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RESUMO 


O presente trabalho envolveu três experimentos: Influência da imunização 


passiva contra estradiol (E2) e a aspiração do maior folículo (F1) no momento 


do desvio folicular esperado (F1 ≥20mm), sobre a ocorrência do desvio folicular 


observado. Também foi objetivo verificar o efeito desses tratamentos sobre o 


perfil de hormônio folículo estimulante (FSH), hormônio luteinizante (LH) e 


inibina total circulante. Para tanto, os animais foram imunizados com dose 


única de soro anti-E2  (G anti-E2) ou o F1 foi aspirado no momento do desvio 


esperado (GAF1). O plasma sangüíneo foi obtido no período pré e pós-


tratamento. O intervalo entre o dia da aplicação do soro (desvio esperado) e o  


dia da detecção do desvio foi em média o mesmo para o G anti-E2 e controle. 


No GAF1, a eliminação do maior folículo provocou atraso no momento da 


detecção do desvio folicular entre o segundo (F2) e o terceiro (F3) maior 


folículo, comparado ao controle. Em ambos os tratamentos o perfil de FSH, LH 


e inibina total foi similar ao controle. O experimento 2 tratou de um projeto 


piloto visando dominar a técnica de colheita de fluido dos grandes folículos 


ovarianos por meio de punção com agulha fina e o efeito desse procedimento 


sobre o folículo e às concentrações hormonais.  Foram utilizados dois grupos 


de animais, G1 o folículo foi mantido intacto (controle) e G2 foi utilizada uma 


punção folicular quando o maior folículo atingiu diâmetro ≥35 mm. Ultra-


sonografia ovariana foi realizada desde o ínicio da detecção de um folículo 


≥25mm, seguindo até a detecção da ovulação. O terceiro experimento 


objetivou verificar a influência de gonadotrofina coriônica humana (hCG) em 


folículos de 30 ou 35mm sobre as concentrações de hormônios esteróides e 


fatores intrafoliculares. A colheita do fluido folicular foi realizada imediatamente 


antes e 30 horas após a aplicação do hCG (grupos tratados) ou salina (grupos 


controle). A partir do fluido folicular obtido foram mensuradas as concentrações 
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de progesterona, androstenediona, estradiol, IGF1 livre e inibina A. Os 


resultados do experimento 2 mostraram uma redução do diâmetro dos folículos 


pós-punção, porém, essa redução não foi significativa, com retomada do 


crescimento e ovulação subseqüente. O perfil das concentrações hormonais foi 


similar entre o G1 e G2. No experimento 3, o uso de hCG antecipou as 


ovulações das éguas, tanto nos folículos de 30 quanto nos de 35 mm, 


indicando sua eficiência na maturação folicular. As concentrações de 


progesterona, androstenediona, estradiol, IGF1 e inibina A intrafoliculares 


foram similares entre os grupos, antes ou após o tratamento, exceto para o 


estradiol, que no grupo com folículos de 35mm apresentou uma menor 


concentração 30 horas após a aplicação do hCG. Os resultados desses 


estudos indicam que a imunização contra estradiol em éguas não prolonga o 


momento do desvio folicular, mas a aspiração folicular do F1 no momento 


esperado do desvio, foi capaz de exercer esse efeito. A punção com agulha 


fina foi eficiente na obtenção de amostra de fluido folicular, preservando a 


integridade do folículo e sem interfrência nas concentrações hormonais. O uso 


de hCG antecipa a ovulação e se exerce influência sobre a concentração 


intrafolicular de determinados hormônios seria necessário a confirmação. 
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ABSTRACT 


The present study involved three experiments: The influence of passive 


immunization against estradiol (E2) and the largest follicle aspiration (F1) during 


the expected time of follicle deviation (F1≥20mm) on observed follicle deviation 


occurrence. In addition, the study aimed to verify the related treatment effect on 


FSH, LH and total inhibin patterns in plasma. Therefore, the animals were 


immunized with a single dose of serum anti-E2  (G-anti E2) or the F1 was ablated 


at the expected time of deviation (GAF1). The blood samples were obtained at the 


pre and post treatment period. The interval between the day of anti-serum 


administration (expected time of deviation) and the day of deviation detection was 


similar for G-anti E2 and control groups. The GAF1 presented a delay on time 


detection of follicle deviation between the second (F2) and the third (F3) largest 


follicle upon elimination of the largest follicle when compared to control group. In 


both treatments, patterns of FSH, LH, and total inhibin were similar to control. The 


experiment 2 was a pilot project viewing training the technique to obtain follicular 


fluid from large ovarian follicles by puncture using a 25G needle, in addition to 


determine the effect of this procedure on follicle and hormonal concentrations. 


Two groups were used, G1 with the maintenance of intact follicle (control) and G2 


with a follicle puncture when the largest follicle reached ≥35mm in diameter. 


Ovarian ultrasonography was performed since the detection of a follicle ≥25mm 


and it remained until the detection of ovulation.  The third experiment aimed to 


verify the influence of human chorionic gonadotrophin (hCG) on follicles 


measuring 30 or 35 mm, determining steroid hormone concentrations and 


intrafollicular factors. The follicular fluid collection was performed immediately 


before and 30 hours after hCG administration (treatment groups) or saline (control 


groups). Progesterone, androstenedione, estradiol, free IGF1 and inhibin-A were 


measured in follicular fluid obtained from puncture. The results of experiment 2 


show a reduction in follicle diameter post puncture. However, the reduction was 
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not significant and it was followed by return of follicle growth followed by ovulation, 


in addition the pattern of hormonal concentrations was similar between G1 and 


G2. The experiment 3 shows an advanced onset of ovulation in mares receiving 


hCG when follicle diameter reached either 30 or 35mm in diameter, which 


indicates efficiency on follicle maturation. The intra-follicular concentrations of 


progesterone, androstenedione, estradiol, IGF1 and inhibin A were similar among 


groups before and after treatment, except for estradiol. This hormone presented a 


lower concentration at 30 hours after hCG administration on follicles measuring 


35mm. The results of these studies indicate that immunization against estradiol 


does not prolong the onset of follicle deviation in mares, but the follicle ablation of 


F1 at the expected time of deviation was capable in exerting this effect. The fine 


needle puncture was efficient in providing follicular fluid samples and in preventing 


follicle integrity with no influence on hormonal concentrations. The use of hCG 


advanced the onset of ovulation and if has influence under determined 


intrafollicular hormonal concentrations is necessary to confirm.    


 


____________ 


Key words: Androstenedione; follicular deviation; follicular dynamics; Estradiol; 


IGF-1; Inibina; Mares; Progesterone. 
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1. INTRODUÇÃO  


 


O desenvolvimento folicular ovariano nos mamíferos domésticos é 


complexo e envolve uma fase pré-antral e outra antral. Os mecanismos 


envolvidos no controle inicial do desenvolvimento de folículos primordiais é tema 


de muitas pesquisas e a literatura indica o envolvimento de processos autócrinos 


e parácrinos durante a foliculogênese, envolvendo polipeptídeos intra-ovarianos. 


Na fase pré-antral, a ação gonadotrófica parece ser desnecessária no início do 


desenvolvimento, sendo que a proliferação e diferenciação celular são 


estimuladas pelos fatores intra-ovarianos. 


Com a formação do antro folicular e aquisição de receptores 


gonadotróficos na membrana celular, os folículos passam a requerer o hormônio 


folículo estimulante (FSH) para seu crescimento. A partir de então, grupos de 


folículos se desenvolvem sincronicamente caracterizando a emergência de uma 


onda folicular, a qual possui relação temporal com a elevação na concentração 


de FSH plasmático. Os folículos de uma mesma onda nas espécies monovulares 


apresentam uma fase de crescimento comum durante o período de seleção 


folicular. Por meio de exames ultra-sonográficos seqüenciais, a seleção é 


caracterizada no momento que se detecta divergência na taxa de crescimento 


entre o maior e o segundo maior folículo, comumente denominado de desvio 


folicular. A partir da ocorrência do desvio, o maior folículo passa a ser chamado 


de folículo dominante e exerce pressão negativa sobre o segundo maior e sobre 


os demais folículos, conhecidos como subordinados, de maneira que o folículo 


dominante se desenvolve e os subordinados entram em processo de atresia. O 


folículo dominante cresce rapidamente e sofre processo de maturação, processo 


esse, dependente da ação gonadotrófica e de fatores de crescimento 


intrafoliculares, os quais estão envolvidos com a esteroidogênese intrafolicular 


resultando na síntese de vários hormônios esteróides, dentre eles o estradiol, não 


menos importante no processo de maturação. A maturação final do folículo 


dominante ocorre com a liberação pré-ovulatória de hormônio luteinizante (LH), 


culminando em ovulação.  


O perfil dinâmico na produção de esteróides e de outros fatores 


intrafoliculares desempenha um papel primordial no perfil plasmático das 


gonadotrofinas por ação central envolvendo o eixo hipotálamo/hipófise.  







Introdução 
 


20


Os conhecimentos relacionados à dinâmica do crescimento folicular 


ganharam impulso nos últimos 12 anos. Sendo possível a aplicação desses 


conhecimentos nos processos biotecnológicos já há alguns anos. Desta forma as 


biotécnicas da reprodução utilizadas na pecuária de campo, como a transferência 


de embriões em tempo fixo e/ou sincronização de cio e ovulação, objetivando a 


inseminação artificial com tempo pré-determinado na espécie bovina é uma 


realidade nacional. Tais conhecimentos devem-se em parte a aplicação da ultra-


sonografia no estudo da fisiologia ovariana, sendo possível a obtenção de fluido 


folicular para estudos específicos, bem como a obtenção de ovócitos para 


produção “in vitro” de embriões especialmente nos bovinos, ou a transferência de 


ovócitos maturados “in vivo” em eqüinos, visando a aproveitar o potencial 


reprodutivo de éguas idosas ou com problemas reprodutivos adquiridos. 


O presente trabalho envolve três experimentos com o objetivo de estudar a 


dinâmica do desenvolvimento folicular, com ênfase no momento do desvio e 


maturação folicular na espécie eqüina. Os objetivos de cada experimento serão 


descritos com mais detalhe quando tratarmos de cada um individualmente.     
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 


2.1. Dinâmica folicular  
 
2.1.1. Desenvolvimento folicular pré-antral 
 
Os mecanismos que levam a ativação dos folículos ovarianos primordiais e 


que regulam o desenvolvimento folicular na fase pré-antral, ainda não estão 


completamente entendidos. Entretanto, alguns autores sugerem que o 


desenvolvimento folicular pré-antral e o início da fase antral ocorrem 


independentemente da ação gonadotrófica (Findlay, 1994; Monnioux, 1997), 


apesar  de receptores para FSH poderem ser encontrados em folículos ovarianos 


primários de bovinos, havendo, portanto, controvérsia na participação ou não do 


FSH no processo inicial do crescimento folicular.  


Pesquisas indicam a ocorrência de um controle autócrino e parácrino na 


foliculogênese por meio da participação de polipeptídeos intra-ovarianos 


envolvidos na proliferação e diferenciação celular. Os fatores de crescimento 


como o fator de crescimento diferencial 9 (GDF9), a proteína morfogenética 


óssea (BMP15), o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), ativina, 


folistatina, inibina e fator de crescimento fibroblástico (FGF) são apontados como 


fatores reguladores do desenvolvimento folicular na fase pré-antral (Buratini et al. 


2005). Na fase antral os folículos dependem de FSH para o seu desenvolvimento, 


bem como a sua interação com outros fatores como, a inibina, folistatina, IGF 


entre outros.  


 


2.1.2 Desenvolvimento folicular antral 
 
2.1.2.1. Classificação das ondas foliculares 


 
Foi proposto por Irvine (1981) que duas ondas de crescimento folicular 


ocorreriam durante o ciclo estral da égua, a primeira no início do diestro e a 


segunda no meio do ciclo, a qual originaria o folículo ovulatório. Com base na 


estabilidade numérica dos folículos de 6 a 15 mm de diâmetro, durante o intervalo 


inter-ovulatório e o aumento do número dos folículos maiores que 16 mm no meio 
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do diestro, Pierson & Ginther (1987) contradizem a teoria de duas ondas de 


crescimento folicular durante o ciclo estral da égua e propõe a presença de 


apenas uma onda iniciada no meio do diestro, entretanto, a proposta de apenas 


uma onda é  incompatível com o crescimento de folículos que atingem tamanho 


pré-ovulatório durante o diestro (Vandeplassche et al. 1979; Henry, 1981). A 


discordância entre estas informações foi esclarecida por Sirois et al. (1989) e 


Ginther (1990) que detectaram ciclos estrais de éguas contendo uma ou duas 


ondas de crescimento folicular. Ginther (1993) definiu as ondas foliculares em: 


Ondas maiores e menores. As ondas maiores se caracterizam pelo 


desenvolvimento inicial de um grupo de folículos, sendo um ou, eventualmente, 


dois selecionados, que crescem rapidamente e exercem dominância sobre os 


demais, portanto a onda maior se caracteriza pela ocorrência do desvio folicular. 


As ondas maiores são subdivididas em ondas primárias (ovulatórias) e 


secundárias (anovulatórias) de acordo com o momento da emergência.  


Quando a emergência ocorre durante o cio que antecede uma ovulação 


primária ou durante o início do diestro, denomina-se onda folicular secundária, 


dando origem a um folículo dominante de diestro que atinge diâmetro ≥28 mm, 


então entram em atresia. Apesar da denominação de onda maior secundária 


anovulatória, às vezes o folículo dominante pode ovular, sendo então 


denominado de ovulação de diestro (Ginther 2000; Ginther et al. 2004a).  


A emergência da onda no meio do diestro é chamada de onda folicular 


primária e produz um folículo dominante destinado a ovular durante o estro. As 


ondas que não apresentam folículo dominante são classificadas como ondas 


menores, cujo maior folículo atinge diâmetro máximo de 22 a 23 mm (Ginther et 


al. 2004c). A Incidência de ciclos estrais que apresentam ondas foliculares 


maiores secundárias associadas a ondas maiores primárias representam um 


percentual em torno de 30% nas diferentes raças eqüinas (Ginther, 1993; Ginther 


& Bergfelt, 1993; Ginther et al. 2004a, Buratini et al. 1997). O comprimento do 


ciclo estral para estas éguas tende ser mais longo que o daquelas com apenas 


uma onda folicular durante o ciclo (Sirois et al. 1989; Buratini et al. 1997).        
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2.1.2.2. Emergência da onda folicular 


 


Nas espécies de ovulação única, a maioria dos folículos entra em atresia 


durante a fase inicial do desenvolvimento. Uma vez os folículos antrais adquirindo 


receptores para FSH, a elevação da concentração plasmática do FSH exerce 


papel chave no recrutamento de um grupo de folículos, cuja ação faz com que 


esses folículos recrutados iniciem um processo de desenvolvimento sincrônico 


originando uma onda folicular (Fortune, 1994).  


Vários trabalhos determinaram a emergência da onda folicular primária 


ocorrendo em média, entre os dias 6 e 12 pós-ovulação (variação de 2 a 13) em 


éguas que manifestam uma onda de crescimento folicular durante o ciclo estral 


(Sirois et al. 1989; Bergfelt & Ginther, 1993; Ginther & Bergfelt, 1993; Buratini et 


al. 1997).  


Em geral a emergência da onda refere-se à detecção de cinco ou seis 


folículos que, inicialmente, crescem em sincronia, porém os folículos associados 


com a onda não necessariamente têm que surgir no mesmo momento definido 


como a emergência e possuir diâmetro similar (Bergfelt, 1998). Trabalhos inicias 


que seguiram a identidade dos folículos se baseavam na emergência dos 


folículos com cerca de 15 mm de diâmetro devido à dificuldade de identificação 


ultra-sonográfica diária de folículos em dias subseqüentes (Sirois et al. 1989, 


Ginther, 1990; Bergfelt & Ginther, 1992, 1993).  


A aplicação da técnica de aspiração folicular na égua, possibilitou eliminar 


os folículos ovarianos maiores que 5 mm de ondas anteriores, permitindo estudos 


mais detalhados a respeito da emergência folicular, neste contexto Gastal et al. 


(1997), por meio da ablação de todos os folículos ≥5 mm no 10º dia pós-


ovulação, utilizaram um modelo de crescimento de dois folículos da nova onda e 


observaram que o futuro folículo dominante e o subordinado surgiram em média 


1,8 a 2,6 dias após ablação. Em outro trabalho do mesmo autor (Gastal et al. 


2004) estudando ondas foliculares induzidas pela aspiração no 10º dia pós-


ovulação, desta vez seguindo os quatro maiores folículos da onda induzida até o 


período esperado do desvio (maior folículo ≥20 mm), observaram que a 


emergência da onda ocorreu com folículos de 6 a 7 mm e em média a 


emergência dos quatro folículos ocorreu entre 1,3 a 3,1 dias após a ablação, de 


maneira que no momento da emergência do 4º folículo de 6 mm, o primeiro 
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media em torno de 11 mm demonstrando que a emergência da onda folicular na 


égua não ocorre exatamente em sincronia.  


 


2.1.2.3. Seleção e desvio folicular 


 
A seleção do folículo dominante nas espécies que manifestam ovulação 


única envolve o desvio em diâmetro entre o maior e o segundo maior folículo, 


entretanto o exato momento da seleção do folículo destinado a ovular é difícil de 


precisar. Aparentemente, na égua e na vaca o futuro folículo dominante e o futuro 


subordinado divergem de forma gradual a partir da emergência, pois os folículos 


de uma mesma onda apresentam fase de crescimento comum e com taxa similar, 


especialmente entre os dois maiores até o momento do desvio, tanto na égua 


quanto na vaca (Ginther et al. 1997; Kulick et al. 1999) e em geral crescem de 


forma similar sendo que o futuro folículo dominante mantém uma vantagem em 


diâmetro a partir da emergência da onda até o momento do desvio. Na égua, o 


maior folículo que mantém cerca de 3 mm de vantagem em diâmetro na fase 


comum de crescimento sobre o segundo maior, torna-se dominante, isso equivale 


a um dia de vantagem (Gastal et al. 1997; Ginther et al. 2004a), no entanto, em 


alguns casos o segundo maior folículo pode se tornar dominante (Ginther et al. 


1996).  


No caso de aspiração do maior folículo no momento esperado do desvio 


em égua (≥20 mm), o segundo maior se torna dominante (Ginther et al. 2002), há 


indicação de que os quatro maiores folículos de uma onda comum na égua, no 


momento do inicio do desvio, possuem capacidade de se tornar dominante, 


porém o maior bloqueia o desenvolvimento dos menores. Uma vez realizada a 


ablação do maior folículo, o segundo maior retoma a capacidade de 


desenvolvimento, desta forma até o quarto folículo é capaz de ser selecionado 


desde que os maiores sejam eliminados, contudo a diferença em diâmetro entre 


os dois maiores folículos parece ser fundamental para o destino do menor 


(Ginther et al. 2004a; Gastal et al. 2004).  


O desvio entre o maior folículo (dominante) e o segundo maior 


(subordinado) se caracteriza pela diferença da taxa de crescimento onde o 


folículo dominante continua seu desenvolvimento e o subordinado ainda pode 


crescer por um ou dois dias em taxa menor e estabilizar o desenvolvimento 
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acompanhado de atresia nos dias subseqüentes (Beg et al. 2003). Em eqüino o 


desvio ocorre quando o maior folículo atinge em média 22,5 mm de diâmetro, 


com variação de 22,2 a 24,8 mm (Gastal et al. 1997, 1999a,d, 2000; Ginther et al. 


2003, 2004c). 


Em éguas com onda induzida pela aspiração folicular, a taxa de 


crescimento dos dois maiores folículos foi de 2,8 mm por dia, sendo similar entre 


a emergência da onda até o maior folículo atingir 13 mm ou até o momento 


esperado do desvio, com intervalo de seis dias entre a emergência da onda e o 


desvio observado (Ginther et al. 2004b). Dados similares foram observados por 


Gastal et al. (1997), com taxa de crescimento de 2,7 mm por dia para o maior e 


segundo maior folículo na fase de crescimento comum.   


 


2.1.2.4. Características ultra-sonográficas do folículo pré-ovulatório 


 


Após o desvio, o folículo destinado a ovular se desenvolve rapidamente, 


sendo considerado pré-ovulatório quando atinge diâmetro ≥35 mm. Alterações na 


consistência e forma do folículo são algumas das modificações que ocorrem com 


a aproximação da ovulação. De acordo com os dados descritos por Koskien et al. 


(1989) 89% das éguas sofrem modificação da parede folicular da forma esférica 


para não esférica próximo da ovulação tornando-se muitas vezes com formato 


irregular devido à diminuição da pressão intrafolicualr (Shirazi et al. 2004). No 


fluido folicular podem ser observados pontos ecogênicos em algumas éguas a 


medida que a ovulação se aproxima (McKinnon et al. 1993).  


Ao redor do momento do desvio já é possível observar modificações na 


ecogenicidade da parede folicular, Gastal et al. (1999b) observaram alterações 


da ecotextura da parede do futuro folículo dominante antes do desvio, detectando 


uma camada ecogênica e outra anecóica, ambas aumentaram de espessura com 


o crescimento do folículo, mudanças essas não observadas no folículo 


subordinado. A camada ecogênica foi atribuída ao crescimento do folículo e a 


anecóica à condição de folículo dominante, a proeminência e espessura de 


ambas aumentaram com o crescimento e maturação do folículo dominante após 


o estabelecimento do desvio. Em trabalho anterior do mesmo autor (Gastal et al. 


1998), a ecogenicidade da camada granulosa e proeminência da camada 


anecóica foram utilizadas como indicadores para predizer o momento da 
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ovulação e observaram aumento da ecogenicidade da camada granulosa e maior 


proeminência da camada anecóica a partir de três dias antes da ovulação, com 


escores máximos no dia anterior à ovulação. Porém esses dados individualmente 


não são totalmente confiáveis para predizer o momento que a ovulação irá 


ocorrer, uma vez que se observam escores elevados dois a três dias antes da 


detecção da ovulação. Em trabalho recente, Gastal et al. (2006) utilizando ultra-


som tradicional com diferentes escalas de cinza e “color Doppler”, observaram 


que a espessura ecogênica da camada granulosa aumentou entre 0 e 36 horas 


após aplicação de hCG em relação ao controle, bem como a proeminência e 


porcentagem de circunferência da camada anecóica na porção periférica do 


folículo. O fluxo sangüíneo arterial diminuiu de 4 a 1 hora antes da detecção da 


ovulação.                    


 


2.1.3. Relação entre gonadotrofinas, inibina, estradiol e o desvio 


folicular 


 


A relação temporal entre a elevação da concentração plasmática de FSH e 


o surgimento de ondas foliculares foi demonstrado nas espécies eqüina e bovina 


(Adams et al. 1992; Bergfelt & Ginther, 1993; Ginther & Bergfelt, 1993; Ginther et 


al. 1996; 2001). A égua possui uma relação direta entre o aumento da 


concentração plasmática de FSH e o momento da emergência da onda folicular, 


o qual atinge pico máximo quando o maior folículo apresenta cerca de 13 mm de 


diâmetro, diminuindo de forma gradativa mesmo após a seleção do folículo 


dominante (Bergfelt & Ginther 1993; Ginther, 2000; Ginther et al. 2001, 2003). A 


redução da concentração de FSH foi atribuída ao efeito supressivo da inibina, 


associada à seleção do folículo dominante e regressão do maior folículo 


subordinado. No modelo de crescimento de dois folículos, Gastal et al. (1997) 


observaram concomitantemente elevação da concentração plasmática de FSH e 


LH, desde a emergência do folículo dominante, com diminuição dos níveis de 


FSH e aumento do LH cerca de três a quatro dias antes da divergência entre o 


folículo dominante e o subordinado. No momento da divergência folicular os 


níveis de FSH apresentavam-se baixos e os de LH altos. 


Na fase de crescimento folicular comum (até o momento do desvio), os 


trabalhos indicam que a inibina é o principal inibidor da concentração de FSH. 
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Além da inibina, o estradiol também é apontado como sendo causa do declínio do 


FSH. Porém a literatura não afirma que durante a fase comum de crescimento 


folicular haja concentração sérica de estradiol capaz de causar efeito negativo 


sobre a secreção de FSH, reduzindo a sua concentração plasmática (Ginther, 


2000).  


Em vacas a concentração de estradiol aumenta no fluido do maior folículo, 


de maneira a refletir no aumento da concentração plasmática ao redor do período 


do desvio folicular esperado (Mihm et al. 1997; Evans, 1997). Em éguas o perfil 


do estradiol parece ser similar, aumentando no sangue periférico a partir de um 


dia antes do desvio entre o maior e o segundo maior folículo (Gastal et al. 


1999c,d; Bergfelt et al. 2001) e apresenta relação direta com a diminuição da 


concentração plasmática de FSH. Essa relação foi demonstrada nos trabalhos 


que realizaram aspiração do futuro folículo dominante no momento esperado do 


desvio (≥20 mm), tal prática evitou o aumento da concentração circulante de 


estradiol, associado à prevenção da redução plasmática de FSH e retomada do 


crescimento do folículo, até então, destinado ao processo de atresia (Gastal et al. 


1999c, Ginther et al. 2002).    


A concentração sangüínea de inibina total começa a aumentar 


anteriormente ao início do declínio de FSH, ainda na fase comum de crescimento 


folicular e permanece elevada posteriormente ao desvio, o que contribui para o 


longo decréscimo da concentração de FSH (Bergfelt et al. 2001; Donadeu & 


Ginther, 2001). Na égua, a inibina-A segundo Watson et al. (2002) é pelo menos 


um das formas ativas de inibina que contribui para a redução da concentração de 


FSH circulante antes e durante o desvio. A relação inversa entre a inibina e FSH 


é necessária para o estabelecimento do desvio folicular, sendo que a inibina 


parece ser o principal responsável pela diminuição da concentração de FSH 


circulante na fase inicial do crescimento folicular. Apartir do momento ao redor do 


desvio, além da inibina, o estradiol também contribui para a queda do FSH, de 


maneira que essa gonadotrofina permanece em baixas concentrações até o final 


do ciclo, tornando-se com concentração inadequada a partir do desvio para 


manter o desenvolvimento dos folículos subordinados (Ginther et al. 2001). A 


inibina elevada posteriormente ao desvio, mantém-se alta até dois dias antes da 


ovulação, para então declinar e novo aumento rápido e significativo é detectado 


no dia da ovulação, ocorrendo, em seguida, outro declínio abruto (Nagamine et 
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al., (1998). A elevação da inibina plasmática, no dia da ovulação, foi atribuída a 


liberação de fluido folicular na cavidade abdominal no momento da ruptura 


folicular na fossa de ovulação, pois quando se injetou fluido folicular na cavidade 


abdominal, detectou-se aumento da concentração plasmática de inibina 


imunoreativa (ir-inibina) e inibina pro-αC, porém não se observou aumento 


plasmático do estradiol (Nambo et al. 2002). A elevação de inibina plasmática no 


momento da ovulação não foi observada em outros mamíferos como o bovino 


(Kaneko et al. 1995).    


As observações indicam que a seleção folicular na égua é dinâmica e 


difícil de determinar o momento exato de sua ocorrência durante a fase comum 


de crescimento. Possivelmente o folículo selecionado seja aquele que se 


encontra mais bem sincronizado com o estímulo gonadotrófico, pois suas células 


se diferenciam mais rapidamente em relação aos demais. Em bovinos, 


possivelmente a queda da concentração de FSH contribui no momento do desvio 


entre o folículo dominante e os subordinados, dando condição para que o folículo 


dominante continue o desenvolvimento e altere a dependência, inicialmente do 


FSH para o LH e, ao mesmo tempo, faz com que os folículos subordinados 


entrem em processo de atresia por insuficiente aporte de FSH (Ginther et al. 


1996, 2004c). Um aumento na freqüência pulsátil de LH associado ao maior 


número de receptores nas células da granulosa do folículo dominante, durante a 


fase folicular, parece estimular o seu desenvolvimento e maturação final, além 


disso, a menor freqüência dos pulsos de LH, durante a fase luteal, não oferece 


condição similar à maturação final do folículo dominante e, sim, ao processo de 


atresia. Em bovinos há um aumento transitório de LH ao redor do início do desvio 


folicular (Kulick et al. 2001) e em eqüinos o aumento de LH inicia antes do desvio, 


como parte de um aumento gradativo até a ovulação. Esse aumento foi 


associado à aquisição de receptores para LH (LHr) nas células da granulosa. 


Maior expressão de RNAm para LHr nas células da granulosa do maior folículo 


em relação ao segundo maior foi observada em bovinos oito horas antes do 


desvio esperado (Beg et al. 2001). Da mesma forma, o folículo dominante teve 


maior expressão de RNAm no dia do desvio em comparação ao dia anterior 


(Bodensteiner et al. 1996). Em éguas a proteína do LHr foi observada em maior 


quantidade nos folículos de 15 a 19 mm em comparação aos de 10 a 14 mm, 


com aparente atividade aromatase maior nos folículos de 20 a 24 mm em relação 
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aos de 15 a 19 mm (Goudet et al. 1999). Essas observações indicam que a 


aquisição de receptores e aumento de expressão de RNAm pelas células da 


granulosa do folículo dominante em vacas e, possivelmente em éguas, estejam 


associadas à atividade aromatase que, mesmo em baixas concentrações, 


possam iniciar o processo de desvio folicular (Ginther et al. 2001). 


 
2.1.4. Participação do sistema IGF no desenvolvimento folicular 


 


Além do FSH e LH, o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF), 


composto pelo IGF-1 e IGF-2 e seus respectivos receptores, bem como a família 


de proteínas ligadoras de IGF (IGFBPs 1 a 6) e as IGFBPs proteases, proteína 


plasmática associada à prenhez (PAPP-A), que têm ação proteolítica degradando 


as IGFBPs, parecem contribuir no momento do desvio e maturação folicular. O 


aumento da concentração de IGF-1 livre no antro folicular, provavelmente 


desempenhe um papel importante no momento do desvio e dominância folicular, 


aumento esse, modelado pela concentração de IGFBPs proteases intra-


foliculares, as quais exercem efeito inibitório ou estimulatório na ação dos IGFs 


por alterar a biodisponibilidade intrafolicular de IGF-1 livre (Ginther et al. 2001, 


Fortune et al. 2001). O aumento de IGF-1 livre intrafolicular possivelmente 


desempenhe um papel importante no desenvolvimento folicular por estimular a 


proliferação das células da granulosa em bovino e alterar a sensitividade ao FSH, 


aumentando a secreção de estradiol (Fotune et al. 2001; Ginther et al. 2004a). 


Em éguas a ablação do maior folículo no momento esperado do desvio, resultou 


no aumento da concentração de IGF-1 livre no fluido do segundo maior folículo 


nas próximas 72 horas, com aumento do estradiol intra-folicular a partir de 48 


horas, indicando que o sistema IGF pode desempenhar um papel chave da 


seleção do folículo dominante (Ginther et al. 2002), nesse mesmo contexto, 


alguns estudos detectaram o envolvimento das IGFBPs 2, 3, 4 e 5 do fluido 


folicular da égua com a maior disponibilidade de IGF-1 livre (Ginther et al. 2002, 


2004a). 


Aumento na concentração de IGF-1 livre e redução na concentração de 


IGFBP no fluido de folículos eqüinos em desenvolvimento e destinados a ovular 


foram descritos (Ginther et al. 2002; Donadeu & Ginther, 2002). Os folículos >25 


mm, durante a fase folicular apresentaram 78 a 90% mais IGF-1 livre em 
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comparação aos folículos menores (Bridges et al. 2001). Na publicação de 


Spincer et al. (2005), os folículos grandes (>25 mm) da fase folicular 


apresentaram concentrações intrafoliculares de IGF-1 livre (25,1 ± 2,9 ng/mL) 


seis a 25 vezes maiores que nos pequenos (0,9 ± 2,3 ng/mL) e grandes (4,5 ± 5,6 


ng/mL) folículos da fase luteal, igualmente, os pequenos e médios folículos da 


fase folicular também apresentaram concentrações inferiores. 


Uma vez que a IGFBP pode se ligar ao IGF-1 livre tornando-o não 


disponível, alta concentração de IGFBP no fluido folicular pode reduzir a 


disponibilidade de IGF-1. A concentração de IGF-1 livre no folículo eqüino em 


crescimento foi negativamente correlacionada à concentração de IGFBP 2, 4 e 5 


e ao mesmo tempo, o aumento da concentração de IGF-1 livre foi associada à 


elevação de IFBP5 protease (Spincer et al. 2005) e IGFBP4 protease (Riviera & 


Fortune, 2003), IGFBP2 protease (Gérard et al. 2004). Dados similares foram 


descritos por outros autores, Gérard & Monget (1998), após a aplicação de 


extrato de pituitária eqüina, visando a induzir a ovulação, observaram valores 


decrescentes para IGFBP2 em folículos a partir de 30 mm de diâmetro até o 


estágio pré-ovulatório e Ginther et al. (2002) detectaram decréscimo da IGFBP2 e 


aumento do IGF-1 livre no maior folículo (dominante) a partir de 48 horas após o 


desvio experimental, ocorrendo relação inversa no segundo maior folículo 


(subordinado).  


As evidências indicam que a concentração de IGFBPs no fluido de 


folículos em desenvolvimento, parece contribuir com o aumento da concentração 


de IGF-1 livre intra-folicular. Processo este que requer ação proteolítica das 


IGFBPs proteases reduzindo a ação das IGFBPs (Bridges et al. 2002; Gérard et 


al. 2004; Spicer et al. 2005). O papel exato do IGF-1 nos folículos pré-ovulatórios 


não está totalmente entendido. Entretanto a injeção de 250 e 500 µg de IGF-1 re-


combinante humano no antro do futuro folículo subordinado (F2) após a ablação 


do maior folículo (F1), no momento esperado do desvio em éguas, contribuiu 


para o desenvolvimento do folículo destinado a regredir e maior número de 


ovulações desses folículos foram detectadas em relação aos que receberam 


injeção intrafolicular de solução salina. Observou-se também aumento da 


concentração de inibina A, ativina e de um fator angiogênico, fator de 


crescimento endotelial vascular (VEGF) um dia antes do desvio no fluido folicular 
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de futuros folículos dominantes, porém não teve efeito sobre o estradiol (Ginther, 


et al. 2004b, d).  


 


2.1.5. Atraso no desvio folicular 


 
A ablação do futuro folículo dominante no momento do desvio esperado 


(≥20 mm) em éguas, provoca atraso no momento do desvio observado entre o 


segundo e o terceiro maior folículo. Tal procedimento parece interferir no perfil de 


FSH circulante, que volta a aumentar ou permanece estável no grupo com F1 


aspirado em relação ao controle, cuja concentração de FSH continua em queda 


(Ginther et al. 2002). A remoção do F1 reduz fatores importantes para o 


decréscimo de FSH como a inibina e estradiol intrafolicular.  


A inibina possui uma relação direta com a redução da concentração de 


FSH a partir do maior folículo de uma onda primária ter atingido 13 mm de 


diâmetro, alguns trabalhos visaram a manter o FSH elevado por meio da 


imunização contra inibina em éguas e, desta forma, eliminaram a dominância 


folicular, obtendo o crescimento de dois ou mais folículos com múltiplas 


ovulações detectadas (McCue et al. 1992, 1993; McKinnon, et al. 1992).  


A imunização passiva contra estradiol foi estudada para verificar a função 


do estradiol no crescimento folicular, sendo que as pesquisas desenvolvidas “in 


vitro” ou “in vivo” em animais de laboratório (Drumond & Findley, 1999; Rosenfelt 


et al. 2001) mostram que o estradiol contribui para o crescimento folicular, uma 


vez que estimula a proliferação das células da granulosa, modifica a atividade 


aromatase por aumentar a sensitividade das células da granulosa ao FSH e LH 


pelo estímulo à expressão de receptores para FSH e LH. Em bovinos e eqüinos, 


a literatura indica que a contribuição do estradiol no desvio folicular ocorre pelo 


efeito supressivo sobre a concentração de FSH e aumento da resposta folicular 


às gonodotrofinas (Ginther et al. 2002, 2004a). No trabalho de Beg et al. (2003) 


com imunização passiva em dose única de soro anti-estradiol em vacas 


holandesas, aplicada quando o maior folículo da primeira onda atingiu diâmetro 


≥5,7 mm, observaram aumento na concentração de FSH nas primeiras 12 horas 


pós-tratamento e queda posterior, embora em concentrações baixas, 


concomitante atraso de 13 horas no desvio folicular foi observado. Porém, não 


houve efeito sobre a concentração plasmática de LH ao redor do desvio. O atraso 
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no desvio não foi atribuído ao FSH ou LH e sim a uma deficiente concentração de 


estradiol intrafolicular, apesar de não ter sido mensurado estrógeno do fluido 


folicular das vacas. Estudos anteriores, em vacas tratadas com soro anti-estradiol 


(Kaneko, et al. 1995, 2002), não foram observadas mudanças na concentração 


plasmática de FSH ou LH basal e nem na onda de LH pré-ovulatória. Imunização 


anti-estradiol em eqüinos visando ao seu efeito sobre concentrações de 


gonadotrofinas e/ou sobre o desvio folicular não tem sido estudados. 


 
2.1.6. Produção de esteróides ovarianos 
 
2.1.6.1. Estradiol e progesterona 


 


Os esteróides ovarianos são sintetizados sob estímulo das gonadotrofinas, 


que por sua vez são reguladas pela ação dos esteróides (estradiol e 


progesterona; na fêmea), os quais alteram a habilidade da adenohipófise em 


sintetizar e/ou secretar gonadotrofinas. As pesquisas indicam que o estradiol 


exerce efeito estimulatório sobre a síntese e secreção do LH envolvendo o 


hipotálamo e a adenohipófise. Primeiramente atua aumentando a síntese de 


receptores para o fator liberador de gonadotrofinas (GnRH) nas células 


gonadotróficas, bem como a expressão desses receptores, resultando no 


aumento da sensibilidade da adenohipófise ao GnRH.  


A ação seguinte do estradiol parece envolver o hipotálamo, levando ao 


aumento da secreção do GnRH por alterar a freqüência e amplitude dos pulsos 


de LH. O GnRH secretado chega às células gonadotróficas na adenohipófise por 


meio do sistema circulatório porta-hipofisário, levando à liberação dos picos pré-


ovulatórios de LH (Nett et al. 2002). Porém foi proposto, em ovelhas, que a 


expressão de RNAm relacionado ao receptor de GnRH, aumenta antes da 


elevação de estradiol, indicando que a redução da concentração de progesterona 


possa desempenhar um papel importante no aumento da sensibilidade da 


adenohipófise ao GnRH (Turzillo et al. 1994).  


A elevação da concentração de progesterona também modifica o padrão 


de síntese e secreção de gonadotrofinas, por reduzir a sensibilidade da 


adenohipófise e por modificar a expressão gênica dos receptores de GnRH, 


refletindo na redução dos picos circulatórios de LH (Nett et al. 2002). Outros 







Revisão de Literatura 33


fatores não esteróides, como a inibina e ativina também podem exercer influência 


sobre a síntese de gonadotrofinas. 


Uma vez sintetizadas, as gonadotrofinas são liberadas na corrente 


circulatória e transportadas até ao órgão alvo (ovário) onde irão ativar receptores 


específicos nas membranas de células específicas (tecais, granulosa ou luteais), 


estimulando a síntese dos esteróides. Portanto uma adequada inter-relação entre 


hipotálamo, hipófise e gônada é de suma importância nos processos reprodutivos 


dos animais.  


A concentração de estradiol e progesterona aumentam no fluido de 


folículos em desenvolvimento. O estradiol, na égua, começa aumentar no plasma 


sanguíneo um dia antes da divergência folicular, contribuindo com a redução da 


concentração de FSH (já mencionado anteriormente; Gastal et al. 1999c,d, 


Bergfelt & Ginther, 2001). A elevação estrogênica acompanha o crescimento e 


maturação folicular, contudo uma redução na concentração de estradiol 


plasmático da égua é observada a partir de um a dois dias antes da ovulação 


(Nagamine et al. 1998), concomitantemente a concentração de progesterona 


intrafolicular aumenta, aumento esse atribuído a luteinização das células da 


granulosa (Kojima et al. 2002), porém a elevação intrafolicular de progesterona, 


em geral, não reflete em elevação sanguínea, pois, normalmente as éguas 


apresentam concentrações menores que 1ng/mL no plasma durante o estro 


antes da ovulação.  


A maior atividade aromatase nas células da granulosa no final da fase 


folicular, bem como o aumento na expressão de receptores de LH com o 


aumento do diâmetro folicular, estão em concordância com a elevação da 


concentração de estradiol e progesterona intra-folicular (Goudet et al. 1999).  


A aplicação exógena de gonadotrofinas em éguas com folículo ≥35 mm de 


diâmetro, visando à maturação folicular e indução da ovulação, refletiu na 


elevação da concentração de progesterona e decréscimo do estradiol intra-


folicular, decréscimo que foi atribuído em parte à redução da atividade da enzima 


P450 citocromo aromatase reduzindo a conversão de andrógenos em estrógenos 


após a administração de LH (Belin et al. 2000; Gérard & Monguet 2002). O 


trabalho de Brown et al. (2004) demonstrou que a luteinização das células da 


granulosa em folículos pré-ovulatórios eqüino vem acompanhado de aumento da 


expressão da enzima 17β-hidroxi-esteróide tipo 4 (17βHSD4), a qual 
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possivelmente torne o estradiol 17β inativo, contribuindo na redução da 


concentração estrogênica após a elevação pré-ovulatória de LH. 


 


2.1.6.2. Andrógenos 


 


A androestenediona e testosterona são sintetizadas nas células da teca 


sob a ativação de receptores de LH na membrana celular, esses hormônios são 


os precursores para o estradiol. Aparentemente a testosterona intrafolicular não 


sofreu grandes modificações em sua concentração em folículos grandes, médios 


ou pequenos ou entre folículos dominantes ou subordinados (Belin et al. 2000). A 


pesar da progesterona ser o substrato para os andrógenos no folículo da égua  e 


de sua concentração aumentar no futuro folículo dominante, a concentração de 


andrógenos foi mais alta em folículos subordinados, isso talvez tenha relação  


com a menor capacidade de aromatização nesses folículos (Donadeu & Ginther, 


2002).  


 


2.1.6.3. Enzimas e proteínas envolvidas na esteroidogênese 


 


A síntese dos hormônios esteróides ovarianos, a partir do colesterol, 


ocorre nas células tecais, granulosa e luteais, envolvendo processos enzimáticos 


e protéicos que iniciam, na mitocôndria, com a conversão do colesterol para 


pregnenolona por meio da ação da enzima P450 clivadora de cadeia lateral 


(P450scc). A disponibilidade de colesterol, no interior das mitocôndrias, requer a 


proteína reguladora aguda da esteroidogênese (StAR), que contribui com o 


transporte do colesterol através da membrana para o interior das mitocôndrias. A 


pregnenolona é transportada para o retículo endoplasmático liso, onde segue 


duas rotas, a ∆4 e ∆5. Nas células foliculares a rota ∆4 é a preferencial, sendo 


então a pregnenolona convertida em progesterona pela expressão da 3β-hidroxi-


esteróide desidrogenase (3βHSD). A P450 17α hidroxilase e C17-20 lyase (P450 


17α) converte a progesterona em androesteneidiona, esta dá origem a 


testosterona pela ação da 17-β hidroxi-esteróide desidrogenase ou então tanto a 


androestenediona como a testosterona são transportadas para as células 


granulosa, onde são aromatizadas em estrógenos pela atividade da P450 
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citocromo aromatase (P450aromatase), o principal estrógeno na égua é o 


estradiol 17 β (Belin et al. 2000).  


Foi proposto por Boerboom et al. (1999) a regulação e localização celular 


da P450aromatase e da P450-17α, através da expressão de RNAm durante o 


período ao redor da ovulação na égua, indicando que a teoria clássica das duas 


células (teca e granulosa) e duas gonadotrofinas (LH e FSH) é o modelo 


responsável pela secreção de estradiol nas células da granulosa eqüina.  


Como se sabe, a expressão das enzimas mencionadas na 


esteroidogênese depende da ação gonadotrófica e da atividade de seus 


receptores na membrana celular. Após a aplicação de hCG em éguas com 


folículo pré-ovulatório, foi observado aumento na transcrição da proteína StAR no 


fluido folicular 30 horas após o tratamento, aumento esse que foi associado à 


elevação da concentração de progesterona intra-folicular 30 a 39 horas após a 


injeção de hCG (Kerban et al. 1999). A expressão da P450-17α foi maior em 


folículos de diâmetro pré-ovulatório eqüino antes da aplicação do hCG, 


decrescendo significativamente após o tratamento e concentrações muito baixas 


foram observadas 36 a 39 horas após o hCG, mantendo-se desta forma no CL. A 


expressão da P450aromatase foi maior nos folículos antes da aplicação do hCG, 


diminuindo 12 a 24 horas depois, com novo aumento 30 a 39 horas após o hCG 


mantendo-se desta forma no CL (Boerboom et al. 1999).  


 


2.1.6.4. Perfil da progesterona durante o ciclo estral 


 


Após a ovulação, a síntese e secreção de progesterona pelas células 


luteínicas aumenta gradativamente, para atingir valores máximos no plasma até o 


5º ou 6º dia pós-ovulação, permanecendo elevada e com pequenas variações no 


mesmo indivíduo durante a fase luteal (Daels & Hughes 1993). Entretanto, 


variações consideráveis na concentração plasmática podem ser observadas em 


éguas com ovulações únicas (Nagy et al. 2004). Ao redor do 14º dia, o CL sofre 


luteólise pela ação luteolítica da prostaglandina F2α, o que ocasiona um declínio 


rápido da concentração de progesterona para atingir valores <1 ng/mL durante o 


estro. Apesar da espécie eqüina ser  monovulatória, são detectadas ovulações 


duplas e por vezes múltiplas. A incidência de ovulações duplas é variável de 
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acordo com a raça, dentre elas a Puro Sangue Inglês e as raças de Hipismo são 


as que apresentam maiores índices (Daels & Hughes 1993).       


As ovulações múltiplas influenciam na concentração plasmática de 


progesterona, de acordo com Ginther (1992) as éguas com ovulações duplas 


apresentam maior concentração de progesterona em relação àquelas que 


manifestam ovulações únicas, observação essa, confirmada por outros autores 


(Roser et al. 1983; Urwin & Allen, 1983; Squires et al. 1987; Nagy et al. 2004). 


 Após a ovulação, ocorre a formação do corpo hemorrágico e, em seguida, 


a luteinização das células foliculares para formação do corpo lúteo, luteinização 


essa, já iniciada antes da ovulação. Os corpos lúteos da égua nas imagens ultra-


sonográficas apresentam-se ecogênicos com característica uniforme ou com 


centro anecóico. O centro anecóico, em geral forma-se até o dia seguinte a 


ovulação e é atribuído ao sangue remanescente do corpo hemorrágico, que vai 


sendo absorvido nos próximos dias. Centros anecóicos podem formar-se 


posteriormente, em geral até o 6º dia e normalmente são menores e estão 


relacionados a coágulos e/ou áreas de fibrina. O índice de éguas com CL de 


centro anecóico é varável, girando em torno de 30 a 50% e a concentração de 


progesterona é considerada normal para ambos tipos de glândula luteal, não 


havendo diferença entre elas (McKinnon et al. 1993, Nagy et al. 2004). 
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3. EXPERIMENTO 1:  
 


Influência da Imunização contra estradiol ou aspiração folicular sobre o 
desvio entre os dois maiores folículos em éguas 


 


 3.1. Objetivos 


 


 Os objetivos do presente experimento foram: 


 


a) Determinar a influência da imunização passiva contra estradiol e a  


aspiração do futuro folículo dominante, realizada no momento do desvio 


esperado (diâmetro do maior folículo ≥20 mm), sobre o desvio folicular 


observado. Também foi objetivo verificar o efeito desses tratamentos sobre 


o perfil plasmático de FSH, LH e inibina total. 


 


b) Como objetivos secundários, verificou-se: a influência da aspiração de 


todos os folículos ≥5 mm no 10º dia pós-ovulação sobre o tempo requerido 


para a emergência da nova onda folicular e também sobre o tempo 


necessário para a fase de crescimento comum.  
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3.2. Material e Métodos 


 


3.2.1. Animais e indução da onda folicular  


 


Éguas pônei, ciclando regularmente com idade variando entre 3 a 15 anos 


e pesando 270 a 360 Kg, foram utilizadas no presente experimento durante a 


estação ovulatória no hemisfério norte (n=19 éguas). As éguas foram mantidas 


em piquetes e alimentadas com feno de alfafa, sal mineral e água a vontade.       


  A partir do 12º dia do ciclo estral, as éguas foram submetidas à ultra-


sonografia ovariana diária por via trans-retal utilizando aparelho de ultra-som 


Aloka modelo SSD500 com transdutor linear de 5 Mhz de freqüência, objetivando 


detectar a ovulação. No 10º dia, após a ovulação, todos os folículos ≥5 mm de 


diâmetro foram aspirados por meio de ultra-sonografia transvaginal utilizando 


transdutor convexo de 7,5 Mhz de freqüência. A aspiração do fluido folicular foi 


efetuada com o uso de agulha longa 17 gauge acoplada a um sistema a vácuo 


formado pelo auxílio de bomba de pressão negativa. Como sedativo e analgésico 


foram utilizados 0,02 mg/kg de detomidina hydrocloride + 0,05 mg/kg de 


butorfanol tartarato i.v. e 0,25 mg/kg i.v. de hyoscine N-butyl bromide 


(Butylescopolamina) para minimizar as contrações retais. O objetivo da aspiração 


folicular foi induzir a emergência de uma nova onda folicular e fornecer a 


possibilidade para se trabalhar com folículos conhecidamente em 


desenvolvimento, sem a interferência dos folículos em processo de atresia. Nos 


casos de determinados folículos se preencherem de fluido após a aspiração, 


estes foram novamente aspirados evitando assim a possível interferência com a 


emergência da nova onda.                


 


3.2.2. Grupos experimentais e desenvolvimento folicular 


 


A partir do dia da aspiração folicular (D10), o desenvolvimento dos cinco 


maiores folículos, em ambos os ovários de uma mesma égua, foi avaliado 


diariamente por meio da ultra-sonografia até a detecção das ovulações. Em cada 


avaliação, os folículos foram mapeados, registrando-se a posição e o diâmetro 


individual de cada um. O diâmetro foi obtido por meio do uso de um dispositivo 
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eletrônico contido no aparelho de ultra-som, que permitiu a mensuração folicular 


em imagem estática, sendo as medidas expressas em milímetros (mm). Duas 


mensurações foram realizadas para cada folículo em cada exame, uma 


longitudinal e outra transversal. A média obtida em cada dia e para cada folículo 


foi utilizada na análise dos dados. 


A emergência da onda induzida foi definida pelo surgimento de, no 


mínimo, cinco folículos com diâmetro entre seis e 12 mm. O momento esperado 


do desvio folicular foi considerado quando o maior folículo atingiu diâmetro ≥20 


mm, momento que foi denominado de dia zero (D0) para efeito da avaliação utra-


sonográfica dos folículos e de hora zero (H0) para efeito das colheitas de sangue. 


No mesmo momento determinou-se também o maior folículo como o folículo 


dominante (F1) e os demais como subordinados, sendo o segundo maior (F2) 


terceiro maior (F3) e assim sucessivamente.  


No D0 ou H0 (F1, ≥20 mm) os animais foram distribuídos aleatoriamente 


em três grupos experimentais e iniciaram-se os tratamentos, no grupo controle 


(GC) foram utilizadas seis éguas que não receberam nenhum tratamento, no 


grupo tratado com soro anti-estradiol (G-anti E2) foram utilizadas sete éguas, que 


receberam aplicação única de 100 mL de soro anti estradiol por via endovenosa e 


finalmente no terceiro grupo (GAF1) foram utilizadas seis éguas, que foram 


submetidas a aspiração do maior folículo (F1) no momento esperado do desvio 


entre F1 e F2. Após o início dos tratamentos, os folículos foram acompanhados e 


mensurados uma vez por dia em todos os grupos como descrito anteriormente.  


 


3.2.3. Preparação do soro anti-estradiol 


 


 O soro anti-estradiol, utilizado neste experimento, foi preparado na espécie 


caprina conforme descrito por Kaneko et al., (1995). O antígeno utilizado foi 


1,3,5(10)-estratrien-3,17β-diol-6-one 6-carboximetiloxime conjugado  à albumina 


sérica bovina (BSA). O antígeno foi dissolvido em solução salina 0,9% de 


maneira a ter 1mg/mL e emulsificado com  igual volume em adjuvante completo 


de Freud.  


 Em uma imunização inicial contra estradiol, utilizaram-se três caprinos 


castrados, nos quais foram injetados 2 mg do conjugado de estradiol em cada 


animal por via sub-cutânea em diferentes pontos. Outras injeções de 1 mg do 
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conjugado de estradiol emulsificado em adjuvante incompleto de Freud utilizadas 


como “Booster”, foram injetadas pela mesma via a cada três ou quatro semanas. 


O soro anti-estradiol foi obtido de cada animal sete a 10 dias após cada injeção 


de reforço (“Booster”).  


 A titulação do soro anti-estradiol foi determinada conforme descrito pelas 


autoridades de Energia Atômica Internacional (1984). Após diferentes diluições 


do soro foram realizados ensaios utilizando a mesma concentração de iodo 125 


(I125) de maneira que a maior diluição do anti-soro que determinasse uma 


capacidade de ligação de 50% com o I125 foi selecionado como o título do anti-


soro. Dois dos três caprinos utilizados desenvolveram altos títulos de anticorpos e 


o soro utilizado foi destes dois animais. Nessa preparação, o título do anti-soro foi 


1:256,000.  


 


3.2.4. Determinação da dose de soro anti-estradiol 


 


 Com o objetivo de determinar o volume de soro anti-estradiol suficiente 


para reduzir a biodisponibilidade circulante de estradiol, tendo como base o pico 


pré-ovulatório de LH, foi realizado um estudo piloto em bovinos. Nesse estudo, 


25, 50 e 100 mL do soro anti-estradiol e 100 mL de soro caprino não imunizado 


(grupo controle) foram aplicados por via endo-venosa em novilhas (três animais 


por grupo) 36 horas após a indução da luteólise com Prostaglandina F2α. A partir 


do tratamento, o sangue foi colhido com seis horas de intervalo até 108 horas e 


de 12 em 12 horas após isso, sendo o plasma armazenado para dosagem de LH.  


 O intervalo entre o tratamento e o surgimento do pico de LH foi mais longo 


em uma novilha tratada com 50 mL (48 horas) e em duas tratadas com 100 mL 


(24 e 36 horas) do soro anti-estradiol em relação ao controle, que demonstrou 


pico de LH 12 a 18 horas após o tratamento. Em outro estudo, a injeção única de 


100 mL de soro anti-estradiol, em bovino, levou ao aumento da concentração de 


FSH e atraso no momento do desvio folicular (Beg, et al. 2003). Pelos resultados 


apresentados a dose de 100 mL do soro anti-estradiol foi escolhida para ser 


utilizada no presente experimento.     
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          3.2.5. Colheita de sangue e ensaios hormonais 


 


Amostras de sangue foram colhidas diariamente com intervalos regulares 


de 24 horas, iniciando-se no momento que o maior folículo da onda induzida 


atingiu ≥13 mm, prosseguindo-se até o momento do inicio do tratamento (desvio 


folicular = H0). Entre a H0 e 36 horas após o tratamento, as amostras foram 


obtidas com intervalos de seis horas e de 12 horas entre 36 e 48 horas, a partir 


de então a colheita de sangue voltou a ser realizada a cada 24 horas, 


prosseguindo até que o maior folículo atingisse diâmetro ≥35 mm. O sangue 


obtido por meio de punção da veia jugular em tubos heparinizados foi 


centrifugado a 1500g por cinco minutos. Em seguida o plasma foi armazenado a  


-200C até o momento da realização dos ensaios hormonais.  


As concentrações plasmáticas de FSH, LH e inibina total foram 


determinadas pelo método de radioimunoensaio (RIA) utilizando duplo anticorpo, 


conforme protocolo validado para eqüino no laboratório do Prof. Dr. Olliver J. 


Ginther, Departamento de Saúde Animal e Ciências Biomédicas da Universidade 


de Wisconsin, EUA. (Donadeu & Ginther, 2001, 2002a). O coeficiente de variação 


(CV) intra e inter-ensaio foi respectivamente de 10,4% e 11,1% para a Inibina 


total; 11% e 13,3% para o FSH; 15% e 17,4% para o LH.   


A sensibilidade média dos ensaios foi de 3,65 ng/mL para a inibna, 0,54 


ng/mL para o FSH e 0,15 ng/ml para o LH.  


 
3.2.6. Análise Estatística 


 


Embora tenha sido acompanhado o desenvolvimento de cinco folículos 


pelos exames diários, somente os diâmetros dos dois maiores (F1 e F2) foram 


utilizados na análise estatística. No GAF1 utilizaram-se os três maiores folículos 


(F1, F2 e F3) até o momento da aspiração do F1 na H0, a partir de então, o F2 e 


F3 passaram a exercer o papel de F1 e F2. Os diâmetros foliculares, as 


concentrações hormonais entre grupos em cada momento; os intervalos (dias) 


entre a aspiração folicular e a emergência da onda folicular; o surgimento do 


primeiro folículo com diâmetro ≥13 mm, a detecção do F1 com diâmetro ≥20 mm 


(momento do tratamento); o período (dias) entre o dia do tratamento até o F1 atingir 


diâmetro ≥35 mm ou a ovulação, assim como o diâmetro máximo do F1, foram 
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comparados entre os grupos por meio da análise de variância (ANOVA). Para 


verificar a diferença na taxa média de crescimento do F1 e do F2 entre o período 


pré e pós-tratamento dentro do mesmo grupo e entre grupos, bem como a 


concentração de FSH, LH e inibina ao longo do tempo dentro do mesmo grupo, 


também foram utilizadas análise de variância. Quando se evidenciou diferença 


estatística pelo método ANOVA, em um determinado momento para qualquer 


uma das variáveis, aplicou-se então e teste de Tukey para verificar a diferença 


entre grupos para aquele dado momento ou entre momentos para uma mesma 


variável dentro do mesmo grupo.  


Em todas as análises efetuadas, as estatísticas calculadas foram 


consideradas significativas quando p<0,05. Se o valor de p estivesse entre 0,05 e 


0,10 (p>0,05 <0,10) seria referida a tendência à significância. 


A média foi utilizada como medida de tendência central e o desvio padrão 


(DP) para medir a variabilidade, apenas para as concentrações hormonais 


utilizaram-se o erro padrão da média (EPM) para representar a variabilidade.     
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3.3. Resultados 


 
3.3.1. Desenvolvimento folicular 


 


O intervalo entre a aspiração folicular e a emergência da onda de 


crescimento folicular induzida, detecção do primeiro folículo da onda com 


diâmetro ≥13 mm e o F1 ≥20 mm estão representados na tabela 1.1, conforme 


esperado foram similares entre os grupos (p>0,05). Na mesma tabela pode ser 


observado o tempo requerido em dias entre o dia do tratamento (F1 ≥20 mm, 


momento da divergência esperada) e aquele que o F1 alcançou diâmetro ≥35 mm, 


dia da detecção da ovulação, bem como o diâmetro máximo do F1 nos diferentes 


grupos (p>0,05).  


Na tabela 2.1 pode ser observado o desenvolvimento médio diário dos dois 


maiores folículos. O crescimento do maior folículo (F1) ocorreu de forma contínua 


e progressiva em todos os grupos, exceto no GAF1. A variação média na taxa 


crescimento do folículo ovulatório F1 ou F2 foi de 3,0 a 3,8 mm/dia durante o 


período pré-desvio e de 3,1 a 3,3 mm/dia após o desvio folicular em todos os 


grupos. Sendo, portanto similares ao controle (p<0,05) exceto o G-anti E2 no 


período pré-desvio (p<0,05). O crescimento médio diário do F1 no G-anti E2 foi 


maior no período pré-tratamento em relação ao pós-tratamento (p<0,05).  


O F2 demonstrou taxa de crescimento similar ao F1 dentro de cada grupo 


até o dia da detecção do desvio folicular (p<0,05), reduzindo significativamente 


nos próximos dois dias e atresia subseqüente foi observada. Exceção feita ao 


GAF1, onde o F2 desempenhou a papel de folículo dominante e o F3 entrou em 


processo de atresia (Tab. 2.1).   


O diâmetro médio do F1 e do F2 no dia do tratamento (desvio esperado = 


D0) foi, respectivamente, de 20,6±0,6 e 19,1±0,8 mm no grupo controle, 21,5±1,1 


e 20,2±1,7 mm no G-anti E2 e 22,2±1,3 e 19,6±1,1 mm no grupo com o F1 


aspirado. O F1 do GAF1 apresentou diâmetro significativamente maior que o F2 


dentro do mesmo grupo no dia do desvio e nos dias três e quatro após o 


tratamento. O folículo dominante do grupo tratado com soro anti estradiol foi 


superior (p<0,05) ao F1 do controle e ao F1 do GAF1 (Fig.1.1A). Com relação ao 


maior folículo subordinado (F2), não houve diferença no diâmetro entre os grupos 
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tratados e controle em nenhum dos momentos (p>0,05), porém o diâmetro do F2 


no G-anti E2, foi superior que o diâmetro do F2 do GAF1 dois dias antes a um dia 


após o tratamento (p<0,05) e similar nos demais momentos (Fig. 1.1B). 


Considerando o intervalo a partir do tratamento e o desvio observado entre 


o maior e o segundo maior folículo, não foi detectada influência do tratamento 


com soro anti-estradiol, pois o dia entre a aplicação do soro (desvio esperado) e 


a detecção do desvio foi em média o mesmo para o grupo tratado e controle (Fig. 


2.1A,B), embora o desvio tenha sido detectado após o desvio esperado em três 


animais de cada grupo (Apêndices A,, B, C e D), refletindo em um atraso ≤20 


horas na média.  


No GAF1, a eliminação do maior folículo no dia do desvio esperado, 


provocou atraso no momento da detecção do desvio folicular observado em 


quatro animais, refletindo na detecção do desvio 32 horas mais tarde (Fig. 3.1A, 


B; 5.1A e Apêndices E e F).    


Em uma égua do G-anti E2, foi observada co-dominância folicular 


(crescimento de dois folículos) com ovulação dupla detectada. A co-dominância 


impossibilitou a detecção do desvio, portanto essa égua foi excluída para a 


análise do desvio folicular (Fig. 4.1A). Co-dominância folicular também foi 


observada em uma égua do GAF1, com dois desvios detectados, o primeiro e o 


segundo desvios ocorreram 24 e 72 horas após a aspiração do maior folículo, o 


segundo maior culminou em ovulação e o terceiro (F3) entrou em processo de 


atresia (Fig. 5.1A). O perfil do FSH para essas duas éguas está representado nas 


figuras 4.1B e 5.1B.  


Os desvios foliculares esperados e observados e a relação ao FSH das 


demais éguas estão representados individualmente nos apêndices A e B 


(controle), C e D (G-anti E2) e E e F (GAF1).  


 


3.3.2. Perfil hormonal 


 


3.3.2.1. Concentração de Inibina 


 


A concentração de inibina total nos grupos tratados (G-anti E2 e GAF1) foi 


similar ao controle em todos os momentos (p>0,05) e diferentes entre si nas 


horas -24, 6, 12, 24, 30 e 36, apresentando tendência nas horas 18, 48 e 96. O 
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perfil desse hormônio, no transcorrer do tempo, manteve o mesmo padrão entre 


os grupos, sendo similar ao controle. Em todos os grupos se observou elevação 


da concentração de inibina no período compreendido entre 48 horas antes e o 


início do desvio (tratamento H0). No GC a elevação continuou por mais 12 horas 


mantendo-se, em seguida na forma de platô até 120 horas. Nos grupos tratados 


houve pequena redução da concentração entre as horas zero e 18 no G-anti E2 e 


zero e 30 no GAF1 com leve aumento em seguida, para se manter estável em 


ambos os grupos até o final do experimento (Fig. 6.1B). Os pequenos aumentos 


ou diminuições na concentração desse hormônio, não foram significativos dentro 


de cada grupo nos diferentes momentos (p>0,05). 


 


3.3.2.2. Concentração de FSH 


 


Com relação ao FSH, houve declínio contínuo e progressivo de sua 


concentração entre 48 horas antes até 120 horas após o tratamento em todos os 


grupos. Tal declínio ocorreu de forma significativa somente entre as horas -48 e 


zero para os GC e G-anti E2 e entre 48 horas antes e 72 horas após o desvio 


folicular no GAF1 (p<0,05). O perfil do FSH apresentou semelhança entre os três 


grupos (p>0,05), todavia entre os grupos tratados, o GAF1 manteve concentração 


média superior ao G-anti E2 no período compreendido entre 24 horas antes e 30 


horas após o desvio folicular (p<0,05). Entre 30 e 120 horas após o desvio, 


continuou ocorrendo queda na concentração de FSH de forma mais lenta, 


mantendo similaridade entre grupos (Fig. 6.1A). A relação FSH/inibina (média) 


está demonstrada para cada grupo na Figura 6.1C,D,E. 


 


3.3.2.3. Concentração de LH 


 


A concentração de LH foi similar entre grupos em todos os momentos 


(p>0,05), com aumento gradativo e pequeno após o desvio folicular observado, 


aumento esse não significativo dentro de cada grupo entre 48 horas antes e 120 


horas após o desvio (Fig. 7.1).  
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Tabela 1.1: Intervalos médios (dias) entre a aspiração folicular e a emergência da 


onda, surgimento do primeiro folículo ≥13 mm, detecção do maior 


folículo (F1) ≥20 mm (momento do tratamento = D0). Período (dias) do 


tratamento até o F1 atingir ≥35 mm ou a ovulação e diâmetro 


máximo do F1 e do F2.   


  Intervalo (dias) entre 
aspiração folicular e: 


Intervalo (dias) 
entre o tratamento 


e: 


 Diâmetro 
Máximo 


(mm) 
  Emerg. 


Onda 
Primeiro 
folículo 
≥13mm 


F1 
≥20mm 


F1 
≥35mm 


Ovulação  F1 


GC  2,3±0,8 
(1-3) 


3,7±1,0 
(2-5) 


5,8±1,0 


(5-7) 


5,0±0,6 
(4-6) 


8,5±2,5 
(6-13) 


 40,0±3,1 
(35,7-44,5) 


G-antiE2  2,6±1,3 
(1-4) 


3,9±1,2 
(2-5) 


5,7±1,3 


(4-7) 


4,5±0,5 
(4-5) 


6,8±1,3* 
(5-8) 


 39,5±3,9* 
(35,0-44,0) 


GAF1  2,3±0,5 
(2-3) 


3,5±0,8 
(3-5) 


5,8±1,0 


(5-7) 


5,2±0,4 
(5-6) 


7,4±1,1* 
(6-9) 


 37,6±3,1* 
(32,8-40,0) 


  p=0,871 p=0,831 p=0,974  p=0,128 p=0,298  p=0,476 


 * dados de uma égua não foram computados no G-anti E2 pelo fato do F1 ter se tornado 
hemorrágico e anovulatório e no GAF1 por ter ocorrido atresia do F1.  
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Tabela 2.1: Taxa média de crescimento diário (mm) dos dois maiores folículos 


(F1, F2) durante o período pré e pós-desvio folicular, tendo, no 


grupo da aspiração do F1, os três maiores (F1, F2, F3) no período 


pré-desvio.    


  GC G-anti E2 GAF1 
Dias  
Pré, Pós 
Tratam. 


 F1 
(mm) 


F2 
(mm) 


F1 
(mm) 


F2 
(mm) 


F1 
(mm) 


F2 
(mm) 


F3 
(mm) 


-2  2,4 3,0 4,1 4,1 3,2 2,4 3,3 


-1  3,3 3,0 3,8 3,1 3,5 3,5 2,4 


 0  3,3 3,4 3,6 3,0 4,0 3,2 2,2 


  3,0±0,5 
Aa 
 


3,1±0,2 
Aac 


 3,8±0,2 
Ab 


3,4±0,6 
Aab 


 3,6±0,4 
ab 


3,0±0,6 
Aac 


2,6±0,6 
Ac 


1  2,9   0,9 2,8   1,8 * 3,1   1,6 


2  3,1   0,5 3,6   1,6 * 3,4   2,5 


3  2,8 -0,6 3,8   0,3 * 3,3   1,1 


4  3,2 -0,5 3,1 -0,6 * 2,9 -0,1 


5  3,4 -1,1 3,2 -0,4 * 3,1 -0,1 


  3,1±0,2 
Aa 


0,7±0,3 
Bb 


 3,3±0,4 
Ba 


1,7±0,1 
Bb 


  3,2±0,2 
Aa 


1,7±0,7 
Bb 


Letras maiúsculas diferentes nas colunas e minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença 
estatística (p<0,05). 
* Não há dados devido à realização da aspiração do F1 no dia 0.  
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* p<0,05; no D0 F1 > F2 no GAF1; no D3 e 4  F1 do G-anti E2 > F1 do GC e do GAF1. 
Letras ab entre grupos diferem (p<0,05) e letras aa ou sem indicação são similares (p>0,05). 
 


Figura 1.1: Perfil (Média ± DP) do desenvolvimento dos folículos dominantes (A) 


e subordinados (B) no grupo controle (GC), tratado com soro anti-


estradiol (G-anti E2) ou submetidos à aspiração do F1 (GAF1) no dia 


do desvio folicular esperado e do tratamento (D0; F1≥20 mm), no 


período compreendido entre a emergência da onda até o F1 atingir 


35 mm de diâmetro.  
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Figura 2.1: Desvio entre o maior (F1) e segundo maior (F2) folículo no grupo 


controle (A) e tratado com soro anti estradiol (B). A linha vertical 


pontilhada indica o momento do desvio esperado, que coincidiu com 


o desvio detectado indicado pela seta, com diâmetro do F1 


representado pela linha horizontal pontilhada.        
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Figura 3.1: Desvio entre o maior (F1) e segundo maior (F2) folículo no grupo 


controle (A) e no grupo com o F1 aspirado (GAF1) no momento do 


desvio esperado (B). A linha vertical pontilhada no D0 indica o 


momento do desvio esperado e a as setas indicam o momento dos 


desvios detectados.  
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Figura 4.1: Desenvolvimento folicular (A) e concentração plasmática de FSH (B) 


em uma égua do grupo tratado com soro anti-estradiol, que 


apresentou co-dominância folicular com ovulação dupla. A seta indica 


o momento do tratamento e as linhas pontilhadas, o período de 


elevação do FSH após o tratamento.     
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* indica o momento da aspiração do F1. 


 


Figura 5.1: Desenvolvimento folicular (A) e concentração plasmática de FSH (B) 


em uma égua do grupo com F1 aspirado no momento do desvio 


esperado (linha pontilhada mais espessa no DO), a qual apresentou co-


dominância com dois desvios foliculares e uma ovulação. As linhas 


pontilhadas, na horizontal, indicam o diâmetro do folículo dominante 


no momento do primeiro e do segundo desvio.  
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Figura 6.1: Comparação da concentração plasmática (Média ± EPM) de FSH (A) 


e inibina total (B) entre os grupos experimentais em cada momento e 


dentro do mesmo grupo nos diferentes momentos, a seta indica a 


hora do tratamento (H0). As figuras C, D, E representam a relação 


média de FSH/inibina para cada grupo.    
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p>0,05 entre grupos nos diferentes momentos ou dentro do mesmo grupo ao longo 
do tempo.   
 


 


Figura 7.1: Concentração (Média ± EPM) plasmática de LH nos três grupos 


experimentais. A seta indica o momento de desvio folicular 


esperado e o do tratamento.  
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4. EXPERIMENTO 2 
 
 


Colheita de fluido folicular por meio de aspiração e o efeito desse 
procedimento sobre o folículo e às concentrações hormonais em eqüino  


 


 


4.1. Objetivos 


 


 


Este estudo tratou de um projeto piloto visando dominar a técnica de 


colheita de fluido folicular de folículos ovarianos pré-ovulatórios, por meio de 


punção com agulha fina e verificar o efeito desse procedimento sobre a 


integridade folicular e sobre o perfil das concentrações circulantes de FSH, LH, 


inibina total e estradiol. 
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4.2. Material e Métodos 


 


4.2.1. Animais, ultra-sonografia e grupos experimentais 


 


Éguas pônei (n=24), incluindo as éguas do experimento 1, foram utilizadas 


no presente experimento durante a estação ovulatória. O manejo alimentar foi 


igual ao descrito no primeiro experimento.        


  A partir da ovulação foi realizada ultra-sonografia ovariana por via trans-


retal utilizando ultra-som Aloka modelo SSD500 com transdutor linear de 5 Mhz 


de freqüência. O intervalo entre exames foi de quatro dias até a 12o dia pós-


ovulação, passando em seguida a ser realizada com menor freqüência até a 


detecção de um folículo ao redor de 20 mm de diâmetro, então a ultra-sonografia 


passou a ser realizada diariamente seguindo desta forma até a detecção da 


próxima ovulação. A partir detecção de um folículo ≥25 mm, eventualmente dois 


no caso de co-dominância, estes foram mensurados diariamente até o dia 


anterior a ovulação. As mensurações foram realizadas pela largura e altura do 


folículo na imagem congelada. No momento que o maior folículo (F1) atingiu 


≥25mm de diâmetro, as éguas foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos. 


Grupo 1 (G1, n=12 ciclos), o folículo foi mantido intacto (grupo controle) e grupo 2 


(G2, n=12 ciclos) foi realizada uma punção folicular quando o F1 atingiu diâmetro 


≥35mm. Este momento foi considerado hora 0. 


 


4.2.2. Ecotextura da parede folicular e punção folicular 


 


A ecotextura da parede folicular foi avaliada diariamente nos dois grupos a 


partir do momento que o F1 alcançou diâmetro ≥25 mm até o dia anterior à 


ovulação. A camada da granulosa foi identificada pela localização de uma linha 


ecogênica próximo ao antro folicular e a camada anecóica pela formação de uma 


banda com tom de cinza a cinza escuro localizada sobre a camada granulosa. 


Conforme a ecogenicidade, a camada granulosa foi classificada em escores que 


variou de 1 (anecóico) a 3 (ecóico) e a banda anecóica em escores também de 1 


a 3 (Gastal et al. (1998).         
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No G2 foi realizada punção do F1 quando este atingiu diâmetro ≥35mm. A 


punção foi feita visando a obter amostra do fluido folicular. Objetivou também 


manter a integridade do folículo; a técnica usada foi a preconizada por Gastal et 


al. (1995) para injeção intrafolicular. Como sedativo e analgésico foi utilizado o 


mesmo protocolo do experimento 1. A punção folicular foi efetuada com auxílio 


de ultra-sonografia trans-vaginal utilizando transdutor convexo de 7,5 Mhz de 


freqüência e agulha de 25 gauge, a qual teve o lúmen preenchido com solução 


salina 0,9% para facilitar a obtenção da amostra de fluido folicular. Depois de 


acoplada uma seringa de 100 µl, a agulha foi introduzida dentro de outra agulha 


mais grossa (20-gauge) e ambas foram introduzidas no guia de agulha do 


transdutor. Através do fórnix vaginal, a agulha de 20 gauge foi direcionada até 


próximo do folículo alvo, em seguida, um segundo operador realizou pressão 


manual sobre a agulha de 25 gauge provocando a perfuração da parede folicular, 


adentrando assim ao antro do folículo, uma vez certificado da presença da agulha 


fina dentro do folículo, 90 µl de fluido folicular foram aspirados com auxílio da 


seringa, então, a agulha fina foi retirada e 80 µl da amostra colhida foi transferida 


para tubos de ependorf e congeladas, os 10 µl de fluido folicular que ficaram 


retidos na agulha tiveram como objetivo evitar que a salina se misturasse com a 


amostra.  


A colheita de sangue e os ensaios hormonais estão descritos no material e 


métodos do experimento 3. 







Objetivos do Experimento 3 58


5. EXPERIMENTO 3   
 


Concentrações de esteróides, IGF-1 e inibina-A no fluido folicular de 
éguas tratadas com gonadotrofina coriônica humana (hCG) 


 


5.1. Objetivos 


 


Os objetivos do presente estudo foram: 


 


a) Verificar a influência do hCG em folículos de 30 ou 35 mm de diâmetro, 


sobre as concentrações intra-foliculares de progesterona, 


androestenediona, estradiol, IGF-1 livre e inibina-A.  


 


b) Como objetivo secundário foi avaliada, a influência da dupla punção 


folicular sobre o desenvolvimento dos folículos. 
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5.2. Material e Métodos 


 


5.2.1. Animais, ultra-sonografia, grupos experimentais e colheita do 


fluido folicular  


 


Outras éguas pônei (34 ciclos estrais de 26 éguas) com ciclos estrais 


regulares, mantidas no mesmo local e alimentadas da mesma forma já descrita 


no experimento 1, foram utilizadas neste experimento durante a estação 


ovulatória. 


 O desenvolvimento folicular foi monitorado diariamente por meio da ultra-


sonografia a partir do 10º dia após a ovulação. Quando o maior folículo atingiu 


diâmetro ≥30mm, este foi designado F1 e as éguas foram distribuídas 


aleatoriamente para os grupos F30+hCG (n=9), F35+hCG (n=9) ou F30+salina 


(n=8), F35+salina (n=8). No momento da detecção dos folículos ≥30mm ou 


≥35mm foi determinada como hora zero, sendo, então, as éguas sedadas 


conforme protocolo já descrito nos experimentos anteriores e uma amostra de 


fluido folicular do F1 foi colhida em todos os grupos conforme descrito no 


experimento 2 imediatamente antes do tratamento. Em seguida, as éguas 


receberam por via i.m. 2000 (2 ml) U.I de hCG (grupos F30+hCG e F35+hCG) ou 


2 ml de solução salina a 0,9% i.m. (grupos F30+salina e F35+salina). Uma 


segunda amostra de fluido do mesmo folículo foi colhida 30 horas após o 


tratamento (Hora 30), imediatamente após a mensuração do diâmetro. A ultra-


sonografia ovariana seguiu sendo realizada diariamente até a detecção da 


ovulação (dia 0) ou regressão do F1 para diâmetro inferior a 20 mm.     


    


5.2.2. Desenvolvimento luteal  


 


O desenvolvimento luteal, após a ovulação, foi acompanhado pela 


concentração de progesterona diária e mensuração do corpo lúteo (CL), do dia 0 


(dia da ovulação) até o 6º dia pós-ovulação. O diâmetro total do CL e da cavidade 


central anecóica foi mensurado uma vez por dia, levando em consideração a 


largura e altura da estrutura na imagem congelada, a mensuração foi feita 
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quando se obteve uma imagem representativa do maior diâmetro do CL ou do 


centro anecóico quando este estava presente.            


 


5.2.3. Ensaios Hormonais  


 


Amostras de sangue foram colhidas diariamente a partir da detecção do F1 


≥25 mm até o dia da ovulação (experimento 2), e a partir da ovulação (D0) até o 


dia 6 no experimento 3. Nos dois experimentos a colheita foi feita por meio de 


punção da veia jugular em tubos heparinizados e centrifugados a 1500g por cinco 


minutos. Em seguida o plasma foi armazenado a -200C até o momento dos 


ensaios hormonais.  


No experimento 2, as concentrações plasmáticas de FSH, LH e inibina 


total foram determinadas pelo mesmo método e no mesmo laboratório descrito no 


experimento 1. A concentração plasmática de estradiol foi determinada pelo RIA, 


utilizando Kits de duplo anticorpo (Douple Antibody Estradiol, Diagnostic Products 


Corporation, Los Angeles, CA, USA) após extração da amostra com éter etílico,  


conforme descrito para éguas (Gastal et al. 1999c). O coeficiente de variação 


(CV) intra-ensaio para FSH e estradiol plasmático foram 6,1% e 18,1%, 


respectivamente e o CV intra e inter ensaio para LH e inibina total foram, 


respectivamente de 7,1%, 8% e 8,3%, 8,2%. 


No experimento 3, a concentração plasmática de progesterona foi 


determinada pelo método ELISA após extração com éter petróleo, conforme 


descrito por Rasmussen et al. (1996). A concentração dos fatores intra-foliculares 


foi determinada pelo procedimento descrito e validado para éguas (Donadeu & 


Ginther, 2002b) no laboratório do Prof. Dr. Olliver J. Ginther, Departamento de 


Saúde Animal e Ciências Biomédicas da Universidade de Wisconsin, o estradiol 


do fluido folicular foi mensurado conforme descrito para o plasma com exceção 


da extração e com diluição da amostra (1:6000) realizada antes do ensaio. A 


concentração de androesteneidiona (diluição 1:500) foi determinada pelo RIA 


utilizando Kit de duplo anticorpo DSL (Diagnostic Systems Laboratories, 


Incorporation - Corporate Headquarters, 445 Medical Center Blvd., Webster, 


Texas) e a de progesterona (diluição 1:100), fator de crescimento semelhante 


insulina (IGF-1 livre; diluição 1:15) e inbina-A (diluição 1:1000)  do fluido folicular 


foram mensurados pelo método ELISA.  O CV intra e inter ensaio foi 4% e 16,5% 
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para progesterona plasmática e 1,5% e 9,7% para progesterona do fluido 


folicular. Nesse fluido foi observado CV intra-ensaio para estradiol (9,2%), 


androestenediona (10,9%) e CVs intra e inter-ensaio de 4,8%, 6,3% e 11,6%, 


9,8% para IGF-1 e inbina-A respectivamente. A sensibilidade média dos ensaios 


foi, 0,01 ng/ml (androestenediona), 0,6 pg/ml (estradiol), 0,16 ng/ml 


(progesterona), 0,6 ng/mL (FSH), 0,17 (LH), 0,14 ng/ml (IGF-1) e 0,6 ng/ml 


(inibina-A).  


 


5.2.4. Análise Estatística 
 


 As variáveis analisadas nos dois experimentos foram representadas pela 


média e erro padrão da média em cada um dos momentos.  


 A comparação entre grupos G1 e G2 foi efetuada utilizando-se o teste t 


para duas amostras independentes. Para a variável inibina total nos dias -2, -1 e 


0 dentro de cada grupo foi utilizada análise de medidas repetidas.   


No experimento 3, para comparação entre os quatro grupos, foram 


utilizados a análise de variância com cálculo das estatísticas F e p e contraste 


entre pares de médias dos grupos com cálculo da diferença mínima significatica 


pelo método de Tukey. E para comparação entre dois grupos independentes 


utilizou-se o teste t com cálculo das estatísticas t e p. Para a comparação entre 


momentos dentro do mesmo grupo utilizou-se a análise de medidas repetidas 


com cálculo das estatísticas F e p. 


 Em todas as análises efetuadas, as estatísticas calculadas foram 


consideradas significativas quando p<0,05. Se o valor de p estivesse entre 0,05 e 


0,10 (p >0,05 <0,10) seria referida a tendência à significância (Cury, 1998).     
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5.3. Resultados 


 


 5.3.1. Experimento 2:  
 


 Das 24 éguas utilizadas no experimento 2, sete foram excluídas por: terem 


ovulado com folículo menor que 35 mm de diâmetro (3 éguas); apresentarem 


folículo persistente anovulatório (2 éguas); folículo hemorrágico (1 égua); atresia 


folicular (1 égua). Após a exclusão, 10 ciclos estrais foram utilizados para análise 


no G1 e sete no G2. 


 Os resultados para as variáveis analisadas estão representadas na tabela 


1.2 e figuras 1.2 e 3.2 bem como o diâmetro folicular e ecotextura da parede 


folicular (Figs.1.2A,B,C; 2.2). O diâmetro máximo do folículo ovulatório, diâmetro 


no dia anterior à ovulação, tempo entre a punção folicular e a detecção da 


ovulação e o intervalo inter-ovulatório foram similares entre G1 e G2 (p>0,05; 


Tab.1.2). As concentrações plasmáticas de FSH, LH, inibina total e estradiol 


também foram similares entre os grupos, antes e após o momento da punção 


folicular (Fig. 3.2 A,B,C,D), exceção feita ao estradiol que tendeu apresentar 


maior concentração no grupo controle no dia –2 (p>0,05 <0,10).  


 Quando os dados foram tabulados levando em consideração o dia da 


ovulação, observou-se maior escore na ecotextura da parede folicular no G2, 


apenas no dia anterior a ovulação (Fig. 1.2D,E). As concentrações hormonais 


continuaram sendo similares entre os grupos, com redução da concentração de 


estradiol a partir do dia –2 (Fig. 3.2H) e da inibina total entre o dia –2 e –1, a qual 


aumentou entre o dia –1 e o dia da ovulação (Fig. 3.2G), embora significativo 


somente para o grupo controle (p<0,001). As concentrações de FSH e LH foram 


similares entre os grupos (p>0,05; Fig. 3.2E,F).  
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Tabela 1.2: Valores (Média ± EPM) para o diâmetro (mm) do folículo pré-


ovulatório, período (horas) entre a punção folicular e a detecção da 


ovulação e o intervalo inter-ovulatório (dias) entre éguas com os 


folículos íntegros (G1; controle) ou submetidos à punção folicular 


com agulha fina (G2). 


Grupos 
          


 Diâmetro no 
dia do 


tratamento 
(mm) 


 
Diâmetro 
Máximo 


(mm) 


Diâmetro no 
dia anterior a 


ovualção 
(mm) 


Tempo  
tratamento 
ovulação 
(Horas) 


 Iintervalo 
inter-


ovulatório 
(Dias) 


G1   36,5 ± 0,4  39,5 ± 0,9 39,5 ± 0,9 57,6 ± 10,2  23,2 ± 0,6 


G2   36,4 ± 0,5  39,7 ± 0,8 38,9 ± 1,5 82,3 ± 13,7  24,3 ± 0,9 


p>0,05; não diferem entre grupos 
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Dia 0 = dia da punção dos folículos ≥35 mm.  
OV = detecção da ovulação.  
* = P<0,05.     
 


Figura 1.2: Diâmetro folicular em mm (Média ± SEM) e ecogenicidade da 


camada granulosa entre os grupos, antes e após a punção do 


folículo (A, B, C), assim como nos seis dias que antecederam a 


ovulação (D, E).  
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Figura 2.2: Ecogenicidade da camada granulosa (EG) e da camada anecóica 


(CA) de folículos no 5º (A), 4º (B), 3º (C), 2º (D) dias, 12 (E) e 3 


horas (F) antes da ovulação.    
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Dia 0 = dia da punção dos folículos ≥35 mm.  
OV = detecção da ovulação.  
* = P<0,05. 
# tendência 
 
Figura 3.2: Concentrações plasmáticas de FSH, LH, Inibina total e estradiol 


(Média ± EPM) antes e após a colheita do fluido folicular por meio 


de punção (A, B, C, D), assim como nos seis dias que antecederam 


a ovulação (E, F, G, H), não havendo diferença entre grupos 


(p>0,05). 
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5.3.2. Experimento 3 
 


 No experimento 3, quatro dos 34 ciclos estrais foram excluídos por 


apresentarem: hemorragia folicular após o tratamento (3 ciclos) e um ciclo devido 


à ovulação ter ocorrido antes do folículo atingir o diâmetro previsto para o 


tratamento. Após a exclusão, 30 ciclos estrais foram utilizados para a análise, 


ficando distribuídos como se segue: grupos F30+salina (6 ciclos), F30+hCG (7 


ciclos), F35+salina (8 ciclos) e F35+hCG (9 ciclos). Na análise da concentração 


de progesterona plasmática, foi necessária a exclusão de outra égua do grupo 


F35+hCG devido a não obtenção de amostra sanguínea, ficando com 8 animais 


para essa variável.   


 O diâmetro do folículo ovulatório (F1) para todos os grupos antes e após o 


tratamento, com os resultados da análise estatística, está representado na Figura 


1.3. O diâmetro máximo do folículo ovulatório, diâmetro no dia anterior à 


ovulação, tempo entre a aplicação de hCG ou salina e a ovulação, bem como o 


intervalo inter-ovulatório, estão representados na tabela 1.3.  


 As concentrações de progesterona, androesteneidiona, estradiol, IFG1-


livre e inibina-A do fluido folicular podem ser observadas nas tabelas 2.3 e 3.3, e 


foram similares entre grupos antes ou após o tratamento (p>0,05), exceto para o 


estradiol que, no grupo com folículos de 35 mm, apresentou menor concentração 


intrafolicular 30 horas após a aplicação do hCG (p<0,05). De todos os hormônios 


intrafoliculares mensurados, 30 horas após o tratamento foi detectado aumento 


significativo para progesterona e inibina-A no grupo F30+hCG (p<0,01) e redução 


da concentração de estradiol (p<0,02) no grupo F35+hCG, redução de IGF-1 livre 


no grupo F30+salina e de inbina-A no grupo F35+salina (p<0,05). Nos demais 


grupos ou hormônios, não foram observadas alterações significativas entre a 


aplicação do hCG ou salina e 30 horas mais tarde (Tab. 2.3 e 3.3).          


 Considerando todos os ciclos estrais (Fig. 2.3A) ou somente éguas com 


ovulação única dentro de cada grupo (Fig. 2.3B), a concentração de progesterona 


plasmática foi similar entre grupos nos seis primeiros dias pós-ovulação (p>0,05). 


Por não haver diferença entre grupos, os ciclos estrais de todos os tratamentos 


foram reagrupados e a análise estatística foi realizada levando em consideração 


éguas com ovulação dupla (n=6) ou única (n=23), cuja concentração de 


progesterona foi maior (p<0,05) no 6º dia pós-ovulação para éguas com dois CL 
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(Fig. 2.3C). A concentração de progesterona para CL com ecogenicidade 


homogênea (14 ciclos) ou com centro anecóico (9 ciclos) em éguas com 


ovulação única foi similar (p>0,10) nos primeiros seis dias pós-ovulação (Fig. 


2.3D). O diâmetro médio do CL também foi similar em todos os momentos (Fig. 


2.3E).        
 
 
 
 
 
Tabela 1.3: Valores (Média ± EPM) para o diâmetro (mm) do maior folículo, 


período (horas) entre o tratamento e a detecção da ovulação e o 


intervalo inter-ovulatório (dias) para os grupos com folículo de 30 


(F30) ou 35 (F35) mm tratados com salina (controle) ou com hCG.  


Grupos 
           


 Diâmetro no 
dia do 


tratamento 
(mm)*** 


 Diâmetro 
Máximo 


 
(mm)** 


Diâmetro no 
dia anterior a 


ovualção 
(mm) 


Tempo  
punção 


ovulação 
(Horas)*** 


 Iintervalo 
inter-


ovulatório 
(Dias)* 


F30+Salina  31,5 ± 0,3A  37,9 ± 1,8A 37,6 ± 1,8A 96,0 ± 8,8A  23,8 ± 0,7A


F30+hCG  31,2 ± 0,3A  33,0 ± 0,6B 32,5 ± 1,0A 48,0 ± 0,0B  21,3 ± 0,4B


F35+Salina  35,9 ± 0,3B  37,9 ± 0,9A 33,3 ± 2,4A 72,0 ± 9,1C  24,1 ± 0,9A


F35+hCG  35,9 ± 0,3B  37,3 ± 0,7A 35,9 ± 1,3A 48,0 ± 4,0B  22,3 ± 0,5AB


AB   nas colunas diferem significativamente   
* p<0,05;  ** p<0,01;   *** p<0,001.  
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Hora 0 = momento do tratamento com salina ou hCG. 
As setas (H0 e H30) indicam o momento da colheita do fluido folicular.   
 * indica decréscimo (p<0,001) do diâmetro folicular entre a hora 0 e 24.  
O número na parte superior e inferior das linhas indicam o número de animais.     
 


Figura 1.3: Diâmetro do maior folículo antes e após o tratamento para os grupos 


controles (F30 e F35+salina) ou tratados com hCG (F30 e F35+hCG) 


na hora 0. Não houve diferença (p>0,001) entre os grupos F30 


(controle versus hCG) ou F35 (controle versus hCG), até o momento 


do tratamento (H0). Vinte quatro horas antes até o momento do 


tratamento (H0), o grupo F35mm foi maior que o F30mm (p<0,001) e 


nas próximas 48 horas, não houve diferença (p>0,05) entre todos os 


grupos.  
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Tabela 2.3: Concentração (Média ± EPM) intra-folicular de progesterona, 


androestenediona e estradiol para os grupos com folículos de 30 


(F30) ou 35 (F35) mm tratados com salina (controle) ou com hCG.   


 Progesterona 
(ng/mL) 


Androsteneidiona 


(ng/mL) 
Estradiol 
(ng/mL)  


Grupos  hora 0  hora 30 Hora 0 hora 30 hora 0  hora 30 


F30+salina   138,6±30,2  186,4±33,9  111,5±24,0 127,9±27,7    903,0±165,6  1.061,6±  99,0a


F30+hCG   101,9±19,3a   174,3±22,7b   89,6±26,8 138,6±41,0 1.032,3±248,5     909,5±154,2a


F35+salina   104,7±20,6  157,6±48,4 146,8±23,1 148,5±26,3 1.343,1±249,5  1.223,9±138,1a


F35+hCG   162,5±32,7  212,9±16,0 145,6±21,2 116,1±31,2 1.312,4±190,0a     606,3±101,2b


ab diferem significativamente dentro das linhas (p<0,02) ou colunas (p<0,05) para cada hormônio. 
As linhas ou colunas sem indicação de letras são similares.   
 


 


 
 
 
Tabela 3.3: Concentração (Média ± EPM) intra-folicular de IGF-1 livre e inibina-A 


para os grupos com folículos de 30 (F30) ou 35 (F35) mm tratados 


com salina (controle) ou com hCG, imediatamente antes (hora 0) e 


30 horas após (hora 30) o tratamento.   


IGF-1 
(ng/mL)  


Inibina-A  


(ng/mL) 


Grupos hora 0 hora 30 hora 0  hora 30 


 F30+Salina   29,04 ±  8,59a  11,44 ± 3,71b  58,1 ± 7,46  54,51 ± 3,72 


 F30+hCG  12,81 ± 3,04  15,44 ± 5,52  71,77 ± 11,85a  96,06 ± 17,76b 


 F35+Salina  13,23 ± 4,11  11,33 ± 2,77  72,01 ± 12,56a  54,52 ± 12,65b 


 F35h+hCG   23,99 ± 9,06  25,03 ± 11,44  69,68 ± 7,01  66,23 ± 21,11 


ab   nas linhas diferem significativamente (p<0,05) 


As linhas sem indicação de letras são similares 
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Figura 2.3: Não houve diferença entre grupos (p>0,1) na concentração 


plasmática de progesterona (Média ± SEM) incluindo éguas com 


ovulação dupla (A) ou com apenas uma ovulação (B). A marca # 


indica tendência (p>0,05 e <0,10) e o asterisco (*) significância 


(p<0,05) para progesterona em éguas com ovulações duplas 


versus únicas (C). Nos animais com CL cavitário ou homogêneo 


(D) a concentração de progesterona foi similar (p>0,05) entre 


grupos, assim como para o diâmetro do CL (E). 
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6. DISCUSSÃO 
 


6.1. Experimento 1. 


 


O tempo requerido para emergência da onda folicular induzida pela 


aspiração de folículos ≥5 mm de diâmetro foi, em média, 2,3 a 2,6 dias com 


variação de 1 a 4 dias (Tab. 1.1), encontrando-se de acordo com o tempo 


observado por Gastal et al. (1997, 2004). A variação de 1 a 4 dias para a 


emergência da onda, embora não avaliada criticamente, parece depender da 


existência ou não de folículos com diâmetro próximo dos cinco milímetros no 


momento da aspiração dos demais, os quais devem responder rapidamente à 


elevação de FSH pós aspiração. Sobre este tema, a literatura demonstra 


aumento da concentração plasmática de FSH quando todos os folículos são 


aspirados, resultado da eliminação da fonte supressora para o FSH e sua relação 


com a emergência da onda. 


Durante a fase de crescimento comum após a aspiração dos folículos, o 


tempo requerido para o maior folículo atingir o diâmetro esperado do desvio 


(média 5,7 a 5,8 dias) está estreitamente relacionado ao tempo de seis dias 


observado por Ginther et al. (2004b). A taxa média de crescimento do F1 e do F2, 


no período comum de desenvolvimento, variou de 3,0 a 3,8 mm/dia, sendo 


também similar à da literatura. A similaridade no desenvolvimento dos dois 


maiores folículos até o momento do desvio está de acordo com os dados de 


Ginther et al. (1997) e indica que ambos possuem capacidade para continuar 


crescendo, tal capacidade foi demonstrada através do contínuo desenvolvimento 


do segundo maior folículo após a aspiração do maior (Ginther et al. 2002). 


Segundo Gastal et al. (2004) os quatros maiores folículos da égua possuem 


potencial para continuar seu desenvolvimento e se tornarem dominantes, desde 


que, seja eliminado o efeito supressivo dos folículos maiores, porém deve ser 


considerada a diferença em diâmetro entre eles. 


A taxa de crescimento para o folículo dominante (F1), em todos os grupos 


após o desvio, manteve-se na faixa de 3,0 mm/dia. Contrariamente no folículo 


subordinado (F2) houve redução drástica da taxa de crescimento, entrando em 


atresia posteriormente (Tab. 2.1), o que caracterizou o momento da divergência 


entre os dois maiores folículos, observação essa, já discutida na maioria dos 
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trabalhos que enfatizam a dinâmica folicular na égua (Bergfelt, 1998; Buratini et 


al. 1997; Gastal et al. 1997, 2004; Ginther, 2000, Ginther et al. 2004, 2004a).  


O diâmetro do F1, no momento do desvio folicular neste experimento foi 


compatível com o diâmetro detectado por Gastal et al. (1997) utilizando o modelo 


de dois folículos. Não se verificou influência da imunização passiva contra 


estradiol na égua sobre o momento da detecção do desvio folicular. Conforme 


pode ser observado na figura 2.1, o momento da detecção do desvio coincidiu 


com o momento esperado do desvio para os grupos controle ou tratado com soro 


anti-E2 e o diâmetro do F1 também foi similar entre grupos no momento do 


desvio, indicando que a imunização anti-E2 não provocou atraso no momento do 


desvio em relação ao controle, contrário ao observado em vacas (Beg et al. 


2003), entretanto a taxa de crescimento do F1 no grupo imunizado, foi maior 


(p<0,05) no período pré-tratamento em relação ao pós-tratamento (Tab. 2.1), o 


que não ocorreu no controle. Esta observação indica uma possível influência da 


imunização anti-E2 na redução do desenvolvimento folicular, porém é preciso 


precaução nesse contexto, uma vez que a taxa de crescimento médio do F1, pós-


tratamento foi similar ao controle.  


É razoável se pensar que a imunização anti-E2 interfira no crescimento 


folicular, pois o estradiol tanto “in vivo” quanto “in vitro” em animais de laboratório 


contribui no crescimento folicular estimulando a proliferação das células da 


granulosa e aumentando a sensitividade dessas células ao LH e FSH, por 


estimular a expressão de receptores na membrana celular para essas 


gonadotrofinas (Findley, 1999; Rosenfelt et al. 2001). Em eqüinos há indicação 


da contribuição do estradiol ao redor do desvio folicular auxiliando na supressão 


de FSH e aumentando a resposta folicular às gonadotrofinas (Ginther et al. 2002, 


2004a). Se a imunização anti-E2 teve efeito sobre a disponibilidade de estradiol 


no fluido folicular, a ponto de interferir no desenvolvimento do folículo, não foi 


determinado. A despeito de não ter sido mensurada a concentração de estradiol, 


observou-se que a imunização não imobilizou estradiol o suficiente, que 


interferisse na liberação hipofisária de gonadotrofinas, pois o perfil do FSH e LH 


foi similar entre grupos imunizado e controle no período pré e pós-tratamento. E 


não houve, na média, prevenção de declínio da concentração de FSH ou 


prevenção de elevação da concentração de LH após o tratamento, conforme as 


expectativas iniciais. 







Discussão do Experimento 1 74


No grupo controle observa-se pequena elevação ou estabilização na 


concentração de FSH logo após o tratamento em 50% das éguas no controle 


(3/6; Apêndice A,B), mantendo-se por algumas horas e em 42,8% no Ganti-E2 


(3/7; Fig. 4.1 e Apêndice C,D), não refletindo em mudança no perfil médio. Mas 


uma égua demonstrou elevação do FSH de 11 para 16 ng/mL entre seis e 30 


horas após o tratamento com queda posterior, essa elevação considerável pode 


ter sido efeito da imunização e juntamente com o LH também em elevação 


devem ter contribuído para a seleção de um segundo folículo que, normalmente, 


está destinado à regressão. Este folículo desenvolveu em co-dominância com o 


F1, resultando em ovulação dupla (Fig. 4.1A,B).  


A falta de reflexo da imunização anti-E2 sobre as gonadotrofinas, na 


maioria das éguas, não foi determinada, o fato é que pouco se conhece sobre a 


ação de anticorpos anti-estrógeno na égua e possivelmente os animais 


respondam de forma individual, o que talvez possa justificar a co-dominância 


observada. Porém, prudência é necessário ao interpretar esses dados, pois, 2 a 


11% das éguas da raça pônei podem manifestar dupla ovulação naturalmente 


(Ginther, 1992).  


No grupo, cuja aspiração do F1 foi realizada no momento esperado do 


desvio, o F2 assumiu o papel de dominante e o F3 o de primeiro folículo 


subordinado, após a eliminação do maior folículo (Fig. 1.1).  


A eliminação do maior folículo influenciou de forma a atrasar o momento 


da detecção do desvio entre o segundo e o terceiro maior folículo, em relação ao 


controle. Entretanto, não houve relação temporal entre o atraso do desvio e a 


prevenção ou elevação na concentração de FSH, pois, na média o FSH 


continuou em concentrações decrescentes após a aspiração do maior folículo 


(Fig. 6.1A). Três das seis éguas (50%) apresentaram concentração de FSH 


estável ou pequeno aumento foi observado nas primeiras 36 horas após a 


aspiração do F1, não havendo relação direta com o atraso no desvio e éguas 


com a concentração de FSH decrescente também atrasaram o momento do 


desvio observado em relação ao esperado (Apêndice F). O atraso na detecção 


do desvio entre F2 e F3 neste experimento estão em concordância com os dados 


observados por Ginther et al. (2002). Porém este autor observou relação 


temporal na manutenção da concentração de FSH por 24 horas após a aspiração 


do F1 e o momento do desvio observado entre F2 e F3, mas o atraso não foi 
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atribuído a esta relação e sim à mudança temporal do IGF-1 no fluido folicular do 


F2 após a aspiração do maior folículo, possivelmente estimulando a 


responsividade às gonadotrofinas. 


A expressão de receptores para FSH ou LH como indicativo de aumento 


na responsividade às gonadotrofinas não foi estudada neste experimento, porém 


é plausível se pensar que o segundo e terceiro maior folículo, teoricamente 


destinado ao processo de atresia, estivesse sincronizado com a ação 


gonadotrófica no momento do desvio esperado, especialmente nos de co-


dominância observado neste estudo (uma égua no Ganti-E2 e outra no GAF1) e 


nos casos de aspiração do maior folículo, o que ocasionou o atraso no desvio 


entre o F2 e F3. Talvez mudanças no padrão de síntese de fatores intra-


foliculares associado à ação gonadotrófica nesses folículos tenham contribuído 


para a continuidade de seu desenvolvimento.  


O perfil de inibina total no plasma não sofreu influência dos tratamentos, 


mantendo-se similar entre os grupos tratados e controle, assim como os dados 


da literatura. A relação temporal inversa entre a concentração de inibina e FSH 


nos períodos pré e pós-desvio observado (Fig. 6.1C,D,E), indica o efeito 


supressivo da inibina sobre o FSH, relação essa já discutida anteriormente 


(Ginther et al. 2001).                 
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6.2. Experimento 2 e 3. 


 


De sete animais excluídos do experimento 2, cinco foram do grupo 


submetido à punção folicular (G2) e dois do grupo controle (G1). Dos cinco 


animais excluídos do G2, dois foram atribuídos ao efeito direto da punção 


folicular. Em uma das éguas, observou-se hemorragia intrafolicular 


imediatamente após a colheita do fluído, tornando-o folículo hemorrágico 


anovulatório, entretanto, tinha mais um folículo de tamanho pré-ovulatório (33 


mm) que também se tornou hemorrágico, possivelmente houvesse tendência 


neste animal em desenvolver folículo hemorrágico. A outra exclusão foi devido à 


redução do diâmetro folicular de 35 para 19 mm posterior à colheita do fluido 


folicular, a razão para a total regressão foi atribuída ao excesso de manipulação 


ovariana durante o procedimento de colheita da amostra, sendo necessária 


quatro perfurações do folículo para se obter o fluido, razão pela qual esse animal 


foi excluído das análises.  


As demais exclusões foram devidas à persistência de folículos 


anovulatórios (G1; n=1), (G2; n=2), que entraram em atresia posteriormente ou 


pelo fato das ovulações terem ocorrido com folículo menor que 35 mm (n=2). As 


atresias foliculares observadas após a colheita do fluido, não foram atribuídas ao 


processo de punção do folículo e sim a uma possível falta de resposta do eixo 


hipotálamo/adenohipófise ao estradiol ou às concentrações inadequadas de 


estradiol circulante para induzir os picos pré ovulatórios de LH, a despeito de não 


terem sido mensuradas as concentrações plasmáticas desses hormônios nesses 


animais.   


   As situações anômalas, aqui mencionadas podem interferir na 


ecogenicidade da parede folicular e podem exercer efeito sobre as concentrações 


hormonais, variáveis essas, objeto de estudo e uma vez que as anormalidades 


não foram atribuídas apenas à punção folicular, justifica-se a exclusão desses 


animais.  


No experimento 3, apesar dos folículos terem sido submetidos a duas 


punções com intervalo de 30 horas, somente três (8,8%) casos de hemorragia 


folicular foram detectadas e todas nas éguas, cujo tratamento foi realizado com 


folículos de 30 mm de diâmetro. O desenvolvimento desses folículos 


hemorrágicos foi diagnosticado 42 a 120 horas após a colheita do fluido pela 
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mudança de ecogenicidade e formação de bandas ecóicas devido à formação de 


fibrina. Apesar desse experimento não ter sido realizado com o objetivo de 


estudar o efeito da punção folicular sobre a integridade da parede folicular e o 


percentual de alterações ter sido baixo, somado a apenas um caso de 


hemorragia no momento da punção no experimento 2, leva-nos a refletir que as 


hemorragias tardias pós colheita de fluido folicular possam ocorrer devido à 


perfuração do folículo, pois no fluido folicular, há peptídeos ligados à heparina 


que inibe a degradação de IGFPB levando ao aumento dessa proteína e 


diminuição do IGF-1 livre no fluido de folículos destinados a regredir (Gérard et al. 


2004). Talvez essa heparina possa ter alguma participação no processo de 


hemorragia desses folículos puncionados com formação de fibrina detectada 


tardiamente pelo ultra-som. Em função do exposto e pelo fato de na segunda 


colheita de amostra de fluido folicular nessas éguas, o fluido apresentar 


coloração avermelhada indicando a presença de sangue hemolizado, o que 


poderia interferir na concentração de fatores intrafoliculares, objeto de estudo 


nesse experimento, justifica a exclusão desses animais para as análises. 


As punções dos folículos com diâmetro ≥35 mm, utilizando agulha fina, 


provocou uma pequena redução do diâmetro folicular detectada 24 horas mais 


tarde, sem interferência na ocorrência das ovulações no experimento 2 (Fig. 


1.2A). Comportamento similar foi observado no experimento 3 (Fig. 1.3), porém a 


detecção do restabelecimento do crescimento folicular ficou prejudicada pelo fato 


da maioria das éguas terem ovulado até 48 horas após o tratamento, o que era 


esperado para os grupos tratados com hCG. No grupo F35+salina não houve 


restabelecimento do crescimento folicular e a maioria das éguas ovularam com 


folículo menor que 35 mm, o que não ocorreu no grupo F30+salina (Tab. 1.3, Fig. 


1.3). Este fato atribui-se à realização de duas punções foliculares com intervalo 


de 30 horas. Além disso, nos folículos maiores, foi necessário maior pressão 


manual para manter o folículo na direção da agulha e havia menor espessura de 


tecido ovariano, o que interfere no direcionamento da agulha guia até próximo do 


folículo, para em seguida adentrar com a agulha fina, essas dificuldades foram 


menores nos folículos de 30 mm. Somado às dificuldades, a segunda punção, 30 


horas mais tarde, impossibilitou a recuperação de crescimento folicular para o 


grupo F35+salina, o que não ocorreu no F30+salina e nem no experimento 2 para 


folículos de 35 mm, uma vez que houve apenas uma punção.  
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No trabalho de Ginther et al. (2004b) não houve recuperação do diâmetro 


folicular após três punções no período de 24 horas realizadas em folículos no 


período do desvio folicular, indicando que o grau de lesão da parede folicular é 


importante para a continuidade do crescimento ou regressão do folículo, porém 


quando se injetou IGF-1 intrafolicular, a maioria dos folículos continuaram seu 


crescimento e ovularam mesmo após as três punções, indicando que o IGF-1 


intrafolicular exerce um papel importante no desenvolvimento do folículo. Apesar 


da redução em diâmetro do folículo, as ovulações ocorreram normalmente nos 


dois experimentos deste estudo, indicando que a técnica é eficiente para 


obtenção de amostra de fluido de folículos pré-ovulatórios sem interferir na 


ocorrência da ovulação.  


Outras variáveis como: o diâmetro máximo do folículo, diâmetro no dia 


anterior à ovulação e intervalo inter-ovulatório não foram afetados pela punção 


folicular no experimento 2 (Tab.1.2) e nem no 3, exceto o diâmetro máximo do 


folículo no grupo F30+hCG. Isso ocorreu devido à boa resposta ovulatória dos 


folículos de 30 mm após a indução com hCG. O menor intervalo inter-ovulatório 


no experimento 3, para os grupos tratados com hCG em relação aos controles, 


também foi atribuído à antecipação da ovulação pela ação do hCG e não pela 


punção folicular. Os resultados obtidos para essas variáveis, no presente 


experimento, são compatíveis com outros trabalhos que não utilizaram punção 


folicular (Daels & Hughes, 1993; Ginther, 1992), o que nos permite recomendar o 


uso da técnica para obtenção de fluido folicular de folículos pré-ovulatórios. 


Com relação à ecotextura estudada no experimento 2, a colheita de fluido 


folicular, por meio da punção, não influenciou a ecogenicidade da camada 


granulosa ou a proeminência da camada anecóica, pois, quando os dados foram 


tabulados levando em consideração o dia da punção folicular (Fig. 1.2B,C), a 


ecogenicidade da camada granulosa e proeminência da banda anecóica 


continuou aumentando igualmente no grupo puncionado e no controle, chegando 


a escore 2 a 2,5 dois a três dias mais tarde. Ao tabular os dados tendo o dia da 


ovulação como parâmetro (Fig. 1.2D,E), tanto a ecogenicidade da camada 


granulosa quanto a proeminência da banda anecóica aumentou a partir de três 


dias antes da ovulação com escore máximo no dia anterior à ovulação, sendo 


ligeiramente mais elevado para o grupo puncionado, com diferença significativa 


apenas no dia anterior à ovulação. Essa diferença não se atribui ao efeito da 
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punção, uma vez que o momento da punção ficou disperso nessa forma de 


tabulação. Gastal et al. (1998) também observaram aumento da espessura da 


camada granulosa e proeminência da banda anecóica com escores máximos no 


dia anterior à ovulação, dados similares aos observados neste experimento. Em 


outros trabalhos do mesmo autor, observaram aumento da espessura ecogênica 


da camada granulosa e proeminência da banda anecóica com a maturação 


folicular induzida ou não pelo hCG (Gastal et al., 1999b; 2006). 


Escores máximos para a banda anecóica observados no presente trabalho 


coincidiram com altas concentrações de estradiol plasmático, o que pode ter 


influenciado na formação de edema na região periférica do folículo, aumentando 


a proeminência da banda anecóica com a proximidade da ovulação. Fluxo 


sangüíneo arterial do folículo em éguas foi observado por meio de ultra-som 


“color Doppler” antes do desvio folicular, com aumento da vascularização no 


folículo dominante e redução no subordinado (Acosta et al. 2004). A redução do 


fluxo sangüíneo também foi observada a partir de quatro horas antes da ovulação 


(Gastal et al. 2006).  


As concentrações plasmáticas de FSH, LH, inibina total e estradiol não 


sofreram interferência da colheita do fluido folicular no experimento 2. Esses 


hormônios apresentaram perfil similar ao controle após a punção do folículo, bem 


como nos seis dias que antecederam a ovulação (Fig. 3.2A,B,C,D,E,F,G,H). A 


baixa concentração de FSH plasmático, quando a égua apresentava grandes 


folículos e elevação do LH no período pré-ovulatório, é compatível com os dados 


da literatura (Daels & Hughes 1993; Gastal et al. 1997). Ao relacionar o perfil de 


FSH e LH à concentração de inibina total e estradiol plasmático, que se 


mantiveram altos após a punção com pequena queda dois dias mais tarde, 


indicam que a redução do diâmetro folicular, detectado após a punção, reflexo de 


extravasamento de fluido folicular, não exerceu influência sobre as concentrações 


circulantes de inibina total e estradiol, que, por sua vez não interferiram nos 


padrões esperados para o perfil plasmático de FSH e LH.    


A elevação rápida da concentração de inibina total plasmática entre um dia 


antes e o dia da detecção da ovulação em ambos os grupos do experimento 2 


(Fig. 3.2G), foi similar aos dados de Nagamine et al. (1998), possivelmente isso 


tenha ocorrido devido a liberação de fluido folicular para a cavidade abdominal no 


momento da ovulação. A causa exata para esse fenômeno não foi determinada, 
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porém quando se injetou fluido folicular intra-abdominal, observou-se elevação da 


inibina plasmática, o mesmo não foi observado para o estradiol (Nambo et al. 


2002). 


A figura 3.2H do experimento 2 mostra a redução da concentração 


plasmática de estradiol a partir de dois dias anteriores à ovulação, com queda 


significativa entre o dia -1 e o dia da ovulação para ambos os grupos, este perfil 


está compatível com os dados descritos por Nagamine et al. (1998). A causa 


para esse evento também não foi determinada. Porém na tabela 2.3 do 


experimento 3 pode se observar queda na concentração intra-folicular de 


estradiol 30 horas após a aplicação de hCG parenteral, que foi significativa para o 


grupo de éguas com folículos de 35 mm de diâmetro. Essa redução intra-folicular 


de estradiol não foi determinada no experimento 2, mas a redução da 


concentração plasmática do estradiol com a proximidade da ovulação, pode ser 


reflexo de mudança no padrão de estroidogênese das células foliculares a 


medida que a ovulação se aproxima. Nesse contexto, os conhecimentos 


relacionados à síntese de esteróides indicam alteração do padrão enzimática 


para conversão dos andrógenos a estrógenos (Belin et al. 2000; Gerard & 


Monguet , 2002; Brown et al. 2004). Essas mudanças enzimáticas, a despeito de 


não ter sido avaliada neste experimento, pode ser a causa de redução da 


concentração do estradiol pré-ovulatório em éguas. Em um dos grupos não 


tratados com hCG (F35+salina), também houve redução na concentração de 


estradiol entre a H0 e H30, porém não significativo. Essa pequena redução pode 


ter sido devido às mesmas causas já discutidas, pois algumas éguas, 


possivelmente, já estivessem com o LH endógeno elevado nesse período 


estimulando a maturação folicular, uma vez que três éguas (37,5%) ovularam 48 


horas após o tratamento, o que não foi observado no grupo F30+salina. 


No Caso da progesterona, observou-se aumento da concentração intra-


folicular em todos os grupos entre a H0 e H30, com maior evidência para o grupo 


F30+hCG. Esses dados estão em concordância com as observações de Kojima 


et al. (2002), que observaram elevação da concentração intra-folicular de 


progesterona com a maturação folicular, sendo atribuído à luteinização das 


células da granulosa. A maior expressão de receptoras para LH nas células da 


granulosa, concomitante ao aumento do diâmetro e maturação folicular 


observada por Goudet et al. (1999), correlacionam-se positivamente com a 
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elevação da concentração de progesterona intrafolicular em eqüinos. O uso de 


hCG em éguas com folículos de diâmetro pré-ovulatório, influencia na transcrição 


da proteína StAR, bem como na redução da expressão da P450-17α, podendo 


estar relacionada ao aumento intra-folicular de progesterona (Kerban et al. 1999; 


Boerboom et al. 1999). 


  O aumento da concentração de IGF-1 livre no fluido de folículos em 


crescimento descrito por vários autores e atribuído à ação proteolítica das 


IGFBPs proteases (Bidges et al. 2001; Donadeu & Ginther, 2002; Fortune et al.                   


2001; Ginther et al. 2001, 2002; Spicer et al. 2005), não foi observado no 


presente estudo (experimento 3) em nenhum dos grupos. O hCG utilizado para 


maturação folicular e indução da ovulação, aparentemente não exerceu influência 


sobre a concentração de IGF-1 livre intra-folicular, pois foi observada elevação 


muito pequena entre a concentração pré e 30 horas após a aplicação do hCG 


(Tab. 3.3). Aparentemente o LH não exerce efeito sobre a concentração de IGF-


1, embora a elevação da concentração de LH esteja associada à elevação da 


concentração de IGF-1 livre no fluido folicular ao redor do desvio em bovinos 


(Bergfelt et al. 2001) e a capacidade ligadora da IGFPB-2 tenha aumentado após 


a aplicação exógena de LH (Gérard & Monget, 1998), porém o FSH parece 


estimular a IGFBP-4 protease em células da granulosa humana (Ginther et al. 


2001), podendo levar ao aumento de IGF-1 livre intrafolicular. Talvez pelo fato do 


hCG ser um produto com ação predominante de LH, não tenha influenciado 


sobre o IGF-1 no fluido folicular neste estudo, outra possibilidade é que os 


folículos,  a partir de um certo diâmetro, já tenham concentrações suficientes de 


IGF-1 livre para estimular a maturação folicular.  


A concentração de inibina-A intrafolicular aparentemente não sofreu 


influência da aplicação de hCG, pois nos grupos tratados com hCG houve 


aumento intra-folicular da inibina-A para as éguas com folículo de 30 mm de 


diâmetro e não para as de 35 mm. Portanto, esse aumento verificado no grupo 


F30+hCG deve ter ocorrido por outra causa, que não foi detectada no presente 


estudo. A despeito do IGF-1 ter efeito estimulatório na produção de inibina-A e 


ativina, as quais contribuem com o aumento da responsividade de receptores 


para FSH e LH na membrana celular (Ginther et al. 2004a), a discreta elevação 


de IGF-1 livre 30 horas após a aplicação de hCG não deve ter sido a responsável 
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pelo aumento da concentração de inibina-A intra-folicular no grupo F30+hCG, 


uma vez que o mesmo efeito não foi observado no grupo F35+hCG. 


  O diâmetro do folículo no dia anterior a ovulação não exerceu influência 


sobre o tamanho do CL. A maior variabilidade observada nas mensurações 


realizadas no dia da detecção da ovulação e 24 horas mais tarde, embora não 


significativa, está relacionada ao colapso da parede folicular, tornando a estrutura 


irregular e difícil de delimitar o seu contorno. A delimitação dificultada interfere na 


precisão das mensurações. 


O diâmetro do folículo no dia anterior à ovulação foi similar entre grupos e 


não interferiu na concentração plasmática de progesterona, sendo o perfil desse 


hormônio também similar. O perfil da progesterona observada neste estudo 


apresentou-se de acordo aos dados da literatura (Ginther 1992; Daels & Hughes, 


1993; Negy et al. 2004). 


O LH é conhecido como sendo o hormônio luteotrófico, estimulando a 


luteinização das células foliculares para a formação do CL. A administração de 


soro anti-LH em éguas, induz a regressão luteal e a adição de LH em cultivo de 


células luteais, resulta em aumento da produção de progesterona “in vitro” 


(Perkins et al. 1993). 


No presente estudo, o uso de hCG como indutor de ovulação não refletiu 


em aumento da concentração de progesterona pelo CL, a despeito da ação 


luteotrófica do LH. Possivelmente o período de ação do hCG foi longo o suficiente 


para induzir a ovulação, mas não para exercer efeito sobre o CL. O efeito do hCG 


sobre o aumento da concentrações de progesterona em éguas no diestro é 


controverso. Em trabalho recente observou-se aumento significativo da 


concentração de progesterona plasmática em éguas receptoras de embriões, 


estimuladas pelo hCG no 5º a 9º dia do diestro, esse aumento foi atribuído à ação 


luteotrófica do hCG (Arruda & Fleury, 2004). Contrariamente, Hendriks et al. 


(2006) não observaram o mesmo efeito utilizando hCG no 7º dia pós ovulação e 


discutem a possibilidade de uma possível ação luteolítica do hCG.  


A morfologia do CL observada por meio da ultra-sonografia não interfere 


na concentração plasmática de progesterona (McKinnon et al. 1993; Nagy et al. 


2004). Porém, as ovulações duplas levam a maior concentração desse hormônio 


que as éguas com CL único (Ginther, 1992; Roser et al. 1983; Urwin & Allen 


1983; Squires et al. 1987; Nagy et al. 2004). Perfil similar aos desses autores foi 
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observado no presente estudo, sendo que a maior concentração de progesterona 


detectada no 6º dia nas éguas com ovulação dupla, atribui-se à presença de dois 


CLs.  


Com base na ultra-sonografia, a morfologia do CL não interferiu na 


secreção de progesterona, estando em concordância aos dados previamente 


descritos (McKinnon et al. 1993; Nagy et al. 2004). A similaridade da 


concentração desse hormônio para éguas com CL de centro anecócico ou de 


ecogenicidade homogênea, indica que a imagem ultra-sonografica de CLs não 


auxilia na seleção de receptoras de embriões.       
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7. CONCLUSÕES 


 


Os resultados obtidos nestes estudos permitem concluir que: 
 


• A imunização contra estradiol em éguas não prolonga o desvio folicular 
mas, a aspiração do maior folículo no momento esperado do desvio foi 
capaz de exercer esse efeito. 


 
• Ambos, imunização contra estradiol ou aspiração do maior folículo no 


momento esperado do desvio não influenciam na concentração plasmática 
de FSH, LH, estradiol ou Inibna total. 


 
• A punção com agulha fina é eficiente na obtenção de amostra de fluido de 


folículos grandes, preservando a integridade folicular e sem interferência 
nas concentrações plasmáticas de FSH, LH, estradiol e Inibina total ou 
sobre as características ultra-sonográficas da parede folicular.  


 
• A punção do folículo pré-ovulatório não interfere no diâmetro do folículo no 


dia anterior à ovulação ou no intervalo inter-ovulatório. 
 


• O uso de hCG em folículos de 30 ou 35 mm de diâmetro antecipa a 
ovulação e se exerce influência sobre as concentrações de hormônios ou 
fatores intra-foliculares seria necessária a confirmação.  


 
• O hCG utilizado com indutor de ovulação não influencia na concentração 


de pregesterona plasmática produzida pelo CL.  
 


• O CL apresentando centro anecóico ou ecogenicidade homogênea não 
exerce influência sobre a concentração de progesterona plasmática. 
Contudo, o CL adicional apartir das ovulações duplas leva ao aumento da 
progesterona circulante no 6º dia pós-ovulação.   


 
• A onda folicular induzida por aspiração de todos os folículos ≥5 mm e o 


desvio entre o maior e o segundo maior folículo dessa onda, ocorrem 
respectivamente, dois a três e cinco a seis dias após o procedimento.  
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APÊNDICE A; Grupo controle: 


representação gráfica individual 


do desenvolvimento folicular e do 


perfil de FSH de três éguas, nas 


quais a detecção do desvio 


(indicado pela seta) coincidiu com 


o momento esperado do desvio  


(indicado pela linha vertical 


pontilhada), com diâmetro do F1 


representado pela linha horizontal 


pontilhada.  
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APÊNDICE B; Grupo controle: 


representação gráfica individual 


do desenvolvimento folicular e do 


perfil de FSH de três éguas que 


apresentaram atraso na detecção 


do desvio folicular (indicado pela 


seta) em relação ao momento 


esperado do  desvio  (indicado 


pela linha vertical pontilhada), com 


diâmetro do F1 representado pela 


linha horizontal pontilhada para 


os desvios, esperado e 


detectado.  
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APÊNDICE C; Grupo tratado 


com soro anti E2: 


Representação gráfica individual 


do desenvolvimento folicular e do 


perfil de FSH de três éguas, nas 


quais a detecção do desvio 


(indicado pela seta) coincidiu com 


o momento esperado do desvio  


(indicado pela linha vertical 


pontilhada), com diâmetro do F1 


representado pela linha horizontal 


pontilhada.  
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APÊNDICE D; Grupo tratado 


com soro anti E2: 
Representação gráfica individual 


do desenvolvimento folicular e do 


perfil de FSH de três éguas que 


apresentaram atraso na detecção 


do desvio folicular (indicado pela 


seta) em relação ao momento 


esperado do  desvio  (indicado 


pela linha vertical pontilhada), com 


diâmetro do F1 representado pela 


linha horizontal pontilhada para 


os desvios, esperado e 


detectado.  


  
  


 
 
 







Apêndices 101


-2 -1 0 1 2 3 4 5
0
5


10
15
20
25
30
35
40 F1


F2


Égua 133


F3


*


Dias


D
iâ


m
et


ro
 fo


lic
ul


ar
 (m


m
)


-48 -24 0 24 48 72 96 120
0
4
8


12
16
20
24
28


FSH


Égua 133


Horas


FS
H


 (n
g/


m
L)


-2 -1 0 1 2 3 4 5
0
5


10
15
20
25
30
35
40 F1


F2


Égua 288


F3
F4


*


Dias


D
iâ


m
et


ro
 fo


lic
ul


ar
 (m


m
)


-48 -24 0 24 48 72 96 120
0
4
8


12
16
20
24
28
32
36
40
44
48
52


FSH


Égua 288


Horas


FS
H


 (n
g/


m
L)


 


-2 -1 0 1 2 3 4 5
0
5


10
15
20
25
30
35
40 F1


F2


Égua 307


F3


*


Dias


D
iâ


m
et


ro
 fo


lic
ul


ar
 (m


m
)


-48 -24 0 24 48 72 96 120
0
4
8


12
16
20
24
28
32
36


FSH


Égua 307


Horas


FS
H


 (n
g/


m
L)


 
 


APÊNDICE E; Grupo com F1 


aspirado(*) no D0: 


Representação gráfica individual 


do desenvolvimento folicular e do 


perfil de FSH em éguas que 


apresentaram atraso na detecção 


do desvio folicular (indicado pela 


seta) em relação ao momento 


esperado do  desvio  (indicado 


pela linha vertical pontilhada), com 


diâmetro do F1 representado pela 


linha horizontal pontilhada para 


os desvios, esperado e 


detectado.  
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APÊNDICE F; Grupo com F1 aspirado(*) no momento esperado do desvio: 


Representação gráfica individual do desenvolvimento folicular e do 


perfil de FSH em éguas nas quais a detecção do desvio (indicado 


pela seta) coincidiu com o momento esperado do desvio  (indicado 


pela linha vertical pontilhada), com diâmetro do F1 representado pela 


linha horizontal pontilhada. O perfil do F2 e F3 dificultou a detecção 


do desvio após a aspiração do F1.    
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