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IGNACIO, F.S. Avaliacdo funcional de estruturas luteais formadas apés
aspiracado folicular em éguas. Botucatu. 2013. 107p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

Resumo

Um grande fator limitante dos programas de transferéncia de embrido é o
numero de receptoras disponiveis durante a estacdo de monta. A aspiracao de
foliculos 225mm promove a formacgédo de uma estrutura litea capaz de produzir
progesterona em concentragbes semelhantes ao diestro (>2ng/ml). O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a formacgao lutea de foliculos 225mm aspirados,
0 utero e a taxa de prenhez destes animais apoés a inovulagéo. As éguas foram
distribuidas aleatoriamente em trés grupos: grupo controle (inducdo da
ovulacdo com 2500 Ul de hCG), grupo aspiracao (aspiracdo do foliculo
225mm) e hCG+aspiracao (aplicagdo de 2500 Ul de hCG 24h antes da
aspiracdo de foliculo 225mm). Cada égua foi acompanhada
ultrassonograficamente para deteccdo da ovulagédo, aplicacdo de 7,5mg de
PGF,, cinco dias ap6s a ovulacdo para inducdo da lutedlise e para
determinacdo do momento da aspiracdo. O experimento foi dividido em: fase 1
— dosagens de progesterona intrafoliculares e plasmaticas e avaliacao
ultrassonogréfica por modo B e Power Doppler das estruturas liteas e Utero;
fase 2 — teste de fertilidade. As concentragbes de P4 intrafoliculares foram
maiores para os foliculos aspirados com diametros maiores e a aplicacdo
prévia do hCG aumentou estas nos foliculos entre 25-29mm, bem como, a
resposta ao tratamento. A aspiracao folicular promoveu aumento nas
concentracbes de P4 plasmaéticas a concentracBes semelhantes ao diestro
(22ng/mL), no entanto, as estruturas formadas a partir da aspiragédo
apresentam luteinizagdo mais lenta. O aumento da P4 plasmatica foi capaz de
promover alteragbes uterinas semelhantes ao diestro espontdneo e taxa de
43% de prenhez foi atingida com as éguas aspiradas. Conclui-se que a
aspiracao de foliculos 225mm pode ser uma opgao para o0s programas de

transferéncia de embrides com escassez de receptoras, porém mais estudos
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devem ser conduzidos para melhor avaliar a funcionalidade das estruturas

formadas.

Palavras-chave: corpo  lateo, luteinizacdo, égua, progesterona,

estereidogénese.
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IGNACIO, F.S. Functional evaluation of luteal structures formed after folicuar
ablation in mares. Botucatu. 2013. 107p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

Abstract

The major limiting factor of embryo transfer programs is the number of available
recipient mares during the breeding season. The aspiration of follicles 225 mm
leads to the formation of a structure capable of producing progesterone at
concentrations similar to diestrus (> 2ng/ml). The present work aims to evaluate
the luteal structure from ablation of follicles 225mm, uterine conditions and
pregnancy rates after embryo transfer. Mares were randomly assigned into
three groups: control group (ovulation induction with 2500 IU hCG), ablation
group (follicle 225mm ablation) and hCG + ablation (2500 IU of hCG injection
24h before ablation of follicle 225mm ). Each mare was monitored by ultrasound
for detection of ovulation and the determination of the time of ablation. A 7.5 mg
dose of PGF,q was administered five days post ovulation to induce luteolysis.
The experiment was divided into: phase 1 - intrafollicular plasma progesterone
measurement and ultrasound evaluation by B-mode and power Doppler of
luteal structures and uterus; phase 2 - fertility test. Concentrations of
intrafollicular P4 were greater for larger follicles and hCG was efficient on
increasing these levels on follicles 25-29mm, as well as increasing its response
to treatment. Follicular ablation induced an increase in P4 plasma
concentrations to values similar to diestrus (= 2ng/ml), however, the formed
structures showed a delay on the luteinisation process. The increase in plasma
P4 was able also to promote changes in the uterus that were similar to
diestrous and these mares showed a 43% pregnancy rate. In conclusion,
ablation of follicles 225mm can be an option for programs with limited number of
recipients, however, more studies are still needed to explain the process and to

improve the functional evaluation of the structures.

Keyowrds: corpus luteum, luteinisation, mare, progesterone, stereidogenesis.



1. INTRODUCAO

Salvo para algumas associacbfes que restringem a aplicacdo de
biotecnologias da reproducdo, a transferéncia de embrides em equinos é
amplamente desenvolvida e disseminada no Brasil. O Brasil encontra-se
atualmente entre os trés paises com maior nimero de embrides transferidos
por ano junto com Estados Unidos e Argentina e contém o 3° maior rebanho
equino registrado do mundo (Food and Agriculture Organization-FAO 2002).
Em 2010 foram 14.422 embrides transferidos, o que representou 43% da
atividade mundial (IETS, 2011).

Um grande fator limitante nos programas de transeferéncia de embrides é
0 numero e a qualidade de receptoras disponiveis durante a estacdo de monta
e a dificuldade de sincronizacédo de ovulagbes entre doadoras e receptoras.
Desta maneira, protocolos de utilizacdo de éguas em anestro com ciclos
artificiais tém sido desenvolvidos com o intuito de aumentar a disponibilidade
de receptoras por um maior periodo ao longo do ano e no dia da transferéncia
(McKINNON et al., 2011). Mas, quando n&o ha disponibilidade de receptoras
nao ciclantes, os resultados de programas de sincronizacdo de ovulacdes entre
doadoras e receptoras ciclantes utilizando progesterona (HANDLER et al.,
2007) ou inducdo da emergéncia folicular pela aspiracdo de todos os foliculos
(BERGFELT et al., 2007) ndo tém sido rotineiramente utilizados pela
inconsisténcia de resultados e longo tempo necessario para sincronizacao.

Desta forma, a aspiracdo de foliculos com didmetro 225mm nas
receptoras podera induzir a formacao luteal obtendo-se receptoras viaveis no
dia da transferéncia por promoverem um aumento nas concentracdes sericas
de progesterona similares ao do diestro (HAYNA et al., 2006; MONTECHIESI,
20009).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Atransferéncia de embriGes e a qualidade da receptora

Para maximizar o sucesso de um programa de transferéncia de
embrides os fatores que afetam as taxas de perda embrionaria devem ser
identificados. Os principais componentes que envolvem um programa de
transferéncia de embrides incluem a receptora, o0 embrido e o procedimento de
transferéncia (CARNEVALE et al., 2000).

Quanto a avaliagdo da receptora, Carnevale et al. (2001) encontraram
gue o tdnus uterino reduzido estd associado a queda na taxa de gestacado e
tendeu a estar associado a um aumento na perda embrionaria. O ténus
reduzido em receptoras pode indicar um ambiente uterino ndo compativel com
0 crescimento e desenvolvimento do embrido e parece estar envolvido com
baixas concentracdes de progesterona.

A dosagem de progesterona foi realizada quando as receptoras foram
inovuladas no D5 (DO = dia da ovulagdo) e uma maior concentracdo de
progesterona foi encontrada nas éguas que confirmaram a gestacdo apés a
inovulacdo que quando comparadas as éguas que nao ficaram gestantes
(10+4,2 e 6,5%4,3 ng/mL, respectivamente). Desta forma, baixas concentracdes
de progesterona parecem estar correlacionadas com ténus uterino reduzido
e/ou tonus cervical (CARNEVALE et al., 2001).

Durante o estro, 0 estrdgeno aumenta a expressao de receptores de
progesterona no epitélio endometrial. Estudos em outras espécies mostram
gue a progesterona age no Utero alterando as glandulas e suas secrecdes.
Secrecdes estas requeridas na implantacdo, sobrevivéncia e crescimento do
concepto. Também, a progesterona parece estimular o trofoblasto para que
este libere fatores envolvidos com o reconhecimento materno-fetal e inibicdo da
lutedlise (SPENCE & BAZER, 2002).

O utero de todos os mamiferos contém glandulas endometriais que
sintetizam e secretam ou transportam uma complexa gama de proteinas e
substancias relacionadas denominadas de histotroficas. A secrecdo uterina é
particularmente importante para a sobrevivéncia do concepto e seu

desenvolvimento em ovelhas, vacas, porcas e éguas, nos quais um longo



periodo de desenvolvimento do concepto pré-implantacéo precede uma ligacao
superficial e a placentacdo (SPENCER & BAZER, 2002).

Apés a eclosdo do blastocisto, uma série de modificacbes comeca a
aconter no utero e no embrido, as quais resultam na implantacdo. Na égua, a
implantacdo do embrido ocorre entre 30 e 35 dias apdés a fecundacao
(PRESTES & LANDIN-ALVARENGA, 2006 ).

O desenvolvimento do concepto até o estagio de blastocisto ndo parece
requerer a secrecao histotréfica pelas glandulas uterinas, no entanto, estudos
realizados com ovelhas sem o epitélio glandular mostrou desenvolvimento
normal do blastocisto ao nono dia ap6s a cobertura, mas o desenvolvimento do
concepto era interrompido durante o periodo de pré-implantacdo. Entre as
secrecbes do epitélio glandular provavelmente encontram-se proteinas que
permitem a ligacdo do concepto (GRAY et al., 2002).

Desta forma, a presenca de uma estrutura produtora de progesterona
(CL) é essencial para o estabelecimento da gestacédo e para isso, o dia do ciclo
estral que a receptora se encontra no dia da inovulagdo se torna muito
importante. No entanto, a concentracdo de progesterona plasmatica minima
necessaria para o estabelecimento de uma gestacdo ainda ndo € bem
esclarecida.

Allen (2001) cita que durante o primeiro terco da gestacdo em éguas, as
concentragcdes de progesterona circulantes podem chegar a 3 — 5 ng/mL sem
provocar danos a gestacdo. Enquanto que, em um trabalho realizado em vacas
usadas como receptoras de embrides foi encontrado que o aumento na
concentracdo de progesterona circulante entre os dias 0 e 14 est4 associado
com a manutencao da gestacdo apos a transferéncia e que a concentracao de
progesterona no dia 14 esta associada com a manutencdo da gestacao entre
os dias 28 e 63. A gestacdo pdde ser acompanhada quando os animais
apresentavam concentracdo de progesterona = 1,48 ng/mL até o dia 14, no
entanto, apds este periodo a manutencéo da gestacao tinha menores chances
de ocorrer quando as concentragdes eram < 5 ng/mL (KENYON et al., 2013).



2.2. Maturacéo folicular

A maturacao folicular é de suma importancia para a formacdo do corpo
luteo, pois permite que o foliculo e suas células sofram alteragbes essenciais
para a resposta das células foliculares aos fatores responsaveis pela
luteinizacdo. O desenvolvimento folicular é dividido em fases denominadas
como: emergéncia folicular, crescimento folicular comum, divergéncia ou desvio
e dominancia (GINTHER, 1992). Em todas estas fases estdo envolvidos
processos responsaveis pela selecdo do futuro foliculo dominante e,
consequentemente, o decorrer de um ciclo estral normal e viavel.

Desde a fase de emergéncia folicular eventos ocorrem e culminam com a
selecao do futuro foliculo dominante, o que dara origem a ovulacéo e formacao
de um CL. O futuro foliculo dominante emerge um dia antes dos demais e por
este motivo apresenta diametro maior que os outros foliculos, mesmo entrando
numa fase de crescimento folicular comum, no qual todos crescem em média
de 3mm/dia (GASTAL et al.,, 1997). Durante esta fase, qualquer foliculo em
crescimento é capaz de se tornar dominante e S&o responsivos as
gonadotrofinas desde que a inibicdo do crescimento dos demais foliculos pelo
maior foliculo (F1) seja removida, como por exemplo, pela aspiracdo do F1
(GASTAL et al., 1999).

A diferenca na producgéo de fatores presentes no fluido folicular entre os
dois maiores foliculos (F1 e F2) proximo ao momento da divergéncia é
associada ao estabelecimento da dominancia do F1. Uma das diferencas € a
maior responsividade que o futuro foliculo dominante, o F1, apresenta ao FSH
(FORTUNE et al., 2001) e que permite que ele continue a se desenvolver
mesmo num ambiente onde o FSH apresenta baixissimas concentracées.

A concentracao de estradiol comeca a aumentar no fluido folicular do F1
numa proporgao maior que nos futuros subordinados (F2, F3 etc.). O fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) livre aumenta aproximandamente
Nno mesmo momento que o inicio do aumento do estradiol (GINTHER et al.,
2001). A atividade autOcrina-paracrina do IGF-1 e 2 inclui aumento do
crescimento celular, aumento da produgcdo de estradiol e aumento da
sensibilidade das células da granulosa ao FSH em vacas e mulheres
(GINTHER et al., 2001) e, consequentemente, aumento da estereidogénese.



O sistema IGF esta envolvido com o processo de divergéncia e consiste
do IGF-1 e IGF-2, receptores de IGF, a familia das proteinas de ligacédo
(IGFBPs, ligam-se ao IGF reduzindo sua biodisponibilidade) e IGFBP protease
(degradam as IGFBPs). Assim, para que o IGF livre esteja em altas
concentragcbes no F1 as IGFBP proteases estdo presentes em maiores
concentracdes, enquanto que no F2 as IGFBPs encontram-se em maiores
concentragdes e reduzem a biodisponibilidade do IGF (GINTHER et al., 2001).
Ginther et al. (2004b) também demonstraram em éguas que o IGF-1 estimula a
producédo de progesterona, de estradiol, activina-A e inibina-A nos foliculos. No
entanto, o aumento no estradiol ndo foi atingido nas primeiras 24h apos sua
injecédo intra-folicular de IGF-1, como detectado em vacas.

Em outro trabalho realizado no mesmo ano, Ginther et al. (2004b)
demonstraram que o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), um fator
angiogénico que parece estar envolvido no aumento de vasos sanguineos da
parede folicular, também aumentou no foliculo apds injecao intrafolicular de
IGF-1 e estd normalmente em maiores concentracdes um dia apos o dia
esperado do inicio do desvio folicular. De acordo com estes achados, Acosta et
al. (2004), apé6s avaliacédo por color-Doppler, encontraram que ocorre um maior
aumento no fluxo sanguineo no futuro foliculo dominante quando comparado
ao segundo maior foliculo um dia antes do inicio da divergéncia, aumentando o
suporte vascular e sendo mais um fator determinante da selegéo folicular.

O sistema vascular de um adulto é geralmente estavel com excecao dos
ovarios onde ocorre intensa angiogénese e aumento da permeabilidade dos
vasos sanguineos durante o crescimento folicular, ovulacdo e subsequliente
formacdo do CL. A angiogénese € regulada independentemente em cada
foliculo dependendo do plexo vascular e necessidade da estrutura. Assim, a
permeabilidade dos vasos e a suplementacdo de moléculas de grande peso
molecular, precursores e lipideos podem ser controlados (FRASER, 2006).

A divergéncia é o processo pelo qual ocorre a selecdo do foliculo
dominante capaz de ovular e é morfologicamente determinada pela diferenca
entre a taxa de crescimento diaria do maior foliculo (futuro dominante) dos
demais (futuros subordinados). Esta série de alteracBes que ocorrem na
determinacdo do futuro foliculo dominante, mesmo antes do momento da

divergéncia detectada ultrassonograficamente, sdo a chave para o



entendimento da divergéncia e maturacdo folicular final (GINTHER et al.,
2001).

A partir da divergéncia, o foliculo de maior didmetro torna-se dominante
e, provavelmente, o maior responsavel pela reducédo nos niveis de FSH. O
hormonio responsavel pelo crescimento do foliculo dominante passa a ser,
principalmente, o LH (GASTAL et al.,, 1999, 2000; GINTHER et al., 2003).
Como demonstrado por Nogueira et al. (2007) em bovinos, a expressao de
receptores de LH nas células da granulosa aumenta significativamente a partir
da divergéncia e a inducédo da expressdo de RNAm para receptores de LH &
estimulada pelo FSH. Adequados niveis de LH circulantes sdo necessarios
para o crescimento do foliculo dominante (BERGFELT et al., 2001). Bergfelt et
al. (2001) demonstraram também que o LH esta positivamente correlacionado
com os niveis de estradiol e inibina produzidos pelo foliculo durante o desvio,
no entanto, ndo esta diretamente relacionado com o desencadeamento do
desvio (FORTUNE et al., 2001) e sim necessério para o foliculo dominante
continuar seu crescimento e ovulagdo, achados compativeis com o0s
encontrados por Gastal et al. (2000).

Como consequéncia do aumento do nimero de receptores de FSH e LH,
uma caracteristica importante do foliculo dominante é sua grande capacidade
esteroidogénica. Estudos realizados em bovinos (BADINGA et al., 1992;
FORTUNE, 1994) e éguas (BELIN et al., 2000) demonstraram que o foliculo
dominante naturalmente apresenta maior concentracado de estradiol no fluido
folicular que os demais foliculos atrésicos e foliculos antes da divergéncia,
devido ao maior nimero de enzimas esteroidogénicas presentes nos foliculos
dominantes. Assim, a queda na capacidade esteroidogénica nos foliculos
subordinados pode ser uma consequéncia fisiologica inicial de atresia (BELIN
et al, 2000).

Quanto maior for o didmetro do foliculo dominante (>30mm) mais baixa
€ a razao progesterona:estradiol-17B (P:E) e, com a aplicacao intravenosa de
hCG, ocorre aumento significativo das concentragcbes de progesterona e
reducdo das concentracdes de estradiol no fluido folicular dos foliculos
dominantes, consequentemente, a proporcao P:E torna-se maior (BELIN et al.,
2000). Fato este que sugere o inicio da luteinizacdo das células foliculares.



2.3. Ovulacao

O desenvolvimento folicular pré ovulatério e a ovulacdo nas éguas
apresentam caracteristicas distintas, como: grande diametro do foliculo (40-45
mm) e ruptura folicular restrita a fossa da ovulacao (GINTHER, 1992).

O aumento do LH desencadeia a ovulacdo, no entanto, a maior
concentracdo sanguinea deste horménio € detectada dois dias apdés a
ovulacédo. Segundo Gastal et al. (2006), alteracdes nos foliculos sado detectadas
antes da ocorréncia da ovulagdo, ocorrem aumentos na ecogenicidade e na
espessura da granulosa (ultrassonografia por modo B) e aumento dos sinais
captados por color-Doppler durante o periodo pré-ovulatério em 95% da
circunferéncia do foliculo, caracterizando a banda anecoéica. Estas
caracteristicas foram maiores na base do que no apice do foliculo. E no apice
do foliculo onde ocorre a ruptura para liberacdo do oécito durante a ovulacéo e
neste local ndo foram detectados sinais de color-Doppler. Além disso, ha
reducédo dos sinais no foliculo como um todo cerca de 4h antes da ovulagéo
(GASTAL et al., 2006).

Durante o processo ovulatério, ocorre uma quebra orquestrada da
parede apical do foliculo que permite a liberacdo do odcito. Esta remodelacao
da matrix extracelular do foliculo bem como do complexo cumulus odcito ocorre
pela acdo de uma variedade de proteinases. A expresséo e atividade destas
proteinases sdo marcantes a partir do aumento nas concentracdes séricas de
LH (CURRY & SMITH, 2006) ou pela aplicacdo de hCG (McCORD et al., 2011).

Como para qualquer célula em crescimento ou expansao, assim como
visto até mesmo nas células tumorais, é necessario que ocorra degradacao de
componentes da matrix extracelular pela liberacdo destas metaloproteinases
pelas proprias células (WOESSNER, 1991). Para que isto ocorra no foliculo, o
LH induz a expressdo de genes e sintese de proteinas nas células da
granulosa e que estéo intimamente relacionados tanto com a ovulagéo quanto
com a luteinizacdo. Nesta fase ocorre a expressao de genes relacionados a
inflamacéo e a formacgao da vascularizagéo do CL (FAN et al., 2011).

Apesar do LH ter um papel importante na iniciacdo da ovulacdo e
diferenciacdo das células da granulosa em células luteas, as moléculas que

respondem a acédo deste horménio e sdo o gatilho nestes processos ainda nao



estdo bem elucidadas. O LH também induz a expresséo de varios fatores como
o de crescimento epidermal (EGF) via ativacdo do receptor EGF, RAS e
kinases reguladas por sinais extracelulares (ERK 1 e 2) e estas Ultimas
parecem estar envolvidas ndo com o desenvolvimento oocitario mas sim com a
maturacao final, ovulacdo e luteinizacdo. Estes fatores parecem ser essenciais
no momento de diferenciacdo das células da granulosa (FAN et al., 2009).

A ovulacdo ocorre numa regido especifica do ovario denominada fossa
de ovulacao, unica regido do ovario da égua recoberto por epitélio germinativo.
Esta € uma das caracteristicas mais distintas da égua jA que em outras
espécies a ovulacdo ocorre em qualquer area da superficie do ovario
(McKINNON et al., 2011). O processo ovulatério € caracterizado por uma
reacao inflamatoria incluindo hiperemia, congestédo, permeabilidade vascular
aumentada e edema (KERBAN et al., 1999) e as mudangas bioquimicas no
foliculo apés a estimulacdo do LH sdo: aumento na producao de progesterona,
ativacdo de enzimas proteoliticas, aumento na sintese de prostaglandina E;
(PGE>) e F2q (PGF2q), aumento na sintese de prostaciclina (PGl;) e diminuicéo
na producéo de glicosaminoglicanos (PIERSON, 1992).

2.4. Luteinizacao, corpo luteo e diestro

Ativacéo dos receptores de LH nas células foliculares pelo aumento pre-
ovulatério de LH provoca a ovulagdo e rapidamente inicia um processo de
diferenciacao terminal das células remanescentes da ovulagdo em CL por meio
de um processo denominado luteinizacdo. A transformacdo das células da
granulosa em células luteais ocorre em poucas horas. Ocorrem mudancas
gendmicas e estruturais que levam a esta diferenciacdo em células que nédo se
dividem e passam a ser produtoras de progesterona. As células em
luteinizacdo devem parar de dividir e iniciar a expressdo de novas moléculas
gue permitem as ceélulas luteais a sobreviverem num ambiente hormonal
diferente. Assim, o fenoétipo celular luteal final depende de decodificacdo de
genes especificos para a formacdo da funcdo da célula luteal, genes para
proteinas regulatérias como receptores, fatores de transcricdo e proteinas
sinalizantes. Esta reprogramacao celular das células foliculares em células
luteais é irreversivel (STOCCO et al., 2007).



Em diversas espécies, o CL é 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, apresentam diametro
de 12 a 20pum e contém grande quantidade de mitocondrias e gotas lipidicas.
Essas células tém receptores para LH, os quais ativam a proteina kinase A
(PKA) por meio do sistema de segundo mensageiro para estimular a sintese de
progesterona. Células luteais grandes (20 a 45um de diametro) sdo originadas
de células da granulosa, responsaveis por 80% da secrecdo de progesterona in
vivo também pela ativagdo da PKA e contém grande quantidade de
mitocondrias (McKINNON et al., 2011).

Durante a luteogénese (processo de luteinizacdo do CL) também esta
envolvida a transformacdo das ceélulas foliculares remanescentes em uma
estrutura altamente vascularizada (NISWENDER et al., 2000).

E, para que todas as transformacdes ocorram, varios sdo os fatores
envolvidos na formacao Iutea, tais como: interrelacdo das células foliculares
somaticas e do odcito; hipertrofia das células foliculares; inversdo da
estereidogénese; angiogénese; e mudancas na expressdo de receptores
(STOCCO et al., 2007).

O LH é um hormonio luteotrofico que além de participar na formacgédo do
CL ainda tem grande importancia na manutencdo dele durante o diestro
(WATSON et al., 1995; 2000). Alta amplitude dos pulsos de LH esta envolvida
com a manutencéo da producao de progesterona pelo CL equino (WATSON et
al., 2000). Além disso, Kiefer et al. (1979), demonstraram que, devido ao
estimulo continuo do LH, apos aplicacao de prostaglandina exégena € possivel
gue ocorra uma lutedlise parcial seguida de aumento na progesterona pela re-
luteinizac&o e ressurgimento do CL.

Apb6s a formacgdo do corpo hemorragico (CH), as células da teca interna
e da granulosa se diferenciam em células da granulosa secretoras de
estrogeno para células luteais secretoras de progesterona em associacdo com
uma neovascularizagéo intensa (BERGFELT & ADAMS, 2007). Este processo
se completa a partir do terceiro dia apGs a ovulacdo, sendo caraterizado pelo
crescimento das células luteinizadas até o nono dia (NISWENDER & NETT,
1993).
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O processo de luteinizacédo das células da granulosa que constituem a
parede do foliculo pré-ovulatério inicia-se antes da ovulacdo sendo mediado
pelo LH (FERREIRA-DIAS et al., 2006). O aumento incisivo das concentra¢des
de LH inicia-se préximo ao dia 17 do ciclo concomitante com a remogéo dos
efeitos supressivos da progesterona (devido a lutedlise) e do estimulo positivo
do estrogeno na frequéncia de liberagcdo dos horménios gonadotréficos. O
maior aumento nas concentracdes de LH ocorre aproximadamente dois dias
apos a ovulacéo diminuindo gradualmente, sendo caracterizado por uma meia-
vida longa e atingindo concentracdes basais 5 a 6 dias apos a ovulacéo
(GINTHER, 1992).

A hiperplasia das células da teca, hipertrofia das células da granulosa,
proliferacéo de células fibroblasticas, angiogénese com migracao e proliferacao
de células endoteliais ocorrem durante o processo de luteinizagéo (STOCCO et
al., 2007).

Além disso, véarios genes sao rapidamente induzidos pelo aumento do
LH e estdo envolvidos na ovulagao e luteinizagdo, assim como, a expressao de
receptores e, consequentemente, a resposta bioloégica aos hormoénios é
alterada (STOCCO et al., 2007).

A secrecdo sérica de progesterona pelas células lateas ocorre mais
marcavelmente a partir da ovulacdo antes do inicio da reducdo pds ovulatéria
do LH. Com o fim do diestro, a progesterona comeca a reduzir cerca de dois
dias antes do aumento no LH. Efeito negativo dos hormdénios ovarianos sobre
as gonadotropinas foram demonstrados (GINTHER et al., 2005; 2007), assim
como o uso de progesterona exégena reduziu a liberacdo de LH (BERGFELT
et al., 2001; GASTAL et al., 2000) e a inducao da lutedlise permitiu o0 aumento
na concentracédo do LH (GASTAL et al., 2000).

A concentracao plasmatica de progesterona depende da quantidade de
tecido estereidogénico sobre o fluxo de sangue para o corpo luteo (CL). Por
outro lado, a quantidade de tecido estereidogénico depende do nimero e do
tamanho das células lateas, que aumentam durante o desenvolvimento do CL.
A remocédo de uma grande quantidade de células foliculares pode resultar na
formacdo de um CL com um baixo niumero de células luteas (NISWENDER et
al ,. 2000).
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A lutedlise ocorre 13 a 16 dias ap0s a ovulacéo pela liberacdo de PGF2q
pelo endométrio induzida pela ocitocina (McKINNON et al., 2011). Assim,
devido a relacéo existente entre os hormdnios ovarianos e hipofisarios e o perfil
ovariano no momento da lutedlise (GASTAL et al., 2000), € a lutedlise que

determina o comprimento do ciclo estral.

2.4.1. Mudanca na expressao de receptores

Uma das maiores mudancas durante a luteinizacdo € a alteracdo na
resposta celular aos sinais externos permitindo que as células luteas
respondam a um novo grupo de hormdénios. Os receptores mais estudados séo
os de FSH, LH, Prolactina, estradiol e progesterona. O aumento do LH causa o
silenciamento dos receptores de FSH, um declinio transitério nos receptores de
LH e uma grande estimula¢éo dos receptores de prolactina. Também promove
um rapido, porém de meia-vida curta, aumento na expresséo de receptores de
progesterona e uma mudanca na expressdo dos receptores de estradiol
(STOCCO et al., 2007).

Os receptores de FSH tém grande importancia durante o
desenvolvimento folicular, mas perdem funcdo uma vez que as células se
diferenciam. A queda na expressao destes receptores parece estar totalmente
envolvida com o aumento na concentracdo de LH uma vez que a aplicacao de
hCG é capaz de reduzir sua expressdao (NAKAMURA et al., 1991).

O aumento pré-ovulatério do LH também causa a ativacdo seguida da
dessensibilizacdo dos receptores de LH nas células luteinizadas. A mudanca
de um receptor ativo para uma proteina G nao ligante parece estar intimamente
associada com a formacdo de um grande agregado protéico que contém
receptores de LH que se auto associam. A dessensibilizacao é seguida pelo
“‘down regulation” dos receptores de LH nas superficies celulares e seus RNA
mensageiros (HUNZICKER-DUNN et al., 2003).

Receptores de prolactina e de progesterona tém suas expressoes
aumentadas durante a luteinizag&o. A estimulagdo dos receptores de prolactina
durante a luteinizacdo é dependente de LH e sua importancia parece estar
relacionada a sua funcdo anti-apoptética que, junto da progesterona, sao
necessarios para manter a vida do corpo luteo (GROSDEMOUGE et al., 2003).
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No entanto, e apesar do estimulo da expressao de receptores de progesterona
ocorrer durante um curto periodo durante a luteinizacéo e desaparecer durante
a gestacado, sua funcdo e o mecanismo pelo qual este receptor € estimulado
continuam néo esclarecidos (ASHLEY et al., 2006).

Os receptores de estradiol entdo alteram sua expressao: ao invés de
receptores de estradiol do tipo a predominarem, como acontece nas células
foliculares, receptores de estradiol tipo B passam a ser predominantes nas
células luteais. Esta alteracdo € estimulada pelo LH e pode inclusive ser
provocada pela aplicagdo de hCG. No entanto, ainda ndo se sabe se essa
alteracdo € necessaria para a luteinizacdo e desenvolvimento normal do CL

(STOCCO et al., 2007).

2.4.2. Fatores liberados pelo o0cito

Além do nivel de maturacao folicular e o estimulo do LH, a luteinizacao
das células foliculares também depende da interrupcdo na interrelacdo das
células foliculares somaticas e do odcito.

Um conceito importante é que o o6cito ndo é uma estrutura passiva no
foliculo ovariano, mas sim desempenha um papel central na regulacéo tanto da
foliculogénese quanto do seu proprio crescimento, sendo um regulador
fundamental de diferenciacdo e de funcéo de células somaticas (GILCHRIST et
al., 2008). A atividade esteroidogénica esta correlacionada a capacidade de
maturacdo do odcito (GILCHRIST et al., 2008).

O odcito tem a capacidade de impedir a luteinizacao folicular (LI et AL.,
2000) e seu crescimento ocorre em foliculos pré-antrais, em que ele esta
intimamente associado a células indiferenciadas da granulosa (ALBERTINI et
al., 2001). Ele €, de fato, um regulador central da funcédo da célula folicular e,
assim, desempenha um papel fundamental na regulacdo da oogénese, taxa de
ovulagéo e fecundidade (EPPIG, 2001; GILCHRIST et al., 2004; GILCHRIST &
THOMPSON, 2007), devido a secrecédo de fatores de crescimento sollveis que
agem por mecanismos paracrinos. Estes fatores sdo responsaveis pela
diferenciacdo fenotipica entre as células do cumulus e células murais da
ganulosa e previnem a luteinizagao folicular (NEKOLA & NALBANDOV, 1971).
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As células do cumulus estdo intimamente associadas ao o00cito e
promovem o0 seu desenvolvimento por meio de complexas interacbes
bidirecionais com o mesmo, em que a estimulacéo de funcdes destas células é
um fator crucial para seu préprio desenvolvimento (EPPIG, 2001).

A formagéo do antro, devido ao estimulo do FSH, separa fisicamente as
células pré-antrais da granulosa em um compartimento ao longo da parede do
foliculo e as células do cumulus em um compartimento de células em torno do
odcito. As células murais produzem quantidades crescentes de estrogeno, que
promovem o aumento da liberacdo de hormonio luteinizante (LH) pela hipofise,
resultando em maturacdo de odcitos, expansdo do cumulus oophorus e
ovulacéo (EPPIG, 2001; HUSSEIN et al., 2006; SU et al., 2004).

J4 os mecanismos responsaveis pela diferenciacdo das células pre-
antrais da granulosa em murais e células do cumulus ndo s&o totalmente
definidas, mas envolvem fatores secretados pela hipéfise (KUMAR et al.,
1997).

Além disso, o oocito secreta fatores que podem opor-se a acao do FSH,
0 que, na auséncia do o0cito, promove a expressdo em células do cumulus de
caracteristicas mais tipicas de células murais da granulosa. Estas células
murais e do cumulus séo originadas de células granulosas pré-antrais e suas
funcbes divergentes (endocrinas e de desenvolvimento) dependem
principalmente do microambiente local (GILCHRIST et al., 2006).

Por estarem intimamente associadas ao od6cito ja se espera que uma
baixa transcricdo ocorra nas células do cumulus devido a acado supressora de
fatores derivados do odcito. Isso ajuda a explicar por que o FSH ndo promove a
expressdo de marcadores de transcricdo nas células do cumulus, embora estas
possuam receptores para FSH (RICHARDS & MIDGLEY, 1976).

Ha evidéncias de que o odcito tenha também um papel de promover a
funcdo das células do cumulus antes do pico de LH. Estas sdo conhecidas por
promover a glicolise (SUGIURA et al., 2005), proliferacdo (GILCHRIST et al.,
2006; VANDERHYDEN et al., 1993), transporte de aminoacidos (EPPIG et al.,
2005) e sobrevivéncia celular (HUSSEIN et al., 2005) e podem suprimir
expressodes inapropriadas de receptores de LH nas células do cumulus (EPPIG
et al., 1997).
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Os fatores liberados pelo od6cito impedem a expressdao de RNAmM de
receptores de LH (EPPIG et al., 1997). Ja foi demonstrado in vitro que a
retirada do od6cito de um meio de cultura contendo células da granulosa
promove a luteinizacdo enquanto que a manutencdo do odcito inibe este
processo (LI et al., 2000).

A capacidade que fatores secretados pelo odécito apresentam de evitar a
luteinizac&o folicular pode ser demonstrada pela supressao dose- dependente
da estimulacdo do FSH na producdo de progesterona pelas células da
granulosa murais. Os fatores liberados pelo odcito também estimulam a
producéo de estradiol, mas por um mecanismo que parece ser independente
do processo pelo qual ocorre a supressdo da producdo de progesterona
(VANDERHYDEN et al ., 1993; VANDERHYDEN & TONARY, 1995;
VANDERHYDEN & MACDONALD, 1998).

O odcito também regula outra série de funcbes das células do cumulus,
gue podem ser classificadas como inibidores de luteinizacdo, porém a funcao
exata nesta regulagéo ainda néo estéa clara (DIAZ et al ., 2007).

Para melhor entender estes eventos, pesquisas visando identificar quais
sdo estes fatores e como eles agem detectaram dois fatores de crescimento
liberados pelo odcito, sdo eles: o fator de crescimento-diferenciacdo 9 (GDF9)
e a proteina morfogenética de osso 15 (BMP15) (DONG et al.,, 1996;
GALLOWAY et al., 2000). Interesse sobre elas aumentou ainda mais ao
descobrir-se que ambas fazem parte da superfamilia dos fatores de
crescimento e diferenciacéo B (TGF) e além de serem requeridas no inicio da
foliculogénese, também séo reguladores centrais da diferenciacdo das células
murais e do cumulus, da fertilidade e podem estar associadas a disfuncdes
ovarianas (GILCHRIST et al., 2004, SHIMASAKI et al., 2004, McNATTY et al.,
2007). Entretanto, pouco se sabe sobre a acdo das GDF9 e BMP15, além de
sua interagao entre elas e entre outros fatores (GILCHRIST et al., 2008).
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2.4.3. Hipertrofia das células foliculares

As células da granulosa, que tem aproximadamente 10um de didmetro
na ovulagéo, aumentam para 15um em 24h apds a ovulagdo. A hipertrofia e
luteinizacdo de células da granulosa é intensificada 10h apds a ovulacdo e o
tamanho maximo (37um) é alcancado posteriormente. O tecido luteal aumenta
principalmente com a hipertrofia das células luteinicas (GINTHER, 1992). De
acordo com Senger (2003), as células da granulosa provenientes do foliculo
determinam o numero de células luteais grandes no CL em formacao.

Uma unica e marcavel modificacdo celular em foliculos equinos durante
a inducdo da ovulacdo com gonadotrofina é a extensa expansdo de toda a
camada de células da granulosa. Em contraste com outras espécies nas quais
este processo parece estar limitado ao complexo cumulus-odcito, as
gonadotrofinas no momento pré-ovulatério em éguas causam a expansao das
células da granulosa murais, e este processo é associado com um abundante
acumulo de matriz extracelular (KERBAN et al., 1999). E, como demonstrado
por Stock et al. (2002), a inducdo da ovulacdo com hCG promove uma

expansao significativa da camada das células da granulosa em éguas.

2.4.4. Inversao da esteroidogénese

Muitas mudancas na expresséo das enzimas esteroidogénicas e no tipo
de esterdides produzidos ocorre durante e apds a luteinizacdo. Ocorrem
mudancas estruturais e genémicas que levam a diferenciacao final de células
foliculares em luteais produtoras de progesterona e incapazes de se dividirem.
Assim, o fenétipo final das células luteais depende de uma combinacao
especifica de genes que sao decodificados por proteinas regulatérias como 0s
receptores, fatores de transcricdo, e proteinas sinalizantes. Estas proteinas
regulatérias garantem a expressdo somente daqueles genes necessarios para
a funcdo luteal, ou seja, garante que ao invés de produzirem estradiol as
células luteais passem a produzir progesterona (STOCCO et al., 2007).

Em roedores, células luteais continuam a sintetizar androstenediona e
estradiol, mas transformam-se em um substancial local de sintese de

progesterona. O CL expressa altos niveis de proteinas chaves que envolvem
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captacéo, sintese e transporte de colesterol, e do colesterol até progesterona,
andrégenos assim como estrégenos. Estas proteinas séo reguladas por acdes
hormonais (prolactina, LH e estradiol) (STOCCO et al., 2007).

A reorganizacao celular, objetivando o preparo das células luteais para a
sintese crescente de progesterona ao longo do ciclo estral, também foi
caracterizada por uma diminuicdo na expressao das enzimas que convertem
progesterona em 17B-estradiol (P450 17a-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 3[3-
hidroxiesterdide desidrogenase - 3p-HSD) e aumento da proteina reguladora
da esteroidogénese (StAR) na superficie da membrana mitocondrial (FRASER
et al., 1986).

Segundo Bruemmer et al. (2006), a expressdo génica de enzimas
envolvidas no processo de esteroidogénese foi demonstrada no CL e foi
verificada a diminuigdo da StAR e 33-HSD entre os dias 12 e 14, acompanhada
pela diminuicdo nas concentracdes de progesterona a partir dos dias 12 e 13
do ciclo estral. Embora a relagéo temporal destas enzimas tenha sido descrita
durante a regressao do CL, estes autores nao atribuem a diminuicdo das

mesmas ao processo de lutedlise.

2.4.5. Angiogénese

O desenvolvimento de capilares a partir de vasos sanguineos pré-
existentes é essencial para a formacdo e funcdo do CL e, uma extensa
angiogénese ocorre no CL (STOCCO et al., 2007). Esta neovascularizacéo é
essencial para a suplementacdo necessaria para a biossintese de
progesterona, e para a secrecdo de outros hormonios esteroidais pelas células
luteais (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004).

Cada célula luteal esta diretamente em contato com muitos capilares,
dando ao CL a caracteristica de ser o tecido com uma das maiores taxas de
fluxo sanguineo no organismo. O desenvolvimento de uma nova
microcirculagdo envolve a degradacdo da matrix extra-celular, proliferacdo da
célula endotelial, expansdo de capilares, e desenvolvimento do [imen capilar

(maturacdo). A densa rede capilar que € formada supre eficientemente a
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necessidade de nutrientes, horménios e lipoproteinas ligantes de colesterol das
células luteais e fornece um mecanismo rapido e eficiente do aumento da
progesterona. Logo apés o aumento no LH e a ovulacao, as primeiras células
vasculares invadem o parénquima luteal em desenvovimento (STOCCO et al.,
2007).

A regulacdo molecular da angiogénese no CL é complexa, com uma
crescente lista de reguladores incluindo o VEGF, que € essencial para a
angiogénese, fator de crescimento fibroblastico basico e angiopoietinas
(STOCCO et al., 2007). O LH/hCG parece estimular a expressédo de VEGF e
Angiopoietinas e seus receptores (FRASER et al., 2005).

A vascularizagédo pode ser avaliada por meio da utilizacdo do aparelho
de ultrassonografia Doppler, principalmente, pelo modo Power Doppler por ser
mais sensivel e captar mais sinais que o color Doppler (BOLLWEIN et al.,
2002). Bollwein et al. (2002) encontraram correlagéo entre a captagdo de sinais
coloridas de Doppler e a concentracdo sérica de progesterona que
aumentaram significativamente no primeiro dia apos a ovulacdo atingindo a
concentragdo maxima no dia 5 e mantendo-se constante até o dia 7, quando as
concentracbes de progesterona também estdo aumentando progressivamente.
Durante este periodo, a area do CL também aumenta mas nado téo
marcadamente quanto a area de perfusdo sanguinea, sendo a analise da
hemodindmica do CL mais determinante da funcionalidade dessa estrutura
(GINTHER et al., 2007).

2.5. Aspiracao folicular

Varios trabalhos utilizaram a aspiragéo folicular na espécie eqliina com o
objetivo de estudar o desenvolvimento folicular, induzir a emergéncia de uma
nova onda folicular e/ou a elevacdo dos niveis de FSH devido a inibicdo da
producdo da inibina e do estradiol pelo foliculo (BERGFELT et al., 2001;
GASTAL et al., 1997; GASTAL et al., 1999; GINTHER et al., 2005; HINRICHS
et al., 1991).

A aspiracao folicular na espécie equina tem possibilitado o estudo das
diferentes fases do desenvolvimento folicular (recrutamento, selecéo, desvio e

dominancia) (GINTHER et al., 2004a) e os efeitos da aspiracdo de um ou mais
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foliculos sobre as concentragcbes hormonais foram demonstrados por diversos
autores (HINRICHS et al., 1991; GASTAL et al., 1997, 1999, 2000).

A aspiracdo do fluido folicular de foliculos pré-ovulatérios foram
associados a luteinizacao significativa, como determinado pelo momento que
ocorreu 0 primeiro aumento nas concentragdes da progesterona. A producéo
de progesterona foi marcadamente consistente entre os dias 4 e 5 nas éguas
qgue tiveram o foliculo pré-ovulatério aspirado, enquanto que nas éguas nas
quais a aspiracdo ocorreu em foliculos entre 30-34mm esta producéo
consistente ocorreu entre os dias 5 e 8 (HINRICHS et al., 1991,
MONTECHIESI, 2009, MOZZAQUATRO et al., 2010).

Resultados semelhantes foram citados por Hayna et al. (2006) que
detectaram a formacao de CL tanto nos grupos em que foliculos de 26-30mm e
de 31-34mm foram aspirados e as concentracbes de progesterona foram
>1ng/ml no dia 5 na maioria das éguas. No entanto, quando foliculos <25mm
foram aspirados os mesmos resultados ndo foram encontrados.

Os trabalhos indicam que € possivel induzir a formacao litea em éguas
com foliculos =225mm aspirados. Outro estudo realizado em nosso
departamento (MONTECHIESI, 2009) encontrou que 83% (20/24) dos animais
submetidos a aspiragdo quando apresentavam foliculos 225mm e receberam
uma dose de prostaglandina cinco dias ap6s a ovulacao prévia, com o intuito
de induzir a lise do CL presente naguele momento, foram capazes de capaz de
produzir progesterona em concentragdes similares ao diestro (=2ng/mL). A
aplicacéo prévia de prostaglandina parece ser muito importante, uma vez que
trabalho recentes (MOZZAQUATRO et al., 2010, 2012) mostraram que éguas
aspiradas e que apresentavam durante o diestro ndo formam uma estrutura
lutea, semelhante ao CL.

Nos dois trabalhos (HAYNA et al., 2006, HINRICHS et al., 1991) foi
detectado aumento do LH apés a aspiracao folicular de foliculos =225mm, no
entanto, 0s autores ndo encontraram causas aparentes para a ocorréncia deste
fato. Mas suspeita-se que esteja envolvida com a remocdo de fatores
presentes no fluido folicular.

Ginther et al. (2007) também cita outro achado que talvez esteja
envolvido com o fenbmeno de luteinizacdo apos a remoc¢ao do fluido folicular,

0s autores demonstram que a maior producdo de estrégeno (E2) por foliculos
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dominantes apresenta uma acao inibitéria sobre o LH, o que pode ser mais
uma hipotese para elevacao das concentra¢ées do LH uma vez que o foliculo é
a principal fonte de E2.

2.6. Hemodinamica uterina

O desenvolvimento de métodos eficazes para avaliagdo da qualidade do
Utero € de grande importancia para profissionais que trabalham com
reproducdo equina, uma vez que o ambiente uterino é responsavel pela
manutencéo da gestacao. Hoje em dia, os métodos de avaliacdo uterina mais
utilizados na rotina dos médicos veterinarios sdo a ultrassonografia modo B,
citologia, coleta de material para cultura e biépsia.

A ultrassonografia Doppler é um meétodo ndo invasivo que traz
informacBes sobre a perfusdo sanguinea tecidual em tempo real. Por estes
motivos, nota-se um interesse crescente em desenvolver técnicas de avaliacao
aplicaveis a campo para selecéo e deteccéo de alteracOes uterinas importantes
sobre a fertilidade das éguas.

A avaliacdo da hemodinadmica do Utero pode ser feita por meio da
analise espectral coletada de vasos grandes, como a artéria uterina e suas
ramificagcbes (BOLLWEIN et al., 1998), ou a partir de avaliacbes subjetivas e
objetivas coletadas do endométrio, miométrio e mesométrio, que oferecem
dados referentes a alteracbes locais e especificas da area a ser avaliada
(SILVA et al., 2005).

Em 1998, Bollwein e colaboradores desenvolveram um trabalho com o
objetivo de desenvolver uma técnica para medir a perfusdo sanguinea a partir
de dados de spectral (indice de resisténcia) obtidos da artéria uterina em
éguas. Os autores também avaliaram mudancas na perfusdo vascular uterina
entre as éguas, ao longo do ciclo estral e entre ciclos subsequentes.

Sem levar em consideracdo dados coletados no corno ipsilataeral a
ovulacdo, Bollwein et al. (1998) ndo encontraram diferencas de perfusdo
sanguinea entre o0s cornos direito e esquerdo. Achados posteriores
confirmaram que ndo ha diferenca de fluxo sanguineo nas artérias uterinas de
grande calibre (BOLLWEIN et al., 2002) e artérias mesometriais (SILVA et al.,

2005) dos cornos ipsi e contralateral a ovulagdo. No entanto, ocorrem sim
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diferencas na perfusdo sanguinea ao longo do ciclo estral (BOLLWEIN et al.,
1998; SILVA et al., 2005). Eguas ndo inseminadas apresentaram aumento da
perfusdo vascular (reducdo do indice de resisténcia - Rl) no D5 (DO =
ovulacao) que foi relacionada ao dia de descida do embrido para o utero e a
importancia de um aumento na perfuséo nesta fase (IGNACIO et al., 2012).

Entre 2 a 3 dias antes da ovulacdo foi observado aumento na perfuséo
sanguinea (reducdo no RI) seguido de reducdo (aumento no RI) até a
ovulacao, provavelmente devido ao aumento e queda de estrogeno (efeito
vasodilatério nos vasos uterinos) que ocorre durante esses dias. Reducao na
vascularidade uterina também foi detectada no D15 (final de diestro), no
entanto, este achado ndo pode ser atribuido a acdo estrogénica devido a fase
do ciclo estral e provavelmente outros componentes vasoativos podem estar
agindo (BOLLWEIN et al.,, 1998). Assim, estes achados sugerem que
alteragbes na perfusdo vascular uterina estdo correlacionadas com as
concentracbes plasmaticas de estrégeno durante o estro, mas ndo durante o
diestro (BOLLWEIN et al., 2002).

Em 2005, Silva et al. descreveram a avaliacao subjetiva de endométrio e
miométrio e objetiva a partir de dados de espectral dos vasos da ligacdo com o
mesométrio para avaliar alteracfes na perfusdo vascular uterina, diferente da
até entdo utilizada (BOLLWEIN et al., 1998; BOLLWEIN et al., 2003). Para a
realizacdo deste experimento todas as éguas foram inseminadas e a perfusao
uterina de éguas prenhes de ndo prenhes foram comparadas. Nao houve
diferenca detectada entre a perfusédo vascular de éguas prenhes e ndo prenhes
até o D11, mas a partir deste dia éguas prenhes mostraram maior perfusédo
vascular e aumento gradual desta (SILVA et al., 2005).

Um grande numero de éguas prenhes e ndo prenhes com sinais
inadequados de espectral foi encontrado entre D4 e D6, o que foi atribuido a
um provavel baixo RI. No entanto, a partir dos dados do trabalho em questéo,
este fato ndo pode ser relacionado a descida do embrido para o Utero ou ser
definido como uma alteracéo fisioldgica do inicio do diestro em todas as éguas.
Como todas as éguas foram inseminadas, ndo se sabe se mesmo as éguas

ndo prenhes apresentaram perda embrionéaria até o D12 (SILVA et al., 2005).
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E importante salientar que alteracbes hemodinamicas que indicam um
aumento na perfusdo vascular uterina no inicio do diestro (D4 a D6) ja foram
descritas em alguns trabalhos (BOLLWEIN et al., 2002; FERREIRA et al., 2010,
IGNACIO et al., 2012). Em éguas néo prenhes e n&o inseminadas foi detectada
reducédo do RI por avaliacéo spectral de vasos calibrosos como artéria uterina e
algumas de suas ramificacbes (BOLLWEIN et al., 2002). Utilizando a mesma
técnica de avaliacdo de Silva et al. (2005), estudos recentes mostram uma
gradual reducéo de RI e indice de pulsatilidade (PI) a partir do D3 em éguas
prenhes (FERREIRA et al., 2010) e reducéao relativa ao DO do Pl e Rl no D5 em
éguas ndo inseminadas (IGNACIO et al.,, 2012). Todos estes resultados
mostram que ha um aumento na perfusdo vascular no inicio do diestro, no
entanto, maiores investigacbes ainda sdo necessarias para afirmar se este
aumento € provocado pela entrada do embrido no utero ou se o aumento
ocorre como uma possivel preparacdo uterina para entrada do embrido, como
demonstrado por Ignéacio et al. (2012).

Alteracbes hemodinamicas importantes em éguas com idade avancada,
como aumento na resisténcia vascular (BOLLWEIN et al., 1998; FERREIRA et
al., 2008), ja foram detectadas. Estas alteracfes provavelmente resultantes de
fibrose (BOLLWEIN et al., 1998) também foram encontradas em mulheres e
relacionados com infertilidade (CACCIATORE et al., 1996). A fibrose
periglandular do endométrio diagnosticada por bidpsia uterina é considerada
uma das maiores causas de perdas enbrionarias e fetais (KENNEY, 1978).
Recentemente, uma comparagdo entre éguas com e sem cistos uterinos
(achados ultrassonograficos frequentes de éguas com endometriose cronica
degenerativa) encontrou reducdo na perfusdo vascular uterina em éguas com
cistos e uma associacdo positiva entre area cistica e disturbios da
hemodinamica uterina (FERREIRA et al., 2008).

Pouco se sabe também sobre a resposta na hemodinamica do Utero
perante a infusdo de substancias que podem levar a respostas inflamatérias,
como inclusive o sémen. Para avaliar a resposta inflamatéria e hemodinamica
do Utero, Bollwein et al. (2003) infundiram em dois grupos de éguas sémen “in
natura” ou plasma seminal, respectivamente. A avaliagdo por citologia
demonstrou que a infusdo intrauterina de plasma seminal provocou apenas

uma endometrite leve, enquanto que o sémen “in natura” a uma endometrite
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severa e ambos promoveram um marcante aumento na perfusdo uterina.
Durante a inflamagdo endometrial ha liberacdo de oxido nitrico (NO), um
potente vasodilator (STILL & GREISS, 1978). No entanto, o resultado sugere
gue nao somente a inflamacgéo uterina, mas outros fatores com propriedades
vasoativas, como prostaglandinas e estrogenos presentes no plasma (CLAUS
et al., 1992), sao responsaveis pelo aumento da perfusdo. Mais trabalhos sdo
necessarios para determinar alteracfes na perfusdo uterina e ovariana apos

inseminacéo e a relacdo destas com a fertilidade.

3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho séo:
a. Avaliar a formacédo latea das estruturas formadas a partir da aspiracdo de
foliculos 225mm;
b. Avaliar a viabilidade da utilizadacdo destas éguas aspiradas como
receptoras de embrides (teste de fertilidade);
c. Avaliar o efeito da aplicacdo prévia de hCG sobre a producdo de
progesterona plasmatica intrafolicular e sobre a formacao da estrutura lutea;

d. Avaliagao uterina.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Geral

As éguas foram mantidas no posto de monta da fazenda Lageado da
Unesp de Botucatu-SP durante duas estacbes de monta, entre os meses de
julho de 2010 e abril de 2011 e entre julho de 2011 e abril de 2012, foram
alimentadas com feno de coast-cross (Cynodon dactylon), concentrado, sal
mineral e 4gua a vontade.

O experimento foi dividido em fases 1 e 2. Na fase 1 foram avaliadas a
capacidade esteroidogénica do foliculo aspirado, a formacdo lutea e o
acompanhamento uterino por meio da ultrassonografia modo B e Power

Doppler e a progesterona plasmatica pos-ovulacdo/aspiracdo. Na fase 2 foi
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avaliada a viabilidade das éguas aspiradas como receptoras de embrides (teste
de fertilidade).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais: grupo controle (inducdo da ovulacdo com 2500 Ul de hCG),
grupo aspiracéao (aspiracéo do foliculo dominante com diametro 225mm) e hCG
+ aspiracao (aplicacdo de 2500 Ul de hCG 24h antes da aspiracao de foliculo
dominante com didmetro 225mm).

Para melhor avaliar o efeito da categoia dos foliculos aspirados e
naguelas situagcbes em que o0 numero de amostras ndo comprometia as
analises, os grupos foram divididos em subgrupos de acordo com o diametro
do foliculo aspirado. Para tanto, além dos grupos controle, aspiracdo e hCG +
aspiracao, subgrupos aspiragao 225 (foliculos de diametro entre 25 e 29mm),
aspiracao 230, hCG + aspiragao 225 (foliculos de didametro entre 25 e 29mm),
hCG + aspiracao =230 também foram comparados.

Para a realizacdo de todo o experimento, 54 ciclos de 26 éguas com
idade de 4 a 15 anos, em bom estado corporal e boas qualidades uterinas
(histoldgicas e citologicas) foram utilizados. Foram avaliadas as concentragdes
de progesterona intrafolicular, a avaliacdo ultrassonogréafica (modo B, Power
Doppler e Doppler pulsatil) da estrutura litea e do utero, a concentracdo
plasmatica de progesterona e o teste de fertilidade; o nimero de amostras
utilizado para cada avaliacdo de dados esta especificado no quadro 1.
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Quadro 1 — Numero de ciclos estrais (n) utilizados de 26 éguas para as
diferentes avaliacdes levando em consideracdo a distribuicdo em
grupos e subgrupos.

Distribuicao Avaliacéo N

Dosagem de progesterona intrafolicular 43

Grupo Aspiragao 22

hCG+aspiracao 21

Aspiragéo 225 09

Aspiracao 230 13

Subgrupo hCG+aspiragdo 225 11

hCG+aspiracao 230 10

Avaliacéo da estrutura lutea 19

Controle 06

Grupo Aspiragéo 8?
hCG+aspiracao

Avaliacao uterina 29

Controle 11

Grupo Aspiracao 09

hCG+aspiracao 09

Dosagem de progesterona plasmatica 51

Controle 13

Grupo Aspiracao 21

hCG+aspiracao 17

Controle 13

Aspiragéo 225 08

Subgrupo Aspiracao 230 13

hCG+aspiracao 225 09

hCG+aspiracao =30 08

Teste de fertilidade 40

Controle 19

Grupo Aspiracao 07

hCG+aspiracao 14

Cada égua foi acompanhada ultrassonograficamente para deteccdo da
ovulacédo. No quinto dia pos-ovulacdo uma dose de 7,5mg de PGFy, (dinoprost
trometamina; lutalyse®) foi administrada para inducéo da lise do CL. A partir
deste momento, o crescimento folicular foi acompanhado para deteccdo do
maior foliculo conhecidamente em crescimento. As aspiracdes foram realizadas

a partir do sétimo dia pés-ovulacéo e na presencga de foliculo com 225mm. No
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caso de dois (ou mais) maiores foliculos em crescimento apresentarem menos
de 5mm de diferenca estes foram aspirados para evitar que ovulassem antes
do aumento da progesterona produzida pela estrutura formada a partir da
aspiracao.

As inovulacdes de embrides de boa qualidade (grau 1 ou 2) coletados no
D8 foram realizadas entre os D4 e D7 nas éguas do grupo controle e no D7 (DO
= dia da aspiracao ou dia da ovulacao) nas éguas dos grupos aspirado e hCG
+ aspirado; o protocolo de sincronizacdo entre doadoras e receptoras
aspiradas ou nao estda esquematizado na Figura 1. Os embrides foram
inovulados independente das éguas terem respondido a aspiracao folicular e
de suas caracteristicas no momento da TE. O diagndstico positivo de prenhez
foi determinado pela deteccédo de vesicula embrionéaria de até 15 dias.

Doadora
T T 11 [+
DO i D4 D8
Ovulacao : TE
Receptora ovulada I I i >
: Ovulagao E D4 a D7
Receptora submetida L5

a aspiracao S T
hCG* Aspiracao D7

Foliculo=25mm

Figura 1 — Esquema de sincronizagdo entre éguas doadoras de embrifes e
receptoras, ovuladas (grupo controle) ou submetidas a aspiracao
(grupo aspiracédo e grupo hCG+aspiracdo). Uma dose de 2500Ul
de hCG foi aplicada 24h antes da aspiracéo de foliculos 225mm no
grupo hCG+aspiracao (hCG*).

Ainda, as coletas de dados sequenciais foram realizadas diariamente do
DO (DO = ovulag&o ou aspiracgéo folicular) ao D15 e, para facilitar a anélise e
compreensao dos achados, os dados foram divididos em dois momentos: o
primeiro momento compreendeu do DO ao D7 e o segundo momento do D8 ao
D15. Para a avaliagao uterina, no segundo momento foram analisados apenas

os dados das éguas resposta positiva (concentragao plasmatica = 2 ng/mL).
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4.1.1. Aspiracgédo Folicular

Para realizacdo do procedimento da aspiracao folicular, as éguas foram
sedadas com produto de Detomidina na dose de 0,002 mg/kg e Acepromazina
na dose de 0,03 mg/kg, i.v.. Hyoscina N-butyl bromide (Butylscopolamina) na
dose de 0,2 mg/kg, i.v. foi utilizada para que houvesse relaxamento retal ideal
para realizagdo do procedimento. Uma aplicagdo de Butorfanol na dose de
0,01mg/kg foi realizada com o objetivo de reduzir sensibilidade em viceras.

O maior foliculo de diametro =225mm foi aspirado utilizando-se um
transdutor convexo de 5 MHz conectado ao aparelho de ultrassom (Mindray
DP3300). O transdutor é colocado no guia trans-vaginal contendo agulha de
18G, a qual foi conectada a um sistema de vacuo. A aspiracao folicular foi
realizada a partir do momento da observagdo da ponta da agulha no antro
folicular e por meio da pressao negativa exercida pela bomba a vacuo (300
mmHg). As éguas receberam uma dose de 1 mg/kg, i.v. de flunixim meglumine
(Banamine®) imediatamente antes do procedimento de aspiracao.

No minimo trés perfuragcdes em cada foliculo foram realizadas visando

evitar o repreenchimento.
4.1.2. Obtencé&o dos embrides

Para obtencdo dos embrifes, cinco éguas com idade de quatro a 15
anos, em bom estado corporal e boas qualidades uterinas (histologicas e
citol6gicas) mantidas no mesmo local e condi¢des citados anteriormente foram
utilizadas como doadoras. Com o objetivo de minimizar os riscos de coletas de
embrido negativas que impediriam a inovulagcdo nas receptoras previamente
preparadas, estas cinco éguas foram tratadas hormonalmente com extrato de
pituitaria equina (EPE). O EPE é um hormbnio que comprovadamente aumenta
as taxas de recuperacdo embrionaria (SCOGGIN et al.,, 2002) quando
comparado a éguas nao tratadas.

A lutedlise foi induzida por uma Unica dose de PGFq (Lutalyse®, 7,5 mg,

i.m.) no momento do inicio do tratamento.
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O tratamento com 12,5mg de EPE i.m. a cada 12h teve inicio entre os
D6 e D9 quando no minimo dois foliculos em crescimento apresentavam
didametro entre 20mm e 23mm e foi interrompido quando a maioria dos foliculos
atingiram 232mm. A indugdo da ovulagéo foi realizada com a administragéo de
1600UI de hCG i.v. quando estes atingiram =35mm.

Apos a inducdo das ovulacdes, as eguas foram inseminadas utilizando
sémen fresco diluido com extensor a base de leite desnatado e avaliado por
microscopia optica. O sémen utilizado foi obtido de garanhdes de fertilidade
conhecida e a dose inseminante foi de 1x10° espermatozéides méveis. Uma
inseminacao foi realizada 24 horas ap6s a inducao da ovulacgéao.

As éguas foram submetidas a colheita de embrides de sete e oito dias
apos a deteccao da primeira ovulacdo (D0), recebendo em seguida 7,5 mg de

Dinoprost-trometamina (PGF,) por via intramuscular.

42. Fasel

4.2.1. Dosagem de progesterona intrafolicular

Para avaliacdo da concentracao intrafolicular de progesterona, o fluido
folicular de 43 foliculos aspirados a partir de 43 ciclos analisados foi coletado
em frascos individualizados, armazenados a -20°C para posterior dosagem.

A concentragédo de progesterona foi determinada por radioimunoensaio
(RIA) utilizando-se kits comercias Coat-a-Count, DPC (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA) e seguindo orientacdo do fabricante para
realizacédo do ensaio.

Para determinar a precisdo do ensaio foi uteilizado um pool de plasmas,
o qual foi repetido por 6 vezes e em duplicata. O erro intra ensaio foi de 8,4% e
a sensibilidade de 0,05ng/mL.
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4.2.2. Avaliacdo ultrassonografica por modo B, Power Doppler e Doppler

pulsatil

Em 29 ciclos (controle = 11 ciclos; aspirado = 9 ciclos; hCG + aspirado =
9 ciclos), ultrassonografia por modo B e Power Doppler foram realizadas a
cada 24h entre os DO e D15 para avaliagdo da estrutura formada a partir da
aspiracdo ou da ovulacdo espontanea (CL) e avaliacdo da perfusdo vascular
uterina.

As éguas foram examinadas por meio de ultrassonografia modo-B e
modo Power Doppler (SONOACE PICO, Medison do Brasil Ltda) usando
transdutor multi-frequencial (5 a 9 Mhz) linear endocavitario de banda larga
(LV5-9CDn, 60mm). As configuragdes do equipamento foi mantido constante
durante todo periodo de realizacao do projeto.

As estruturas luteas foram escaneadas como um todo de forma continua
e lentamente. A perfusdo sanguinea foi estimada subjetivamente e em tempo
real em porcentagem (0 a 100%) de tecido luteal com sinais coloridos durante o
exame ultrassonografico Power Doppler. A avaliacdo objetiva da perfuséo
vascular luteal foi realizada no laboratério por meio da contagem de pixels
coloridos da imagem capturada de forma semelhante ao descrito por Ginther et
al. (2007). Os exames ultrassonograficos foram gravados diretamente em
computador portétil através de uma placa de captura de video e as imagens
selecionadas no programa Adobe Premiere Pro 1.5 (TIFF format; Adobe
Systems, San Jose, CA).

Em seguida, uma imagem de cada exame foi escolhida seguindo um
critério de selecdo (maior area de CL com maior numero de sinais coloridos
captados excluindo a regido da base do CL), extraida e salva (formato JPEG)
utilizando o programa Adobe PhotoShop 5.5 (Adobe Systems). O namero total
de pixels coloridos por imagem-JPEG foi calculado pelo programa ImageJ
1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD) para indicar a area de fluxo
sanguineo.

A partir da imagem selecionada, foram estimadas a area total da
estrutura lutea (Figura 2A), a area luteinizada da estrutura lGtea (area total
subtraida da area do coagulo central; Figura2B) e area irrigada (area com
sinais coloridos captados dentro da area da estrutura IUtea, Figura2C).
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Figura 2 — Imagens capturadas para selecdo da area total (limitada pela linha
vermelha; A), area luteinizada (area total, limitada pela linha
vermelha, subtraida da area do coagulo central, limitada pela linha
verde; B) e area irrigada (area com sinais coloridos captados
dentro da area da estrutura lutea; C).

A avaliacdo da perfusdo vascular uterina foi realizada usando
ultrassonografia modo Power Doppler. O parametro foi estimado
subjetivamente levando em consideracao a intensidade e o nUmero de pontos
coloridos captados (graduados de 1 a 4) de tecido uterino (endométrio,
miométrio e ligagdo com o mesomeétrio) com pontos coloridos durante exame
continuo de 1 minuto na auséncia da vesicula embrionaria de ambos 0s cornos
uterinos, semelhante ao descrito por Silva et al. (2005).

Para a anadlise objetiva, dados de espectral (Doppler pulsatil) foram
captados a partir do posicionamento do cursor dentro de artérias localizadas na
regidao da ligagdo com o mesomeétrio (Silva et al., 2005). O objetivo foi obter no
minimo trés ciclos cardiacos gerados para que de um deles fossem obtidos os
indices Doppler: indice de Resisténcia (RI) e indice de Pulsatilidade (Pl). Para
aumentar a acuracia na coleta dos dados, devido ao pequeno calibre dos vasos
e grande chance de erros, este procedimento foi repetido de trés e a seis vezes
para cada um dos cornos esquerdo e direito e a média foi utilizada para
obtencéo de um valor Unico para o Rl e o PI.
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4.2.3. Amostra de sangue e dosagem hormonal plasmatica

A pungéo da veia jugular foi realizada a cada 24h do DO ao D15 em 51
ciclos (controle n = 13 ciclos; aspirado n = 21 ciclos; hCG + aspirado n = 17
ciclos). As amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados e
centrifugadas para obtencéo de plasma que foram armazenados a -20°C até a
dosagem de progesterona.

Assim como para a dosagem de progesterona intrafolicular, a
concentracao de progesterona plasmatica foi determinada por RIA utilizando-se
kits comercias Coat-a-Count, DPC (Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA) e seguindo orientacdo do fabricante para realizacdo do ensaio.

Para determinar a precisdo do ensaio foi uteilizado um pool de plasmas,
o qual foi repetido por 6 vezes e em duplicata. O erro intra ensaio foi de 8,4% e
a sensibilidade de 0,05ng/mL.

As éguas que alcancaram concentracdo plasmatica de progesterona
22ng/mL entre os dias 0 e 15 de avaliacdo foram consideradas resposta
positiva, por terem respondido ao tratamento, enquanto que as que nhao
alcancaram esta concentragcdo durante este periodo foram consideradas

resposta negativa.

4.3. Fase 2 (teste de fertilidade)

Para analisar a viabilidade destes protocolos de preparacdo de
receptoras, foi realizado o teste de fertilidade em 40 ciclos de 26 éguas
(controle = 19 ciclos; aspiragéo = 7 ciclos; hCG + aspiragao = 14 ciclos).

Para a realizacdo do teste de fertilidade, além de ciclos utilizados para
coleta de dados por ultrassonografia Doppler outros ciclos foram obtidos para
gue o numero de éguas por grupo fosse alcancado.

Destes ciclos adicionais, o crescimento folicular foi acompanhado por
ultrassonografia modo B para determinacdo do momento da aspiracdo ou
aplicacdo do hCG, deteccdo da ovulacdo ou realizacdo da aspiracao,
inovulacdo e diagnéstico de gestacao até o D15.
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4.4. Andlise estatistica

Para realizacdo das andlises, os dados de Progesterona (P4)
intrafolicular e plasmatica foram convertidos para log com o objetivo de atingir a
normalidade. As variaveis de areas de CL (mm?) foram convertidas para raiz
guadrada e as variaveis expressas em proporcdo (area sinais coloridos pela
area total e areas de sinais coloridos pela area luteinizada) foram convertidas
para arcoseno para atingirem a normalidade.

Modelos de medidas repetidas (PROC MIXED; SAS Institute, 2009)
foram usados para comparar as médias de P4 plasmaticas, perfusdo vascular
uterina, Rl e PI uterinos, area total de CL, area luteinizada de CL, area com
sinais coloridos, e propor¢cdes de areas com sinais coloridos entre grupos e
dias. Um termo de interac&o entre grupo e dia foi incluido em todos os modelos
para testar a hipotese de que a diferenca entre grupos era dependente do dia
analisado. Uma estrutura de covariancia auto-regressiva foi utilizada para
modelar as medidas repetidas dentro da mesma égua. O método de Tuckey foi
utilizado para ajustar os valores de P resultantes de comparac¢des multiplas.

O teste de Fisher (PROC FREQ; SAS Institute, 2009) foi utilizado para
comparar a propor¢cao de animais resposta positiva ou gestacao positiva entre
0S grupos e subgrupos.

Teste de Wilcoxon (PROC FREQ; SAS Institute, 2009) foi utilizado para
comparar a mediana da P4 max, P4 intrafolicular, PAD7 entre os grupos ou
subgrupos e entre o status de prenhez e resposta.

Antes do inicio das analises das varidveis obtidas a partir das médias
entre dados de cornos esquerdo e direito do utero, o teste T pareado foi
utilizado para comparar a perfusdo vascular entre 0s cornos.

Modelos de regresséo linear simples (PROC GLM; SAS Institute, 2009)
foram usados para avaliar as associacdes entre diametro folicular aspirado e
concentragdo intrafolicular de P4, P4 intrafolicular e p4 plasmatica maxima,
area total do CL / estrutura formada a partir da aspiracao e P4 plasmatica, area
de sinais coloridos e P4 plasméatica e porcentagem da area com sinais
coloridos pela &rea total e P4 plasmética.

Todas as analises foram realizadas em nivel de significancia = 0,05.

Tendéncia estatistica foi definida quando 0,05<P<0.10.
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5. RESULTADOS

5.1. Dosagem de P4 intrafolicular

A concentracdo de P4 (ng/mL) intrafolicular referente ao grupo aspiracao
foi significativamente menor (P<0,05) quando comparada ao grupo hCG +
aspiracao (Figura 3). Bem como, diferencas significativas (P<0,05) também
foram detectadas quando os subgrupos aspiragdo 225, aspiragao 230, hCG +
aspiracao 225 e hCG + aspiragao =30 foram analisados separadamente (Figura
4).
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P4 intrafolicular (log)

Asp hCG+Asp

Figura 3 - Médias geométricas + SEM da P4 (ng/mL) intrafolicular quando a
aplicacdo do hCG foi comparada: Asp (grupo aspiracdo; n = 22) e
hCG+Asp (hCG + aspiracdo; n = 21). Letras minUsculas diferentes
representam diferencas estatisticas entre subgrupos (P<0,05).
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Figura 4 — Médias geométricas + SEM da concentracdo de P4 (ng/mL)
intrafolicular dos foliculos aspirados para cada subgrupo:
Aspiragédo 225mm (n=9), Aspiracdo =230mm (n=13), hCG +
Aspiracédo 225mm (n=11) e hCG + Aspiracdo =230mm (n=10).
Letras minusculas diferentes representam diferencas estatisticas
entre subgrupos (P<0,05).

Quando analisados independente de grupo, o diametro do foliculo no
momento da aspiracdo n&o correlacionou com a concentracdo de P4
intrafolicular (P=0,10 e R?=0,11). Para o grupo em que o hCG n&o foi
administrado 24 horas antes da aspiracdo (grupo aspiracdo) houve uma
tendéncia a relacdo entre diametro folicular e concentragdo intrafolicular de P4
(P=0,09) e uma fraca correlacéo biolégica (R*=0,43) que parece ser maior até
os foliculos atingirem proximo a 33mm de diametro (Figura 5). Para o grupo em
gue o hCG foi aplicado previamente a aspiracdo (grupo hCG + aspiragdo), nao
foi detectada nenhuma relacéo (P=0,28 e R%=0,76).
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Figura 5 — Correlacdo entre diametro folicular (mm) no momento da aspiracéo e
a concentracdo intrafolicular de P4 (log) para o grupo que nao
recebeu hCG previamente a aspiracao (grupo aspiragao).

Também foi detectada uma correlacdo positiva, porém muito fraca

(0,13), entre P4 intrafolicular e a P4 plasmatica maxima atingida apés a

aspiracao, independente do grupo.
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5.2. Avaliacdo ultrassonografica por modo B, Power Doppler e Doppler

pulsatil

Para facilitar a analise e compreensdo dos achados, os dados foram
divididos em dois momentos: o primeiro momento compreendeu do DO ao D7,

e 0 segundo momento compreendeu do D8 ao D15.
5.2.1. Avaliacéo do corpo luteo e da estrutura aspirada

Apenas foi possivel avaliar a area do CL e/ou estrutura formada a partir
da aspiracdo e sua irrigagdo nas éguas que responderam a aspiracao
alcancado concentracao plasmatica =22ng/mL durante o periodo de avaliagao
(DO ao D15). Isto ocorreu uma vez que todas as éguas que néo responderam a
aspiracdo ndo formaram uma estrutura semelhante a um CL e nem sinais
coloridos foram detectados.

A &rea total (mm?) ou a &rea luteinizada (&rea total — coagulo central;
mm?®) da estrutura formada pelo CL ou a partir da aspiracdo folicular néo diferiu
entre os grupos, mas sim ao longo dos dias dentro de cada grupo (Figura 7). A
analise por meio da ultrassonografia modo Doppler permitiu a deteccdo de
diferencas da vascularidade entre os grupos, porém, estas diferencas néao
dependeram do momento analisado. O grupo controle tendeu a ser maior do
gue o grupo aspiracado (P=0,07) e foi maior que o grupo hCG + aspiracao
(P<0,05), mas diferencas entre os grupos aspirados nao foram detectadas
(Figura 6). Quando a area vascularizada foi avaliada levando em consideracéo
a area total ou luteinizada das estruturas, a porcentagem da area vascularizada
sobre a area total variou entre os grupos e entre os dias, enquanto que a
porcentagem de vascularidade sobre a area luteinizada apenas variou ao longo
dos dias (Figura 7).
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Figura 6 — Médias + SEM da vascularizacdo do CL ou estrutura

luteinizada formada a partir da aspiracdo folicular nos
diferentes momentos (DO ao D7; A) e média geral de cada
grupo (B): grupo controle (n=6), grupo aspiracao (n=6) e
grupo hCG + aspiracdo (n=7). Letras maiusculas indicam
diferenca estatistica entre grupos e letras minusculas dentro
de cada grupo (P < 0,05). * indica tendéncia estatistica;
grupo controle tendeu (P = 0,07) a ser maior que 0 grupo
aspiracao.
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Figura 7 — Médias + SEM da éarea total da estrutura lutea (CL ou formada a
partir da aspiragéo folicular; A), porcentagem de area vascularizada
sobre a area total (B), area luteinizada (area total — coagulo central;
C) e porcentagem de area vascularizada sobre a area luteinizada
(D) para cada grupo: grupo controle (n=6), grupo aspiracéo (n=6) e
grupo hCG + aspiracdo (n=7). * indica diferencas entre os dias
dentro do mesmo grupo (P < 0,05).

A avaliagdo das associacdes demonstraram que existe uma fraca
relacéo linear entre area total do CL ou estrutura formada a partir da aspiracéo
folicular e a P4 plasmatica, uma vez que a P4 continua a aumentar enquanto
que a &rea se mantém mais estavel, como demonstrado no grafico de
dispersao (Figura 8A). J& para associacao entre area de sinais coloridos (area
vascularizada do CL / estrutura), uma relagcao positiva foi detectada, correlacéo
de Pearson foi de 0,72, de Spearman (coeficiente de relacéo linear) foi de 0,65
(ambos com P<0.001) e a regressao linear indica que 52% da vascularizacéo
influencia na P4 (Figuar 8B). Como consequéncia dos dois resultados, a
associacdo entre porcentagem de area com sinais coloridos pela area total

detectou uma correlagéio moderada (R?=0,36; Figura 8C).
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folicular e P4 plasmatica (A), da area de sinais coloridos e
P4 plasmética (B) e porcentagem de sinais coloridos sobre
a area total (C).
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5.2.2. Avaliagéo uterina

Quando comparada entre os diferentes grupos, foram detectadas
interacdes entre grupo e dia para perfusao vascular e Pl (P < 0,05), e tendéncia
a interacao para RI (P = 0,06) entre DO e D7. Porém, quando os dados foram
analisados separadamente, a perfusédo vascular ndo variou entre 0S grupos ao
longo dos dias, apenas uma tendéncia entre o DO do grupo controle e o DO do
grupo hCG + aspiracao (P = 0,08) foi observada. Diferengas ao longo dos dias
dentro de cada grupo foram apenas detectadas no grupo controle, como
representado na Figura 9. No entanto, as mesmas diferencas nao foram

encontradas para os dados de RI e PI (Figura 10).

Figura 9 — Médias + SEM da perfuséo vascular (graduado de 1 a 4) para cada
grupo [controle (n=11), aspiracdo (n=9) e hCG + aspiracédo (n=9)]
do DO ao D7. * indicam diferencas estatisticas dentro do mesmo
grupo e ao longo dos dias.
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Figura 10 - Médias + SEM de RI (A) e PI (B) coletados dos vasos presentes na
ligacdo com o mesomeétrio para cada grupo [controle (n=11),
aspiracdo (n=9) e aspiracédo + hCG (n=9)] do DO ao D7.
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Para uma melhor avaliagdo das éguas que responderam a aspiragao,
outra andlise foi realizada usando apenas as éguas resposta positiva. Foram
detectadas efeito do dia e interagao entre grupo e dia para a perfusao vascular
(P < 0,05), e interacdo entre grupo e dia para o Rl e PI (P < 0,05). Porém,
guando os dados foram analisados separadamente, nenhuma diferenca foi
detectada na perfuséo vascular, Rl e PI entre os grupos do DO ao D7 (Figura
11).
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Figura 11 - Médias + SEM da perfusao vascular (A), do RI (B) e do PI (C) para
cada grupo [controle (n=11), aspiracdo (n=6) e aspiracdo + hCG
(n=7)] do DO ao D7 de éguas resposta positiva (P4 = 2ng/mL). Nao
foram detectadas diferencas entre os grupos.
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Quando as eguas que responderam foram comparadas as eéguas que
ndo responderam, a perfusdo vascular e os indices Doppler foram analisados.
Para perfuséao vascular, diferencas entre grupos, dias e interacao entre grupos
e dias nao foram detectadas. Porém, quando os momentos foram analisados
separadamente, dentro do grupo resposta + (éguas que atingiram
concentragéao plasmatica de P4 =22ng/mL) a perfusdo vascular foi maior para o
D5 do que para o D1 (P<0,05) e tendeu a ser maior que o D3 (P=0,06). Para o
indice de resisténcia foi detectada diferenca entre grupos (P<0,05) e para o
indice de pulsatilidade foram detectadas diferencas entre grupos (P<0,05), uma
tendéncia a diferenca entre dias (P=0,08) e interacdo entre grupos e dias
(P<0,05) (Figura 12). E interessante salientar que nio foram detectadas
associacOes entre a P4 plasmatica e o RI uterino e entre P4 plasmatica e o PI

uterino, ambas as relagées com R?=0,07.
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Figura 12 - Médias + SEM da perfusao vascular (A), do RI (B) e do PI (C) para
éguas que atingiram concentracdo de P4 =2ng/mL entre DO e D15
(resposta + ; n = 24) e para éguas que nao atingiram (resposta - ; n
= 5). Letras minusculas diferem estatisticamente entre oS grupos.
Diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo estao
representadas por (*). No grupo resposta +, a perfusdo vascular
uterina foi maior ao D5 quando comparada ao D1 e tendeu (P =
0,06) a ser maior que ao D3.
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Para o segundo momento, de D8 a D15, a avaliagcdo da perfusdo
vascular, Rl e Pl das éguas resposta positiva e as éguas que emprenharam
foram comparadas as que nao emprenharam, independente do grupo (Figura
13).

A analise demonstrou que nédo ha efeito na perfusdo vascular, mas ha
efeito de grupo para o Rl e PI (P < 0,05). Para o PI, também foi detectada a
interacdo entre grupo e dia (P < 0,05) e uma tendéncia a efeito de dia (P =
0,08). Porém, quando os dados foram analisados separadamente, apenas para
a perfuséo vascular uterina foi possivel detectar diferencas entre os dias dentro
do grupo de éguas prenhes. Nas éguas prenhes, a perfusdo vascular aumenta
progressivamente a partir de D12, enquanto que nas éguas nao prenhes nao
houve alteracdo. Além disso, no D15, a perfusédo vascular detectada tendeu a

ser menor nas éguas nao prenhes quando comparadas as éguas prenhes.
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Figura 13 - Médias + SEM da perfusao vascular (A), do RI (B) e do PI (C) para
as éguas prenhes (n=16) versus ndo prenhes (n=7) entre 0 D8 e
D15 das éguas resposta positiva. Diferencas estatisticas estdo
representadas por (*).
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5.3. Amostra de sangue e dosagem hormonal plasmatica

Da mesma forma como feito para os dados da vascularizacdo uterina e
do CL / estrutura formada, para facilitar a analise e compreenséo dos achados,
os dados foram divididos em dois momentos: do DO ao D7 e do D8 ao D15.

Para a P4, tanto comparacbes entre os grupos [controle (n=13),
aspiracdo (n=21) e hCG + aspiracao (n=17)] quanto entre subgrupos [controle
(n=13), aspiragao =25 (n=8), aspirag¢édo =30 (n=13), hCG + aspiragédo =25 (n=9),
hCG + aspiracao 230 (n=8)] foram realizadas.

A comparacao entre grupos demonstrou que existem efeitos do grupo,
dia e interacdo de grupo e dia para a P4 no intervalo de DO ao D7 (P < 0,05),
porém, no intervalo compreendido de D8 a D15 apenas uma tendéncia de
efeito do grupo foi observada (P = 0,07). No grupo controle, a concentracao de
P4 plasmética foi menor para o DO quando comparado a todos os demais dias
(P < 0,05), e para D1 quando comparado aos dias de D2 ao D7 (P < 0,05),
enquanto que entre estes Ultimos ndo houve diferenca. Para 0s grupos
aspiracdo e hCG + aspiracdo, nao houve diferenca de DO a D3 e estes
diferiram de D5, D6 e D7 (P < 0,05), que nao diferiram entre sim. Porém, no
grupo hCG + aspiracdo a partir de D4 uma semelhanca ao D5, D6 e D7 ja
passa a existir. Também foi detectada diferenca entre grupos dentro de cada
grupo, como demonstrado na Figura 12. Ja para o segundo momento, de D8 a
D15, nenhuma diferenca foi detectada entre grupos nem ao longo dos dias
(Figura 15).
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Figura 14 — Mediana da concentracdo de P4 plasmatica ao longo dos dias (DO
a D7) dos grupos controle (n=13), aspiracdo (n=21) e hCG +
aspiracdo (n=17). Letras minusculas (a, b) indicam diferencas
entre grupos dentro de cada dia.
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Figura 15 — Mediana da concentracdo de P4 plasmatica ao longo dos dias (D8
a D15) dos grupos controle (n=13), aspiracdo (n=21) e hCG +
aspiragao (n=17).
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Quando divididos em subgrupos, efeitos de tratamento, dia e interacao

tratamento e dia foram detectados (P < 0,05) e as diferencas entre subgrupos

dentro de cada dia bem como entre dias dentro de um mesmo subgrupo estéo

demonstrados na Figura 16.

Progesterona plasmatica (ng/mL)
o)

Controle

Asp =25

Asp =30

= = hCG + Asp =25
....... hCG + Asp =30

-
’’’’’’
-

an®

0
0 2 3 u 5 6 7
Dia (DO = ovulagdo [ aspiracdo)
0 1 2 3 4 5 6 7
Controle 0,3Aa 1,1Ab 3,2Ac 6,4Ad 8,0Ae  10,1Ae 9,9Ae  10,0Ae
Asp 225 0,2Aa 0,2Aa 0,2BCa 0,1Ba 0,2BCa 0,7Ba 1,7BCa 0,2BCa
Asp =230 0,2Aa 0,1Aa 0,2BCa 0,6Bb 1,7ABCc 2,4Bc 4,7ACc 5,9ACc
hCG + Asp 225 0,3Aa 0,2Aa 0,2BCa 0,5Ba 0,6ABCac 2,5ABbc 2,2ACb 4,1ACb
hCG + Asp 230 0,2Aa 0,2Aa 0,5ACa 0,8Ba 1,5ACa 2,0Ba 2,7BCa 3,4ACa

Figura 16 — Mediana da concentracéo de P4 plasmética ao longo dos dias (DO

Y

a D7) dos subgrupos controle (n=13), aspiragdo =25 (n=8),

aspiracédo 230 (n=13), hCG + aspiragdao 225 (n=9) e hCG +
aspiragdo 230 (n=8). Letras maiusculas
indicam diferencas estatisticas entre os subgrupos dentro de um
mesmo dia. Letras minusculas (a, b, ¢) indicam diferencas entre
dias dentro do mesmo subgrupo.

(A, B, C) na tabela

Quando as éguas que responderam foram analisadas separadamente,

ou seja, apenas aquelas que atingiram concentracdo plasmatica de P4 acima

de 2ng/mL entre DO e D15, os grupos em que as éguas foram submetidas a

aspiracdo nao diferiram do grupo controle (ovulacdo espontanea). Porém,

foram detectadas diferencas entre subgrupos na P4 plasmética (P < 0,05) ao

dia 7 (dia da inovulacdo para os grupos aspirados): grupo controle (n=13; P4
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média = 14,15 ng/mL) apresentou maior (P<0,05) concentracéo plasmatica que
subgrupo aspiragdo =30 (n=9; P4 média = 7,66 ng/mL) e grupo hCG +
aspiragdo 225 (n=6; P4 média = 5,50 ng/mL). Grupo controle tendeu a
apresentar maior (P=0,06) concentracdo de P4 plasmatica que o subgrupo
hCG + aspiracao 230 (n=6; P4 média = 7ng/mL). O subgrupo aspiragdo =25
ndo foi usado nesta analise uma vez que o numero de amostras era muito

pequeno (n=3).

5.4. Resposta ao tratamento e teste de fertilidade (fase 2)

Quanto a funcionalidade da estrutura formada a partir da aspiracdo, as
diferencas entre grupos estao representados na Tabela 1. Para os subgrupos,
43% (3/7) das éguas do subgrupo aspiragao =25, 77% (10/13) das éguas do
subgrupo aspiragdo =30, 75% (6/8) das éguas do subgrupo hCG + aspiracdo
225 e 67% (6/9) das éguas do subgrupo hCG + aspiracdo =30 alcangcaram
concentragdo plasmatica =22ng/mL. Quando comparados ao grupo controle,
apenas 0 subgrupo aspiracdo =25 apresentou menor (P<0,05) numero de
éguas que responderam a aspiracao atingindo concentracdo de P4 acima de
2ng/mL, enquanto que ndo foram detectadas diferencas entre os subgrupos
aspirados com foliculos de didametro 225 e 230, nem entre os grupos em que o
hCG foi aplicado 24h antes da aspiragdo com foliculos de didametro 225 e 230.

A resposta a aspiracao interferiu na prenhés, ou seja, apenas éguas que
atingiram concentracdo plasméatica acima de 2ng/mL emprenharam, porém, a
concentracdo maxima de P4 plasmatica atingida néo interferiu na fertilidade.
N&o foram detectadas diferencas estatisticas entre os grupos, provavelmente
devido ao baixo nimero de amostras (Tabela 1). E interessante salientar que
No grupo aspiracdo as quatro éguas inovuladas que ndo emprenharam nao
responderam a aspiracao folicular e mantiveram concentragfes plasmaticas de
P4 abaixo de 2ng/mL durante todo o periodo de avaliacdo, enquanto que, para
o grupo hCG + aspiracdo, das oito éguas que nao emprenharam cinco delas
também n&o responderam a aspiragao.

Também nédo foram detectadas diferencas estatisticas (P>0,05) entre P4
plasmatica maxima e P4 ao D7 entre as éguas que emprenharam e que nao

emprenharam, independente do grupo.
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Quando os grupos aspirados foram associados (aspiracdo e hCG +
aspiracdo), a taxa de prenhez para o grupo controle (74%; 14:19) tendeu a ser
maior (P=0,05) que os grupos aspirados associados (43%; 9:21). Interessante
salientar, que gquando levando em consideracao a resposta a aspiracéo, das 12
éguas aspiradas resposta positiva (3 éguas do grupo aspiracdo e 9 éguas do
grupo hCG + aspiracao) 9 delas emprenharam (75% de prenhez).

Tabela 1 — Taxa de prenhez (%) e de resposta positiva (% de éguas que
atingiram concentragcdo =2ng/mL entre DO e D15) por grupo
controle, aspiragao e hCG + aspiragéo.

Grupo Resposta + (%) Prenhez (%)
Controle 100 (13:13)a 74% (14:19)a
Aspiracao 65 (13:20)b 43% (3:7)a
hCG + Aspiragao 71 (12:17)ab* 43% (6:14)a

Letras iguais indicam semelhanca estatistica. * indica tendéncia estatistica: grupo controle
tendeu a ser maior que grupo hCG + aspiracado (P = 0,05).
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6. DISCUSSAO

Conforme ja relatado por outros autores (HINRICHS et al., 1991; HAYNA
et al., 2006; MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et al.,, 2010; 2012) e
encontrado no presente trabalho, a aspiracdo de foliculos com diametro
225mm promove a luteinizagdo das células foliculares levando a um aumento
na concentracao plasmatica de P4 a niveis compativeis ao diestro (=2ng/mL).

As taxas de resposta positiva encontradas (65% para o grupo aspiracao
e 71% para o grupo hCG + aspiracdo) foram superiores aos relatados por
Mozzaquatro et al. (2010) que, ao aspirarem foliculos em diestro, encontraram
gue apenas um de seis foliculos (17%) com diametro entre 25 e 29mm, um de
guatro (25%) entre 30 e 35mm e nenhum de cinco (0%) =35mm luteinizaram
guando a P4 circulante apresentava-se em altas concentracdbes no momento
da aspiracdo. Este fato mostra a importancia da aplicacdo da prostaglandina
previamente a aspiracdo. Por promover a lutedlise de CLs de ciclos anteriores
reduz a concentracdo circulante de P4 e permite o aumento do LH endogeno,
como sugerido por Gastal et al. (2000).

Uma das alteracBes ocorridas durante o processo de luteinizacdo € a
mudanca na resposta celular aos sinais externos permitindo que as células
lteas respondam a um novo grupo de horménios. Um dos principais sinais
externos é o aumento do LH que promove a alteracdo na expressao de varios
receptores (STOCCO et al., 2007) e esta diretamente envolvido no processo de
luteogénese.

Entretanto, além das caracteristicas hormonais, a categoria dos foliculos
aspirados parece ser importante para a resposta. Os achados do presente
trabalho demonstram que foliculos aspirados com diametro entre 25 e 29mm e
sem aplicacdo prévia de 2500 Ul de hCG (subgrupo aspiragdo =225)
apresentam menor capacidade de se tornarem funcionais quando comparados
aos CLs formados a partir de ovulacdes espontaneas. Apenas 43% (3/7) dos
animais avaliados no subgrupo aspiragdo =25mm atingiram concentracéo
plasmética de P4 =2ng/mL. Possivelmente, o nivel de maturagdo ou a
viabilidade do foliculo deve estar interferindo na sua competéncia em luteinizar.
Achados prévios (BELIN et al., 2000) indicam que foliculos com diametro

préximo a 25mm, apesar de jA dominantes, ainda apresentam uma capacidade
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esteroidogénica reduzida quando comparados a foliculos de diametros
maiores. Além disso, a razdo P4:E2 pode ser um importante indicativo para
avaliacdo da viabilidade do foliculo.

Outro fator importante e que pode justificar a alta taxa de foliculos
aspirados que responderam positivamente ao procedimento no presente
trabalho, foi a ndo retirada das células da granulosa pela escarificacdo da
parede no momento da aspiracdo. A remocdo das células foliculares pode
induzir a formacdo de um CL com baixo numero de células luteas
(NISWENDER et al., 2000) e baixa qualidade, uma vez que as células luteais
grandes (20 a 45um de didmetro) séo originadas de células da granulosa e sédo
responsaveis por 80% da secrecdo de progesterona in vivo (McKINNON et al.,
2011).

Como esperado, a resposta a aspiracao folicular interferiu na taxa de
prenhez e apenas as éguas que atingiram concentracdes de P4 acima de
2ng/mL até o dia da inovulacdo foram capazes de se tornarem prenhes. Apesar
das diferencas nas concentracbes de P4 entre os subgrupos no dia 7 (dia de
inovulacdo nos subgrupos / grupos aspirados) e menores concentracdes
detectadas nas éguas submetidas a aspiracdo, estas diferencas nao
interferiram nas taxas de prenhez uma vez que bastava as éguas terem
respondido (>2ng/mL) para que a gestacdo pudesse ocorrer. As prenhezes
ocorreram independente das concentracdes plasmaticas maximas de P4
alcancadas ao longo das avaliacdes. Isto demonstra que a P4 é sim essencial
para o estabelecimento da gestacdo, porém, uma vez atingida a concentracao
minima necessaria, valores muito elevados nédo interferem no resultado. No
entanto, ainda nao é possivel afirmar qual € este minimo necessario.

Os achados concordam com o relato de Allen (2001) que mostra que o
CL primario, responsavel pela producdo de P4 e manutencdo do primeiro terco
da gestacédo, pode levar a P4 a atingir concentracdes circulantes tdo baixas
guanto 3 — 5 ng/mL sem provocar danos a gestacao até que as concentracdes
aumentam incisivamente entre 38 — 40 dias. Para vacas, foi observado que
concentragbes de P4 circulantes = 1,48 ng/mL s&o suficientes para manter a
gestacdo durante estas duas primeiras semanas, porém, concentracdo < 5
ng/mL ao D14 interferem nas taxas de gestacdo provocando reducdo no
ndmero de prenhezes entre 28 e 63 dias.
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Os resultados da P4 plasmatica mostram que engquanto no grupo
controle a partir do D2 e até o D7 estes valores sdo superiores a 2ng/mL e ndo
diferem entre si, para os demais grupos aspirados, com ou sem a aplicacao
prévia do hCG, concentracdes superiores a 2ng/mL so foram ser alcancadas a
partir de D5. Apesar de nao terem sido detectadas diferencas entre 0s grupos
guando as éguas que ndo responderam (P4 plasmatica <2ng/mL) foram
excluidas das analises, as éguas que formaram estruturas liteas mantiveram o
mesmo padrdo e soO atingindo concentragcbes superiores a 2ng/mL a partir do
D5.

Interessante notar que, mesmo com diferencas detectadas na
concentracéo plasméatica de P4 entre os grupos ao longo dos dias zero e sete e
mesmo que o grupo controle tenha apresentado concentragdes superiores aos
detectados para todos os subgrupos aspirados durante os trés primeiros dias
apos a ovulacdo ou a aspiracdo, resultados semelhantes ndo foram
encontrados entre os dias oito e 15. Isto indica que, como ja observado em
estudos anteriores (MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et al., 2010), as
estruturas luteinizadas formadas a partir da aspiracdo de foliculos =25mm
necessitam de um periodo maior para concluirem a luteinizacdo, o que pode
ser observado pelos longos 4 a 7 dias até que atinjam concentracdes
semelhantes as do grupo controle.

Estudos demonstram que a transformacéo das células da granulosa em
células luteais ocorre em poucas horas (STOCCO et al., 2007) e a luteinizacéo
€ completa até o terceiro dia apés a ovulacdo (NISWENDER & NETT, 1993), o
gue condiz com o encontrado para o grupo controle. Segundo Niswender
(2000), as concentracbes séricas de P4 dependem da quantidade de tecido
esteroidogénico, perfusdo sanguinea e capacidade do tecido esteroidogénico
em sintetizar P4. A quantidade de tecido esteroidogénico é dependente do
namero e tamanho das células luteais, as quais aumentam durante o
desenvolvimento luteal.

O retardo no processo de luteinizacdo observado nos foliculos
aspirados, tanto no presente trabalho quanto em trabalhos anteriores
(MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et al., 2010), levanta a questéo sobre
0 quanto a interrupcao do processo de maturacdo e desenvolvimento final do
foliculo pode estar envolvido no processo de luteinizagcdo. Como ja citado, a
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ovulacdo € um processo complexo que envolve inUmeras etapas como a
remodelacdo da matrix extracelular (CURRY & SMITH, 2006), liberacdo de
metaloproteinases (WOESSNER, 1991), expressdo de genes e sintese de
proteinas importantes tanto para a ovulagdo quanto para a luteinizacao (FAN et
al., 2011), mudancas na vascularizacdo da parede folicular (GASTAL et al.,
2006) dentre outros. Todos estes eventos sao dependentes do aumento do LH
enddgeno e que com a aspiracdo nao ocorrem ou sofrem alguma alteracéo.
Pode ser que a aplicagéo prévia de hCG esteja agindo mimetizando a onda de
LH e induzindo parcialmente estes eventos, principalmente em foliculos de
diametro de 25-29mm.

A ultrassonografia modo B e Doppler é uma ferramenta interessante na
avaliacdo do desenvolvimento da estrutura luteinizada e sua funcionalidade.
Nas éguas que ndo responderam a aspiracado, nao foi observada a formacéao
de estruturas semelhantes a um CL quando a ultrassonografia modo B foi
utilizada, tdo pouco foi observado aumento na vascularizacdo e formacéo de
uma area irrigada ao modo Doppler.

Nota-se que ha aumento tanto na area quanto na vascularizacado do CL
e das estruturas luteas formadas. Porém no CL formado a partir da ovulagao
espontanea observa-se um maior aumento na vascularizacdo e,
provavelmente, menor alteracdo na area ao longo dos dias. Em geral, a
vascularizacdo dos CLs é maior que dos grupos onde os animais foram
submetidos a aspiracdo, enquanto que o mesmo ndo pdde ser observado para
a area total ou luteinizada. Como reflexo deste achado, a porcentagem de area
vascularizada pela area total ou luteinizada apresentou um aumento
significativo no grupo controle, ndo observado nos demais grupos. Mesmo
assim, a vascularizacdo observada nos grupos aspirados mostra que o
procedimento também influenciou em um dos importantes fatores envolvidos
na luteogénese: a angiogénese.

Como ja citado anteriormente, a neovascularizacdo é essencial para a
suplementacdo necessaria para a biossintese de P4, e para a secre¢do de
outros hormbnios esteroidais pelas células luteais (ACOSTA & MIYAMOTO,
2004). Cada célula luteal esté diretamente em contato com muitos capilares,
dando ao CL a caracteristica de ser o tecido com uma das maiores taxas de
fluxo sanguineo no organismo (STOCCO et al., 2007).



56

Os grupos aspirados, por outro lado, demonstraram uma maior variagao
entre DO e D7 tanto da area total quanto da area luteinizada, isso se deve ao
grande coagulo central que era normalmente formado nas estruturas
luteinizadas a partir da aspiracédo e aumentava as dimensdes. Por este motivo
e devido a dificuldade de determinar o coagulo central em muitos momentos, a
avaliacdo da é&rea luteinizada foi mais dificil. Porém, mesmo com os dados
obtidos, foi possivel detectar aumento nas areas luteinizadas ao longo do
periodo de avaliacdo. Isto se deve a hipertrofia e luteinizacdo das células da
granulosa que podem chegar a triplicar de tamanho durante o processo de
luteogénese (GINTHER, 1992).

A avaliacdo da area total da estrutura por ultrassonografia modo B néo
demonstrou ser uma eficiente técnica para determinacdo da sua
funcionalidade, ou seja, da producdo de P4. Porém, € possivel detectar a
presenca de uma estrutura com caracteristica morfoecogénicas semelhantes a
de um CL quando estas estruturas se tornaram funcionais, tal como relatado
por Mozzaquatro et al. (2012).

A analise da area vascularizada pela ultrassonografia modo color-
Doppler se mostrou mais eficiente na avaliagdo da funcionalidade da estrutura.
Por meio desta técnica foi possivel detectar os animais que nao responderam e
ndo produziram P4 mesmo antes de submetidos as dosagens hormonais uma
vez que ndo houve a formacdo de novos vasos. Ainda, existe uma relacao
positiva entre area vascularizada e P4 plasmatica que mostrou que 52% da
area vascularizada observada influenciou na P4 circulante nas éguas que
responderam.

Os resultados e relacdes apresentados para as mudancas na area e na
vascularizacdo tanto do CL quanto das estruturas luteinizadas a partir da
aspiracdo no presente estudo vdo de acordo com os achados previamente
descritos por Ginther et al. (2007) ao analisar a hemodinamica do CL durante o
ciclo estral. Os autores encontraram que a area do CL também aumentou mas
ndo tdo marcadamente quanto a area de perfusdo sanguinea, sendo a analise
da hemodinamica do CL mais determinante da funcionalidade dessa estrutura
(GINTHER et al., 2007).
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Duas diferentes hipoteses podem explicar o estimulo a incisa
luteinizacdo das células da granulosa ap0s a aspiracdo do foliculo dominante:
1) levando em consideragcéo os achados de Ginther et al. (2007) que mostram
o efeito negativo dos hormonios esteroidais sobre a liberacdo das
gonadotrofinas, a remogao mecanica do fluido folicular levaria a uma brusca
reducdo nas concentragcbes de E2 que poderiam ser relevantes na queda da
concentracdo plasmatica e, consequentemente, induziriam o aumento na
liberacdo do LH pela hipdfise; ou ainda, 2) a aspiracdo do fluido folicular,
segundo NEKOLA e NALBANDOV (1971), promoveria a retirada mecanica dos
fatores produzidos pelo odcito e soltveis neste fluido que atuam prevenindo a
luteinizacdo folicular. Sabe-se que os fatores liberados pelo oécito impedem a
expressdo de RNAm de receptores de LH (EPPIG et al., 1997). Inclusive, ja foi
demonstrado in vitro que a retirada do odcito de um meio de cultura contendo
células da granulosa promove a luteinizacdo enquanto que a manutencdo do
o0cito inibe este processo (LI et al., 2000). No entanto, para que 0 processo
seja totalmente elucidado, mais estudos necessitam ser realizados.

A aplicagdo do hCG foi importante na luteinizacdo das células da
granulosa e nas alteracdes no fluido folicular principalmente nos foliculos
aspirados com diametro entre 25 e 29mm. Enquanto que as éguas em que as
2500UI de hCG foram administradas 24h antes da aspiracéo dos foliculos que
apresentavam diametro entre 25 e 29mm alcancaram concentragdes de P4
plasmaticas similares as detectadas para o grupo controle ao D4, as éguas que
ndo foram submetidas a administracdo prévia de hCG e apresentavam a
mesma categoria de foliculos aspirados ainda ndo haviam atingido a
semelhancga no D7.

Uma correlagdo positiva, porém fraca, entre P4 intrafolicular e P4
plasmatica maxima atingida ap0s a aspiracao foi detectada independente do
grupo, ou seja, a concentracédo intrafolicular de P4 dos foliculos aspirados pode
indicar uma maior concentracado plasmatica de P4 produzida pela estrutura
lutea formada a partir da aspiracdo. Logo, a concentracao intrafolicular de P4
demonstra o inicio da luteinizacdo das células foliculares mesmo antes da
ovulacéo e, conforme j& demonstrado anteriormente (Belin et al., 2000), indica

maturagéo folicular e influéncia numa melhor luteinizagéo.
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A aplicacéo da dose de 2500Ul de hCG 24 horas antes da aspiragao do
foliculo com didmetro 225mm promove aumento das concentracoes
intrafoliculares de P4 uma vez que este hormdénio age no foliculo de forma
analoga ao LH. Como ja relatado (FERREIRA-DIAS et al., 2006), € o LH o
hormdnio responsavel por mediar o processo de luteinizacdo das células da
granulosa que constituem a parede do foliculo pré-ovulatério mesmo antes da
ovulacgéao.

Quanto as concentracdes intrafoliculares de P4, nos animais em que o
hCG néo foi aplicado previamente a aspiracdo, a tendéncia a relagdo entre
diametro folicular e concentracao de P4 intrafolicular e a correlacdo biolégica
positiva encontradas principalmente até os foliculos atingirem diametro préximo
a 33 mm indicam que o tamanho do foliculo aspirado interfere nas
concentracgOes intrafoliculares de P4, ou seja, quanto maior o diametro folicular,
maior a quantidade de P4 produzida no foliculo. Estes achados fortalecem os
previamente encontrados por Belin et al. (2000) que demonstraram que as
concentragcbes de P4 aumentam significativamente no fluido do foliculo
dominante durante seu crescimento, ou seja, a estereidogénese € maior nos
foliculos dominantes (> 30 mm) quando comparados a foliculos no momento da
divergéncia (20 a 24 mm).

A aplicacdo da dose de 2500 Ul de hCG i.v. 24h antes da aspiracao
folicular promoveu aumento da concentragao intrafolicular de P4 e, quando os
quatro grupos foram analisados separadamente, nota-se que este aumento
elevou as concentracdes de P4 intrafolicular dos foliculos com didametro = 25
mm a concentragdes similares aos encontrados no fluido dos foliculos com
didametro = 30 mm. Além disso, nestes animais em que o hCG foi aplicado nao
foi detectada nenhuma relacdo entre diametro folicular e concentragéao
intrafolicular de P4, provavelmente devido ao aumento promovido pelo
tratamento nestas concentracdes de P4 em todos os foliculos, inclusive os com
diametros a partir de 25 mm.

Segundo BELIN et al. (2000), a aplicacdo intravenosa de hCG promove
aumento significativo das concentracdes de P4 e reducdo das concentracdes
de estradiol no fluido de foliculos dominantes, consequentemente, a propor¢cao
P4:estradiol-17B (P4:E2) é significativamente maior ap0s a aplicagdo da



59

gonadotrofina devido a uma diminuicdo na producdo de E2 seguida de um
aumento na producao de P4.

O hCG promove uma expanséo significativa da camada das células da
granulosa em éguas (STOCK et al., 2002); estimula a expressao de VEGF e
Angiopoietinas e seus receptores (FRASER et al., 2005); e altera a expressao
de receptores (STOCCO et al., 2007). Alteragcbes estas similares as
provocadas pelo aumento pré-ovulatério de LH que, somadas a interrupgao,
devido a aspiragao, do contato das células foliculares somaticas com os fatores
liberados pelo od6cito diluidos no fluido folicular, foram provavelmente os
responsaveis pela inducao do inicio do processo de luteinizacdo das células da
granulosa murais remanescentes da aspiracao dos foliculos principalmente de
diametro entre 25 e 29mm.

Os resultados mostram que o0 aumento nas concentracdes plasmaticas
de P4 devido a formacdo de estruturas luteais a partir da aspiracdo foram
capazes de promover mudangas uterinas compativeis ao diestro e suficientes
para permitirem a formagao de um ambiente uterino ideal para recebimento do
embrido e estabelecimento da gestacdo até o utimo dia de avaliacdo (D15),
embora as concentracdes de P4 plasmatica ndo tenham correlacionado com as
alteracoes uterinas. As modificagOes uterinas provocadas pelo aumento da P4
plasmatica foram bem observadas quando éguas que apresentaram resposta
positiva foram comparadas as que apresentaram resposta negativa. Menores
valores de indices Doppler (Rl e PI) foram detectados nas éguas com resposta
positiva, o que indica que durante este periodo estas éguas apresentaram
aumento na perfusao uterina.

Diferencas na perfusdo vascular ndo foram detectadas no utero das
éguas submetidas a aspiracdo ao longo dos dias quando estes foram
analisados separadamente. E provavel que a demora na formagdo da estrutura
lutea e até diferencas individuais ou entre as categorias de foliculos aspirados
tenham interferido na perfusdo. Porém, é importante observar que os indices
Doppler ndo variaram entre grupos principalmente quando éguas que nao
responderam a aspiracao foram excluidas da analise, o que fortalece o indicio
de que quando a estrutura formada a partir da aspiracdo se torna funcional esta
também é eficiente na preparacdo de um ambiente uterino semelhante ao

diestro espontéaneo (Figura 9).
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Embora ndo tenha sido detectada diferenca estatistica, € interessante
notar os pontos de onde partiram os valores de perfusdo vascular, Rl e Pl no
Utero dos grupos controle, aspiracdo e hCG+aspiragcdo mesmo quando so
consideradas as éguas que apresentaram resposta + (Figura 9). Nos grupos
nos quais os animais foram submetidos a aspiragao folicular, maiores valores
de perfusdo vascular e menores valores de Rl e PI, que confirmam a alta
perfusdo vascular, foram detectados ao DO. Isto indica que no dia da aspiracéo
folicular o Gtero das éguas aspiradas apresentavam, numéricamente, uma
maior perfusdo vascular do que no dia da ovulacdo das éguas no grupo
controle. A alta perfusao uterina provavelmente é justificada pela fase de estro
gue todas elas se encontravam no momento da aspiracao, consequentemente
maiores concentracdes de E2 circulantes também estavam presentes nestes
momentos. Bollwein et al. (2002) demonstrou que as concentracbes de
estradiol estdo correlacionadas positivamente com a perfusao vascular durante
0 estro, mas nao durante o diestro.

A perfuséo uterina foi modificada ao longo dos sete primeiro dias apos a
ovulacdo e os maiores valores foram atingidos no quarto e quinto dia apos a
ovulagdo no grupo controle, o que condiz com achados preliminares
(BOLLWEIN et al., 1998; SILVA et al., 2005; IGNACIO et al., 2012). Este
aumento coincide com a descida do embrido uterino e, segundo achados
recentes (IGNACIO et al.,, 2012), provavelmente é resultado de uma
preparacdo uterina para o recebimento do embrido, uma vez que ocorre
mesmo em éguas ndo inseminadas e ndo inovuladas. Estas informagfes
podem vir a ser importantes para a avaliacdo do ambiente uterino de éguas
gue serdao utilizadas como receptoras de embrido.

Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas estatisticas nas taxas
de prenhez entre o0s grupos, a variacdo numérica indica uma diferenca
biolégica (74% para o grupo controle, 43% para 0 grupo aspiracao e 43% para
o grupo hCG + aspiracdo) que pode representar uma importante reducéo
econdmica nos resultados a campo. E importante salientar que os embrides
foram inovulados nas éguas submetidas a aspiracdo independente da
observacéo da resposta positiva ou negativa, logo, € possivel melhorar estas
taxas de prenhez com a utlizacdo das informacdes uterinas e de

vascularizacdo da estrutura lGtea antes da inovulacao.
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Os indices de pulsatilidade alteram nas éguas prenhes sendo menores
nestes animais quando comparados as éguas nao prenhes. Os achados da
perfusdo vascular reafirmam estes achados uma vez que demonstram um
aumento crescente a partir do D12 nas éguas prenhes e que sao semelhantes
a dados ja publicados (SILVA et al., 2005).

7. CONCLUSOES

o A aspiracao de foliculos dominantes com diametro 225mm para retirada
do fluido folicular dias apGs aplicacdo de prostaglandina, principalmente nas
éguas que se encontram em diestro, € eficaz na inducéo da luteinizacéo destas
células da granulosa remanescentes. A aspiragcdo permite a formacédo de
estruturas luteas capazes de produzir P4 em concentragbes compativeis ao
diestro (=2ng/mL), porém, estas estruturas necessitam um maior tempo para

gue ocorra a luteinizacao do que CLs formados a partir da ovulagao.

o A categoria de foliculos aspirados interfere na resposta a aspiracéo,
principalmente quando foliculos com didmetro entre 25 e 30mm sdo aspirados.
Nestes casos, 0 hCG 24h antes da aspiracdo pode ser um importante recurso
para promover aumento na taxa de resposta desta categoria de foliculos. Além
disso, o0 hCG também pode ser utilizado visando proporcionar aumento nas
concentracbes plasmaticas maximas de P4 no periodo pds-aspiracdo e
aumento das concentracgdes intrafoliculares de P4.

o Eguas submetidas & aspiracdo podem ser utilizadas como receptoras de
embrido e a prenhez depende de concentracdes plasmaticas de P4 acima de
2ng/mL até o momento da inovulacdo sdo capazes de se tornar gestantes. No
entanto, € importante salientar que altas concentracdes de P4 circulante nao
sdo0 necessarias para o estabelecimento da gestacdo até o D15.

o A avaliacdo da hemodindmica pela ultrassonografia modo Doppler é
uma eficiente ferramenta para detectar a funcionalidade da estrutura e prever,

de forma razoavel, a P4 produzida.
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o O ambiente uterino pos-aspiracdo € alterado e a aspiracédo folicular
também se mostra eficiente na preparacdo uterina para o recebimento do
embrido por promover o desenvolvimento de caracteristicas uterinas

compativeis com o diestro espontaneo.

o A aspiracdo de foliculos 225mm pode ser um eficiente procedimento
alternativo para a preparacdo de receptoras de embrides principalmente
naqueles programas de transferéncia de embrides que sofrem com a excassez
de receptoras e, consequentemente, dificuldade em sincroniza-las. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para esclarecer o processo de luteinizacdo pos-
aspiracao folicular e melhorar a avaliagdo da funcionalidade da estrutura lGtea

e mudancas uterinas antes da inovulagéo do embrido.
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Abstract

One of the biggest barriers for an embryo transfer (ET) program in mares is the
absence of a good synchronization protocol between recipients and donors and
because of the potential to become luteinized, ablation of follicles 225mm might
be a potential protocol for recipient preparation. The present study aimed to
determine the plasmatic P4 production by the structures formed from follicle
225mm aspiration, as well as its hemodynamic characteristics and the hCG
action influence over this process. On the day five after ovulation, a
prostaglandin injection where administered and cycles (n=51) of 16 crossbred
mares where randomly distributed into five experimental groups: control (n=13;
spontaneous ovulation), ABL-F=25mm (n=8; ablation of largest follicle between
25 and 29mm), ABL-F=30mm (n=13; ablation of largest follicle =30mm),
hCG+ABL-F=25mm (n=9; 2500Ul of hCG administered 24h before ablation of
largest follicle between 25 and 29mm) and hCG+ABL-230mm (n=8; 2500UI of
hCG administered 24h before ablation of largest follicle 230mm). From DO (day
of ovulation or ablation) until D7, daily ultrasound evaluations where done to
evaluate area (B mode) end vascularity (color-Doppler mode) of the structures.
Follicle ablations promote an increase in plasma P4 concentrations to values
similar to diestrous, however, the structures formed from follicle ablation show a
delay in luteinisation. The hCG injection previous to ablation increased the
number of functional structures among follicles of diameter 25-29mm and color-
Doppler seems to be an efficient tool to detect functionality of the structure. In
conclusion, the protocol used was efficient on promoting the luteinisation of

granulosa cells that remain from ablation.

Keywords: corpus luteum, progesterone, follicle ablation, luteinization
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1. Introduction

One of the biggest barriers for an embryo transfer (ET) program in
mares is the absence of a good synchronization protocol between recipients
and donors. It happens because the use of these protocols, as with steroids
(Handler et al., 2007) or using the aspiration of all follicles to induce the
emergence of a new follicular wave (Bergfelt et al., 2007), have not shown
consistent results or have taken a long time for implantation, respectively.

Despite, some studies have detected increased plasmatic progesterone
(P4) after aspiration of follicles in cycling mares (Hinrichs et al., 1991; Hayna et
al., 2006; Mozzaquatro et al., 2010), which might be a potential protocol for
recipient preparation. However, differences between the methodologies used in
these studies have left behind some questions about the efficacy of follicles
aspirations to forming functional CLs and to producing P4 in concentrations
similar to spontaneous diestrous (P4 = 2ng/mL).

Many factors, such as the moment of the cycle (Bogh et al., 2000;
Mozzaquatro et al., 2010), time of the year (Alvarenga et al., 1999), quantity of
granulosa cells left from the aspiration (Bracher et al., 1993) and follicular
diameter of the aspirated follicle (Hayna et al., 2006), may influence the
subsequent CL formation. It is already known that only dominant follicles
=25mm are capable of luteinizing (Hayna et al., 2006), which might be related to
the increase in LH receptors after deviation (Nogueira et al., 2007), the removal
of luteinization inhibitors present in the follicular fluid (Hinrichs et al., 1991) and
the LH surge induced by the aspiration (Hayna et al., 2006).

Previous studies, have already shown that hCG is a hormonal
preparation that may act in the follicle increasing intrafollicular P4
concentrations (Belin et al., 2000), increasing significantly granulosa cells
expansion (Stock et al., 2002), stimulating VEGF and Angiopoietins expression
and is receptors (Fraser et al., 2005), as well as modificating other receptors
expression (Stocco et al., 2007). All these findings suggest that hCG anticipates

follicle maturation and luteinization.
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Also, the use of Doppler ultrasonography has been proved to be a
valiable tool for evaluation of CL formation and functionality (Ginther et al.,
2007). However, it has never been used to evaluate the same features in
structures formed from follicle aspirations.

The present study aimed to determine the plasmatic P4 production by
the structures formed from follicle 225mm aspiration, as well as its

hemodynamic characteristics and the hCG action influence over this process.
2. Materials and Methods

Cycles (n=51) of 16 crossbred mares aged between four and 15 years
from UNESP School of Veterinary Medicine (Botucatu, Sao Paulo, Brazil,
Latitude -22° 53’ 09” and Longitude 48° 26’ 42”) were used. All mares were
cycling and in good body condition and were confined to paddocks with shelter,
fed cost-cross hay (Cynodon dactylon), concentrate, mineral supplement, and
had free access to water throughout the course of the experiments.

Ultrassonography B and Doppler modes were done transrectally with a
linear multifrenquencial (5 a 9 Mhz) transducer attached to a Sonoace Pico
(Medison do Brasil Ltda) equipment. All settings were constant during the whole
period of data collection.

Five days after the detection of ovulation, the three largest follicles were
measured and Prostaglandin Faq (PG Faq, Lutalyse®, 7.5mg, i.m., Pfizer Animal
Health) was administered to promote luteolysis and to decrease plasmatic P4 to
basal concentrations.

At this time, all mares were randomly distributed into five experimental
groups: control (n=13; spontaneous ovulation), ABL-F=25mm (n=8; ablation of
largest follicle between 25 and 29mm), ABL-F=230mm (n=13; ablation of largest
follicle 230mm), hCG+ABL-F=225mm (n=9; 2500Ul of hCG administered 24h
before ablation of largest follicle between 25 and 29mm) and hCG+ABL-230mm
(n=8; 2500Ul of hCG administered 24h before ablation of largest follicle
=30mm). At the day dominant follicle achieved the defined diameters (F=25mm
or F=Z30mm), 24 hours were counted until ablations were done in the groups
ABL-F225mm and ABL-F=30mm or 2500Ul of hCG was intravenously
administered in the groups hCG+ABL-F225mm and hCG+ABL-=230mm and
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follicle ablation was done 24 hours later. Only the largest follicle was ablated
except when co-dominance was detected (less than 5mm of difference between
the two largest follicles), in these cases, both follicles were ablated.

2.1. Follicular ablation

Follicle ablations were done transvaginally using a multifrequential (5 to
10 Mhz) convex-assay transducer attached to Mindray DP3300 ultrasound
machine. Mares were mildly sedated with Detomidine (0,002 mg/kg, i.v.;
Dormiun V®, Agener Uni&do) and Acepromazine (0.03mg/Kg, i.v.; Acepran®,
Vetnil). Hyoscine n-butyl bromide (butylscopolamine, 0.2mg/Kg, i.v.; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was given to relax the rectum. An 18-gauge
needle with an approximate 7-cm length (Watanabe tecnologia aplicada)
connected to a vacuum pump with flexible tubing were used to puncture and
aspirate (approximately 300 mm Hg) the contents of the dominant follicles. At
least three perforations were done to avoid follicle refilling. Aspiration was
defined by the visual collapse of a targeted follicle after evacuation.
Immediately before and about 24 h after the ablation procedure, mares received
flunixin meglumine (1mg/Kg, i.v.; Banamine®, Shering-Plough Animal Health) to

reduce any potential discomfort and /or inflammation.
2.2. Luteal formation evaluation (B and Doppler modes ultrasonography)

Daily ultrasound evaluation of the ovaries started 24h after follicular
ablation or ovulation and was maintained until day seven (DO = ovulation or
ablation). Area and hemodynamic alterations of the CLs and the structures
formed from the aspirations were evaluated by B mode and power Doppler
ultrasonography.

The entire CL or structure formed from the ablations were scanned in a
slow continuous motion. Real-time B-mode/color-flow images of the continuous
scans were captured with an digital video-taping program and stored for
evaluation in the laboratory of the CL area and blood-flow area, as described by
Ginther et al. (2007).
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The percentage of the CLs or structures formed from ablation with color-
flow signals was determined by a still image of a section selected and that
appeared to represent maximum area and optimal area of color-flow signals.
The CL and structure total area was determined from the same still image as
the area of color-flow signals. Each image was captured from the film clips
using Adobe Premiere Pro 1.5 software (JPEG format; Adobe System, San
Jose, CA, USA). Colored spots were extracted from the still images using
Adobe PhotoShoop 5.5 software (Adobe Systems). The area of colored signals
were determined using the Image J software as described (Ginther et al., 2004).

Total area were also determined by the same software.

2.3. Blood samples

Blood samples were daily collected through jugular venipuncture into
heparinised tubes, beginning one day before ovulation (control group) or just
before ablation on DO (ABL-F=25mm, ABL-F=30mm, hCG+ABL-F=25mm and
hCG+ABL-F=30mm) and until D7. Blood samples were centrifuged and serum

samples were stored at -20°C for P4 radioimmuneassay (RIA) evaluation.

2.4. Statistical analysis

Before analysis, P4 data were converted to log to achieve normality. For
the same reason, CLs areas (mm?) were converted to square root and variables
expressed in proportions were converted to arcsen.

Models for repeated measures (PROC MIXED, SAS Institute, 2009) were
used to compare mean plasma P4, CL area, area of colored signals, and
percentage of colored areas between groups and days. An interaction term
between group and day was included in all models to test the hypothesis that
the difference between groups was dependent on the day of analysis. A
autoregressive covariance structure was used to model repeated measures in
the same mare. Tukey's method was used to adjust the values of P resulting
from multiple comparisons.

Fisher's test (PROC FREQ, SAS Institute, 2009) was used to compare

the proportion of animals that responded.
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Simple linear regression models (PROC GLM, SAS Institute, 2009) were
used to assess associations between diameter of the ablated follicle and
maximum plasmatic P4, total area of CL and plasmatic P4, area of colored
signals and plasmatic P4 and percentage of area of colored signals and
plasmatic P4.

All analyzes were performed at a significance level of 0.05. Statistical
trend was defined as < 0.05 P <0.10.

3. Results

Effects of treatment, day and a day treatment interaction was detected (P
<0.05) for plasma p4. Differences between groups within each day and between
days within a group are shown in Figure 1.

When the non-responders mares were excluded from analysis, in other
words, when only those who achieved P4 plasma concentrations =2ng/mi
between DO and D7 were used, the groups in which the mares underwent
ablation did not differ from the control group (spontaneous ovulation). However,
differences were found in plasma P4 among groups (P <0.05) at day 7: control
group (n = 13, mean = P4 14.15 ng / mL) showed higher (P <0.05) plasma
concentrations than groups ABL-F=30mm (n = 9; P4 mean = 7.66 ng / ml) and
hCG+ABL-F225mm (n = 6; P4 mean = 5.50 ng / mL). Control group tended to
have higher (P = 0.06) plasma concentrations of P4 than group hCG+ABL-
F=30mm (n = 6, mean = P4 7ng/mL). The group ABL-F=25mm was not used in
this analysis because the number of samples too after the exclusions (n = 2).

It was only possible to evaluate the area of the CL or of the structure
formed from ablation, as well as its vascularity, in mares that responded to
aspiration and achieved plasma concentrations 22ng/ml. This occurred once all
non-responders mares did not form a structure similar to a CL, and neither color
signals were detected by Doppler ultrasonography.

When ablation groups with (hCG+ABL-F=25mm and hCG+ABL-
F=230mm) or without (ABL-F225mm and ABL-F=30mm) hCG injection were
added, the total area of the structure formed by CL or from the ablation do not
differ among groups, but during the day in each group (Figure 3A). The Doppler
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ultrasound evaluation allowed the detection of differences in vascularity
between groups, but these differences did not depend on the time of analysis.
The control group tended to be higher than the ablation groups with no previous
hCG injection (P = 0.07) and was higher than the ablation groups with previous
hCG injection (P <0.05), but differences between association of ablation groups
with and without hCG were not detected (Figure 2). The proportion of
vascularity by the total area varied among groups and days (Figure 3).

The associations demonstrated that there is a weak relationship between
total area of the CL or structure formed from the ablation and plasma P4 since
the P4 continues to increase while the area is still more stable. For the
association between area of colored signals, a positive relationship was found,
Pearson correlation was 0.72, Spearman (linear correlation coefficient) was
0.65 (both P <0001) and the linear regression analysis indicates that 52% of the
vascularity influences P4. As a result, the association between percentage of
colered area over the total area detected a moderate correlation (R2 = 0.36).

About the functionality of the structure formed from the ablation, 43%
(3/7) mares group ABL-F=25mm, 77% (10/13) mares ABL-F=30mm, 75% (6/8)
mares hCG+ABL-F=25mm and 67% (6/9) group of mares hCG+ABL-F=30mm
reached plasma P4 = 2ng/mL. When compared to the control group, only the
group ABL-F=225mm had lower (P <0.05) number of mares that responded to
ablation, whereas no differences were found between ablation groups = 25 and
= 30, or between groups in which hCG was administered 24 hours before the

aspiration of follicles with diameter = 25 and = 30.

4. Discussion

As previously reported by other authors (Hayna et al., 2006; Hinrichs et
al., 1991; Montechiesi, 2009) and found in the present work, the aspiration of
follicles = 25mm promotes luteinization of follicular cells leading to an increase
in plasma concentrations of P4 compatible to diestrus (= 2ng/ml). As expected,
in the control group 100% (13/13) of animals were responders while in ablation
groups without (ABL-F=225mm + ABL-F=30mm) and with hCG injection
(hCG+ABL-F225mm + hCG+ABL-F=230mm), 65% (13/20) and 71% (12/17)
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were responders, respectively. These findings showed a higher number of
responders mares than those reported by Mozzaquatro et al. (2010) who found
that only one of six follicles with diameters between 25 and 30mm, one of four
between 30 and 35mm and none of five 235mm where capable of luteinizing. In
these mares, a greater P4 concentration was detected on DO (Day of
aspiration). This fact shows the importance of the prostaglandin injection prior
to ablation, probably because the induction of luteolysis reduce circulating
concentrations of P4 and allow endogenous LH surge.

One of the major changes during luteinization process is the change in
cellular response to external signals enabling luteal cells response to a new
group of hormones. A major external signals is the LH surge which promotes
changes in the expression of several receptors (Stocco et al., 2007) and is
directly involved in the process of luteogenesis.

However, beyond hormonal characteristics, the category of ablated
follicles might be crucial for the structure response. The findings of this study
show that ablated follicles with diameters between 25 and 29mm and without
prior application of 2500 IU hCG (ABL-F225mm) had a lower capability to
become functional when compared to LCs formed from spontaneous ovulation.
Only 43% (3/7) of animals evaluated in the ABL-F=225mm group reached
plasma P4 = 2ng/ml.

The plasma P4 results show that while in the control group its values are
higher than 2ng/ml from D2 and D7 and do not differ among them, for the other
ablation groups, with or without prior application of hCG, concentrations greater
than 2ng/ml were only reached on D5. Although no differences were detected
between groups when the non-responder mares (plasma P4 <2ng/ml) were
excluded from analysis, mares that formed luteal structures maintained the

same pattern only reaching concentrations greater than 2ng/ml on D5.

This indicates that, as already reported by previous studies (Montechiesi,
2009; Mozzaquatro et al. 2010), the luteinized structures formed from ablartion
of follicles = 25 mm require a longer time to complete luteinization, which can
be observed by the necessity of a long period such as four to seven days until
they reach concentrations similar to those of the control group.
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Studies show that transformation of granulosa cells into luteal cells
occurs within hours (Stocco et al., 2007) and luteinization is complete until the
third day after ovulation (Niswender & Nett, 1993), which is consistent with
findings for control group. However, the results show a possible delay in the
process of luteinization for ablated follicles, which agrees with previous results
(Montechiesi, 2009). According to Niswender (2000), P4 serum concentrations
depend on the amount of stereoidogenic tissue, and blood perfusion in this
tissue. The amount of stereoidogenic tissue is dependent on the number and

size of luteal cells, which increase during the luteal development.

The B-mode and Doppler ultrasound can be an interesting tool in the
evaluation of the development of the luteinized structure and its functionality. In
mares that did not respond to ablation, the formation of a structures similar to a
CL when the B mode ultrasound was used was not detectted, as well as the

increase in vascularization could not be observed by Doppler mode.

Note that there is an increase in both the are and in the vascularization of
the CL and the structures formed from ablation, however, is in the CL where
the greater increase in vascularity and probably less changes in the area when
comparing the first and last days of evaluation (Figure 3) were seen. In general,
the vascularization of all CLs is greater than the structures formed in ablation
groups, the same could not be observed for the total area. Reflecting this
finding, the percentage of colored area over the total area increased
significantly in the control group and not in other groups. Yet, vascularization
also observed in the ablation groups showed that the procedure also influenced
on one of the most important factors involved in luteogenesis: the

angiogenesis.

As previously mentioned, neovascularization is essential for
supplementation required for the biosynthesis of P4, and the secretion of sex
steroids by luteal cells (Acosta & Miyamoto, 2004). Each luteal cell is directly in
contact with many capillaries, giving the CL feature of being the tissue with the
highest rates of blood flow in the body (Stocco et al., 2007).
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The evaluation of the total area by B mode ultrasound did not show to be
an efficient method of determination of CL and structure functionality, to be
precise, to inform about the production of P4. Color-Doppler ultrasound, on the
other hand, proved to be a more efficient evaluation for this purpose. By this
technique it was possible to detect animals that did not respond and does not
produce P4 even before hormonal RIA assays were done. Still, for the mares
that responded, there is a positive relationship between plasma P4 and
vascularized area that showed that 52% of the vascularized area influenced on
the current P4.

The results and relationships presented for changes in area and
vascularization in the present study are in agreement with the findings
previously described by Ginther et al. (2007) when the hemodynamics of the
CL during the estrous cycle was analized. The authours found that CL area
also increased but not as markedly as the area of blood perfusion, and
hemodynamics analysis showed to be a more decisive feature of the
functionality of the CL (Ginther et al. 2007).

Two different hypothesis may explain the stimulation of the incise
luteinisation of granulosa cells after dominant follicle ablation: 1 - taking into
consideration the findings of Ginther et al. (2007) that showed the negative
effect of steroid hormones over the release of gonadotropins, mechanical
removal of follicular fluid might lead to a sharp reduction in the concentrations
of E2 that could be relevant in the fall of plasma concentrations and thus induce
the increased release of LH by the pituitary, or 2 - aspiration of follicular fluid,
and as reported by Nekola & Nalbandov (1971), removes factors produced by
the oocyte and are soluble in this fluid that act preventing follicular luteinization.
It is known that factors released by the oocyte prevent mRNA expression of LH
receptors (Eppig et al. 1997). Also, it has been demonstrated that the removal
of an oocyte from an in vitro culture medium containing granulosa cells
promotes luteinization while maintaining the oocyte inhibits this process (Li et
al. 2000). However, for the process to be fully elucidated, further studies should

be performed.
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The hCG application was important for improving the luteinization of the
granulosa cells specially in follicles from 25 to 29mm. While the mares that
received 2500Ul of hCG 24h previous to ablation of follicles from 25 to 29mm
reached P4 plasma concentrations similar to those detected in the control
group on D4, the mares that were not subject to prior administration of hCG
and presented the same category of ablated follicles have not yet achieved the
similarity on D7. As a support for these findings, and as previously reported
(Ferreira-Dias et al. 2006), LH hormone is responsible for mediating the
process of luteinization of the granulosa cells constituting the wall of the

preovulatory follicle even before ovulation.

The hCG promotes a significant expansion on the granulosa cell layer in
mares (Stock et al. 2002); stimulates the expression of VEGF and its receptors
and angiopoietins (Fraser et al. 2 005) and alters the expression of receptors
(Stocco et al. 2007). All these are similar changes to those caused by LH
preovulatory surge, which together with the interruption of the contact between
follicular cells and factors released by oocyte and presented in the follicular
fluid, were likely responsible to inducing the start of luteinization of mural

granulosa cells.

In conclusion, ablation of follicles 225mm to remove follicular fluid days
after prostaglandin injection is efficient on the induction of the granulosa cells
luteinisation. The ablation allows the formation of luteinic structures that are
capable to increase plasma P4 to concentrations similar to diestrous
(22ng/mL). However, these structures need more time to complete luteinisation
than the CL. Follicle diameter influence on the response to ablation, follicles
between 25 and 29mm show a lower capability of becoming functional but this
problem may be solved with an intravenous injection of hCG 24h previous to
aspiration. The hemodynamic evaluation by color-Doppler ultrasound is an
efficient tool to detect the functionality of the structure formed from follicles

ablation and may reasonably indicate the P4 plasma concentrations.
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0 1 2 3 4 5 6 7
Control 0,3Aa 1,1Ab 3,2Ac 6,4Ad 8,0Ae  10,1Ae 9,9Ae  10,0Ae
ABL-F=25mm 0,2Aa 0,2Aa 0,2BCa 0,1Ba 0,2BCa 0,7Ba 1,7BCa 0,2BCa
ABL-F=30mm 0,2Aa 0,1Aa 0,2BCa 0,6Bb  1,7ABCc 2,4Bc 4, 7ACc 5,9ACc
hCG+ABL-FZ25mm 0,3Aa 0,2Aa 0,2BCa 0,5Ba 0,6ABCac 2,5ABbc 2,2ACb 4,1ACb
hCG+ABL-FZ30mm 0,2Aa 0,2Aa 0,5ACa 0,8Ba 1,5ACa 2,0Ba 2,7BCa 3,4ACa

Figure 1 — Plasma P4 concentrations during days 0 to 7 of groups: control
(n=13), ABL-F=225mm (n=8), ABL-F=30mm (n=13), hCG+ABL-F225mm (n=9)
and hCG+ABL-F=30mm (n=8). Different lowercase letters (a, b, c) indicate
statistical differences among days within a group, and uppercase letters (A, B,
C) indicate statistical differences among groups within a day.



92

45

()

35
A

5 30

E 25

< 20
g

% 15
(=]

10

5

—— control
0
0 1 ? 3 4 5 & ; ---@-- ABLF225mm
Days (DO = ovulation / ablation) = % =hCG+ABL-F225mm

Figure 2 — CL or structures formed from follicle ablation vascularity (Mean *
SEM) during different moments (DO to D7) of the associated groups: ABL-
F225mm + ABL-F230mm = ABL-F=225mm and hCG+ABL-F225mm +
hCG+ABL-F=230mm = hCG+ABL-F=25mm. Differences among days within a

groups are represented by different lowercase letters (a, b, c).
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Figure 3 — luteal area (A) or percentage of colored area (B) of CL or structures
formed from follicle ablation vascularity (Mean £ SEM) during different moments
(DO to D7) of the associated groups: ABL-F=225mm + ABL-F=30mm = ABL-
F225mm and hCG+ABL-F=225mm + hCG+ABL-F=230mm = hCG+ABL-F=25mm.
* indicates differences among days within the same group (P<0.05).
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