
(P>0,05).

Na concentragdo médxima de progesterona (Tabela 3), o grupo controle foi igual
(P>0,05) ao grupo F pré-ovulatério e F >35mm, as quais foram maiores (P<0,05) do que F
>25mm e F >30mm, porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos aspirados.

A porcentagem de animais que atingiram as concentracdes de 2ng/mL de
progesterona, assim como os animais que formaram uma estrutura semelhante a um CL,
estd demonstrada na tabela 4.

Pela imagem ultrassonografica, no grupo F >25mm, trés éguas formaram uma

estrutura hiperecogénica homogénea, uma formou uma estrutura semelhante a um foliculo



hemorrdgico, uma formou uma estrutura hiperecogénica cavitdria e uma formou uma
pequena estrutura hiperecogénica, sendo que esta ndo alcancou a concentracdo de
progesterona >2ng/mL. No grupo F >30mm, duas éguas formaram uma estrutura
hiperecogénica homogénea, uma formou uma estrutura semelhante a um foliculo
hemorrdgico, uma formou uma estrutura hiperecogénica cavitdria, duas formaram uma
pequena estrutura anecogénica com codgulo central hiperecogénico, sendo que estas duas
ndo alcangaram a concentrag¢do de progesterona >2ng/mL. No grupo F >35mm, trés éguas
formaram uma estrutura hiperecogénica homogénea, duas formaram uma pequena
estrutura anecogénica com codagulo central hiperecogénico, uma formou uma estrutura
hiperecogénica cavitdria, sendo que esta ndo alcangou a concentracdo de progesterona
>2ng/mL. No grupo F pré-ovulatério, trés éguas formaram uma estrutura hiperecogénica
homogénea e trés formaram uma estrutura hiperecogénica cavitaria. Portanto, de 24 éguas
que sofreram a aspiracdo folicular, 20 responderam a aspiracdo (concentracdo de

progesterona >2ng/mL) e quatro ndo responderam dentro de sete dias apds a aspiracao.

DISCUSSAO

Este estudo demonstra que a aspiragdo de foliculos ovarianos >25mm em éguas
leva a formacdo de uma estrutura luteinizada produtora de progesterona, a qual atinge
concentragdes compativeis com o periodo do diestro (>2ng/mL) entre os dias 4 e 7 apds a
aspiracdo. No grupo F pré-ovulatdrio, observou-se as mesmas concentragdes entre os dias
1 e 4. Porém, nos demais grupos a concentragdo de progesterona foi similar ao controle no
D10. Em trabalho realizado por Hayna et al. (4), concentragdes elevadas de progesterona
sérica foram detectadas 5 dias apds a aspiragdo, porém, no referido estudo, tecido luteal foi

considerado presente quando as concentragdes de progesterona foram >Ing/mL, assim



como em outro estudo realizado por Hayna et al. (3) onde 80% das éguas alcancaram estas
concentracdes de progesterona plasmatica no D5 e os 20% restantes no DS. Os resultados
do presente trabalho foram semelhantes aos estudos citados.

Diferentes concentracdes de progesterona plasmdtica durante o ciclo estral em
éguas tém sido relatadas. Entre os dias 1 e 2, a progesterona aumentou de 2,1+0,3 a
4,8+0,5ng/mL (9). Outros autores encontraram niveis significativamente mais baixos
(<2,16ng/mL) até o terceiro dia apés a ovulacdo, a partir do qual a produgdo de
progesterona se elevou e se manteve relativamente constante (3,41 a 4,33ng/mL) até o
dltimo dia (D9) de observacao (10).

Comparando-se as concentracdes de progesterona alcangadas nos grupos aspirados
neste experimento, com as dosagens encontradas na literatura dentro de 48h, os grupos
aspirados tenderam a demorar mais para chegar a niveis semelhantes de progesterona. Os
resultados do presente trabalho foram similares aos previamente publicados que
envolveram a aspira¢do folicular (3, 4, 5). As concentragdes séricas de progesterona
dependem da quantidade de tecido esteroidogénico, perfusdo sanguinea e capacidade do
tecido esteroidogénico em sintetizar progesterona. A quantidade de tecido esteroidogénico
¢ dependente do nimero e tamanho das células luteais, as quais aumentam durante o
desenvolvimento luteal e a habilidade em responder ao LH aumenta durante o
desenvolvimento da fase luteal (11), o que pode ter sido mais lento nos grupos aspirados,
além de uma suposta alteracdo na perfusdo sanguinea devido a manipulagio do ovdrio e
procedimento de aspiracdo, uma vez que o desenvolvimento normal do CL e sua
capacidade de produzir progesterona sao dependentes do suprimento sanguineo.

Na andlise do intervalo entre aspiracdo ou ovulagdo e concentragdes de
progesterona >2ng/mL, o grupo controle (1,6+0,4 dias) se mostrou igual estatisticamente

somente ao grupo F pré-ovulatério (4,0£0,4) e menor do que os demais, o que quer dizer



que os grupos F >25mm (6,2+1,1), F >30mm (7,3£0,5) e F >35mm (5,4+0,6) demoraram
mais tempo para atingir a concentracdo >2ng/mL de progesterona. O grupo F >30mm
mesmo demorando mais para alcancar as concentragdes ideais de progesterona, ndo foi
estatisticamente diferente dos demais grupos. A progesterona de éguas ovuladas
espontaneamente foi de 2,1+0,3ng/mL no D1 (9) outros autores encontraram valores
>2ng/mL de progesterona entre os dias 1 e 2 (12), resultado semelhante ao encontrado no
grupo controle do presente trabalho. Essa variagdo da concentra¢do de progesterona pode
ser influenciada pelo intervalo de tempo entre a ovulagdo e a colheita de sangue, o que
pode ter influenciado nos resultados encontrados no presente estudo, pois as aspiragdes
foram realizadas em horérios diferentes e a colheita de sangue foi realizada todos os dias
no periodo da manha.

Ginther et al. (9), definem lute6lise quando as concentracdes de progesterona estao
abaixo de 2ng/mL, o que aconteceu no dia 16+0,7. Na andlise da aspiracdo ou ovulagdo a
concentracdo de progesterona <2ng/mL deste trabalho, ndo houve diferenca estatistica
(P>0,05) entre os grupos, variando entre 16,0+0,5 e 19,0+1,4 dias, porém o grupo controle
sofreu lutedlise no dia 13,6+0,7. Esse atraso da lutedlise entre o grupo controle e os grupos
aspirados, pode ser devido ao aumento inicial mais lento nas concentracdes de
progesterona, o que consequentemente levou a lutedlise a demorar mais tempo para
ocorrer.

Da aspirag@o ou ovulagdo a ovulacdo também ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos, variando entre 17,2+2.8 e 23,0+3,5 dias, sendo que o grupo F >30mm o que
teve o menor intervalo devido a ovulacdo de diestro que ocorreu em uma égua e a duas
éguas que ndo atingiram a concentracdo de 2ng/mL apds a aspiracdo e ovularam

rapidamente. Segundo Ginther et al. (9), o comprimento do intervalo interovulatério em



éguas ciclando naturalmente foi 23,7+0,6 dias, o que é compativel com os resultados
encontrados tanto para os grupos tratados quanto para o grupo controle.

O grupo controle atingiu concentragdo médxima de progesterona (18,4+4,3ng/mL)
semelhante estatisticamente aos grupos F pré-ovulatério (10,9+1,8) e F >35mm (8,3+1,8),
e maior do que F >30mm (6,4+£2,6) e F >25mm (8,1£2,2), mas ndo houve diferenca
estatistica (P>0,05) entre os grupos aspirados. As concentragdes de progesterona
plasmética sdo maiores apds multiplas ovulacdes quando comparadas a ovulacdes simples
(13). Neste experimento, as maiores concentragdes de progesterona foram de éguas que
tiveram dois ou trés foliculos aspirados, assim como em éguas do grupo controle que
tiveram mais do que uma ovulacao.

Na andlise dia da progesterona maxima, nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, variando de 8,7+3,4 a 11,5+1,2 dias. O desenvolvimento completo do CL, indicado
pelas concentragdes mdximas de progesterona (12,8ng/mL), ocorre no dia 8 (14). O
presente estudo se mostrou semelhante aos resultados encontrados na literatura.

Hayna et al. (3), observaram que a aspiracdo de foliculos <25mm ndo levou a
formacdo de tecido luteal e que a aspiracdo de foliculos >25mm produziu uma onda de LH
a qual ndo é diferente do aumento observado no LH, um a dois dias apds ovulacdes
espontaneas, resultado semelhante ao encontrado por Gastal et al. (15), onde demonstraram
um aumento no LH apds a aspiracdo do maior foliculo no inicio do desvio folicular. No
presente estudo, ndo foi dosado LH, porém sabe-se que foliculos a partir da divergéncia
folicular passam a ser dependentes do LH para crescimento, maturagdo e ovulacdo (15), o
que pode explicar a auséncia de estrutura luteal apds a aspiracdo folicular em alguns
foliculos dos grupos F >25mm, F >30mm e F >35mm, pelas células da granulosa ndo

terem adquirido a capacidade de responder ao LH devido a expressdo de receptores para



LH ser observada nos estdgios finais do desenvolvimento folicular e talvez por terem sido
aspirados antes da completa maturacdo folicular.

Através do exame ultrassonografico, pode-se observar em muitos casos, estruturas
semelhantes a um CL no dia seguinte apds a aspiracdo, o que nio foi compativel com a
producdo de progesterona plasmatica nesse dia. Quando comparada a resposta a aspiracdo
folicular com a presencga de estrutura litea, os grupos F >25mm e F >30mm n&o foram
compativeis, pois no F >25mm a presenga da estrutura foi de 66,7% e no F >30mm foi de
50%. Dessa forma, a ultrassonografia ndo deve ser utilizada como Unico pardmetro para
avaliacdo de uma receptora antes de uma transferéncia de embrido, devendo-se avaliar
também o tonus do utero e da cérvix, assim como deve-se observar a auséncia de fluido e
dobras endometriais.

Eguas com excelente tdnus uterino e cervical ou que foram consideradas aceitéveis
durante o exame pré-transferéncia, tiveram melhores taxas de prenhez e menores perdas
embriondrias do que receptoras consideradas médias ou com toénus uterino ruim (16).
Concentragdes de progesterona sérica foram comparadas entre éguas, 5 dias apds a
ovulagdo, relatando que houve uma correlacio entre éguas com ténus uterino e/ou cervical
reduzidos e baixa concentrag@o de progesterona (17).

Durante o diestro, o CL pode ser visto através da ultrassonografia devido a sua
intensa ecogenicidade contendo ou n3o um codgulo ndo ecogénico central. O
desenvolvimento dessa drea de fluido central ndo altera o comprimento do intervalo
interovulatdrio, ndo € peculiaridade de algumas éguas ou de certo periodo ovulatério e ndo
sdo funcionalmente importantes, pois sdo encontrados em 50% de todos os corpos liteos,
tampouco alteram o tempo de visualizacdo ultrassonogrifica durante o periodo
interovulatério. A extensdo das rupturas dos componentes vasculares na parede folicular

durante a ovulacdo é que determina, ao acaso, a formacdo ou ndo do codgulo central. Nao



existem diferencas significativas nos niveis de progesterona produzida por corpos liteos
com centro ndo-ecogénico ou ecogénico (18, 19).

Dessa forma, este estudo demonstra que a aspiragdo de foliculos >25mm leva a
formacdo de uma estrutura luteinizada capaz de produzir progesterona em niveis
compativeis com o diestro dentro de sete dias apds a aspiragdo, resultado semelhante aos

publicados anteriormente (3, 4, 5).

CONCLUSOES

A aspiracdo de foliculos ovarianos >25mm permite que as células foliculares se
transformem em tecido luteal ativo produtor de progesterona, alcangando concentracdes
compativeis com o diestro, no entanto, estudos sdo necessarios para esclarecer se essas
éguas podem ser utilizadas como receptoras de embrido, assim como em que dias podem
ser utilizadas.

A auséncia de tecido luteal observada pela ultrassonografia ndo estd

necessariamente relacionada a baixa producio de progesterona.
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TABELA 1 - Concentracdo de progesterona (ng/mL) nos dias 1, 4, 7, 10, 13 e 16 ap6s a

aspiracao folicular ou ovulacdo (DO).

Dias apés a aspiracio folicular

Grupos 1 4 7 10 13 16
F>25mm 0.15£0,04™  1,54£1,10™  4344233%™  586x2,11"  632+1,52™  6,12+1,82™
(n=6)

F>30mm 0.13£0,05*  0022+0,06™  2,47+0,89%  4,94x1,86™ 8,812,665 597+1,28™
(n=6)

F>35mm  0.2420,13%  1,38+0,48™  4,11x1,01®  827x140™  7,66+1,57™  6,77+1,52*
(n=06)

F P.O. 0,11£0,04%  2,70+0,53%"  9,01£1,45"*  895+1,52"*  8,37+1,62*  2,04+1,05*"
(n=6)

Controle 254150  12,09+2,52**  16,2843,45*  13,90+3,38"*  8,08+2,90"  0,11%0,01*"

(n=35)

Letras diferentes determinam diferengas estatisticas (P<0,05), sendo que letras maitisculas comparam dados
dentro de uma mesma coluna e letras miniisculas comparam dados dentro da mesma linha

P.O. = Pré-ovulatorio



TABELA 2 - Intervalo em dias, da aspiracio folicular ou ovulagdo a concentracdo de

progesterona >2ng/mL., da aspiracdo folicular ou ovulacdo a concentracio

de progesterona <2ng/mL e da aspiracao folicular ou ovulagdo a ovulagdo

nos diferentes grupos.

Aspiracio ou ovulacio a

Aspiracio ou

ovulacio a ovulacao

Grupo concentracio de progesterona
>2ng/mL <2ng/mL
Dias Dias Dias

F >25mm 6,2+1,1°% (n = 5) 17,2+1,6" (n=5) 20,5+3,1* (n=6)
F >30mm 7,3+0,5" (n = 4) 19,0+1,4" (n=3) 17,242,8% (n = 6)
F >35mm 5,4+0,6" (n = 5) 18,8+1,6" (n=5) 23,0+3,5" (n = 6)
F Pré-ovul. 4,0+0,4%¢ (n = 6) 16,0+0,5" (n = 6) 22,7+0,8" (n = 6)
Controle 1,6£0,4 (n = 5) 13,6+0,7" (n = 5) 22,0£1,0* (n=5)
P <0,05 >0,05 >0,05

Letras diferentes determinam diferengas estatisticas (P<0,05), sendo que letras maitisculas comparam dados

dentro de uma mesma coluna



TABELA 3 - Concentragdo maxima de progesterona e dia da detec¢do da concentragdo

maxima progesterona (ng/mL) nos diferentes grupos.

Grupo Concentracao maxima de progesterona
(ng/mL) (dias)
F >25mm 8,1+2.2°(n=6) 11,3+4,6" (n = 6)
F >30mm 6,4+2,6° (n = 6) 11,5+1,2" (n = 6)
F >35mm 8,3+1,8 (n = 6) 11,2+4,8" (n = 6)
F Pré-ovulatério 10,9+1,8*8 (n = 6) 8,7+3,4* (n = 6)
Controle 20,4+4,7% (n = 5) 8,8+0,6™ (n = 35)
P <0,05 >0,05

Letras diferentes determinam diferengas estatisticas (P<0,05), sendo que letras maitisculas comparam dados
dentro de uma mesma coluna



TABELA 4 - Distribuicdo de frequéncias das éguas que atingiram a concentragdo de
progesterona (P4) >2ng/mL apds a aspiragdo folicular e porcentagem de

éguas com presenga ou auséncia de estrutura litea (EL) visualizada pela

ultrassonografia.
Eguas com concentracao de P4 Eguas
>2ng/mL <2ng/mL presenca EL auséncia

Grupo

(%) (%) (%) EL (%)
F >25mm (n=6) 83,3 16,7 66,7 33,3
F 230mm (n=6) 66,7 33,3 50,0 50,0
F >35mm (n=6) 83,3 16,7 83,3 16,7
F Pré-ovul.

100,0 0,0 100,0 0,0
(n=6)
Controle (n=5) 100,0 0,0 100,0 0,0

x2=3,8 p=0,44 (concentragdo de P4 > ou <2ng/mlL)
x2=6,6 p=0,16 (presenga/auséncia de EL)
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