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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.

FERTILIDADE DE EGUAS CRIOULAS APOS
ASPIRACAO FOLICULAR

AUTOR: VIVIAN CAMPOS LAIA FRANCO
ORIENTADOR: CARLOS ANTONIO MONDINO SILVA
Santa Maria, 20 de fevereiro de 2006.

A aspiracdo folicular transvaginal ¢ um método ndo invasivo de obter
oocitos de animais vivos. Devido a quase inexisténcia de estudos
relacionados a técnica, na espécie eqliina ainda nao se conhece bem seus
efeitos sobre a fertilidade. Para avaliar o efeito da aspiracdo folicular sobre a
fertilidade de ¢éguas no ciclo subseqiiente, foram realizados dois
experimentos utilizando um ultra-som de 5,0MHz com transdutor setorial.
No primeiro experimento, quinze éguas Crioulas serviram como controle e
ndo foram aspiradas e outras quinze foram distribuidas em trés grupos, de
acordo com o tamanho do foliculo aspirado: 25-29mm (n=4; Grupo 1); 30-
34mm (n=6; Grupo2) ou > 35mm (n=5; Grupo 3), todas na fase do estro. No
segundo experimento, vinte e cinco éguas foram aspiradas durante o diestro
e trinta e uma serviram como éguas-controle, ndo sendo aspiradas. O
numero de foliculos aspirados por ovario variou de quatro a oito. Todos os
foliculos visualizados no monitor foram aspirados. A escolha do dia da
aspiracdo foi determinada quando as éguas apresentaram acima de quatro
foliculos com didmetro superior a Smm em cada ovario. No primeiro
experimento, as taxas de prenhez foram: 75,0% (Grupo 1), 83,3% (Grupo 2),
60,0% (Grupo 3) e 73,3% (Grupo 4 - Controle). No Experimento II, o grupo
de éguas com foliculos aspirados apresentou porcentagem de gestacdo de
76,0% e o grupo controle 77,4%. Nos dois experimentos, a taxa de prenhez
das éguas controle e das que foram aspiradas foi similar (P>0,05). Esta
pesquisa indica que a fertilidade das éguas no primeiro ciclo pds-aspiragdo
ndo foi afetada pela técnica.

Palavras-chave: fertilidade, eqiiinos, éguas, Crioulo, aspiragéo folicular.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil.

FERTILITY OF CRIOLLO MARES AFTER
FOLLICULAR ASPIRATION

AUTHOR: VIVIAN CAMPOS LAIA FRANCO
ADVISER: CARLOS ANTONIO MONDINO SILVA
Santa Maria, February 20, 2006.

Transvaginal ultrasound-guided follicle aspiration is a non-invasive
procedure for oocyte recovery from live animals. In equine medicine there
are a few studies about this technique, so there is lack of information.
Therefore, to evaluate the effect of follicular aspiration on subsequent
fertility in mares, two experiments were conducted using an ultrasound with
a setorial probe (5.0MHz). On the first experiment, fifteen Criollo mares
were not aspirated and fifteen were assigned to one of three groups
according to the diameter of the aspirated follicle: 25-29mm (n=4; Group 1);
30-34mm (n=6; Group 2) or > 35mm (n=5; Group 3), all of them in oestrus.
On the second experiment, the follicular aspiration was performed in twenty
five mares during dioestrus and thirty one were used as control mares. The
number of follicles aspirated was between 4 and 8 and all visualized follicles
were aspirated. Follicle aspiration was performed when at least four follicles
(> Smm) were present on both ovaries. In the Experiment I, the pregnancy
rates were 75.0% (Group 1), 83.3% (Group 2), 60.0% (Group 3), and 73.3%
(Group 4 - Control). In the Experiment II, pregnancy rates were 76.0% in
aspirated group and 77.4% in control group. On both experiments,
pregnancy rates were similar in treated and control mares (P>0.05). So far
the study indicated that next cycle fertility was not affected by the follicular
aspiration.

Key-words: fertility, equine, mares, Criollo, follicular aspiration.



1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) ¢ a principal tecnologia de
reproducao assistida utilizada na espécie eqiiina (COOK et al., 1993).
Com a aplicacao dessa técnica, € possivel obter produtos de éguas em
periodo de competicdo e aumentar o nimero de potros de animais de
alto valor genético (SQUIRES et al., 1999).

As maiores limitacdes da TE sdo a dificuldade de superovulacao
e os baixos resultados obtidos com éguas idosas € com endometrite
(SQUIRES et al., 1999). Para esses animais, a alternativa seria o uso
das novas biotécnicas desenvolvidas: transferéncia de odcitos,
fertilizagdo in vitro, injecdo intracitoplasmatica de espermatozoéides
(ICSI), transferéncia nuclear e clonagem. Embora os procedimentos
envolvidos na realizacdo dessas técnicas diferirem muito, ha um
componente em comum, a obtengdo de odcitos viaveis.
Experimentalmente, os odcitos sdo coletados de ovarios de
frigorificos, mas para a aplicagado clinica, os o6citos devem ser obtidos
de animais vivos, utilizando um método seguro, pratico e eficiente
(VANDERWALLS et al., 2002).

Diferentes técnicas sdo descritas para a coleta in vivo de odcitos:
a aspiracao folicular com exteriorizagao do ovario (VOGELSANG et
al., 1988), a aspiragdo folicular transcutanea pelo flanco (McKINNON
et al., 1986; PALMER et al, 1987) e a aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultra-som (BRUCK et al., 1992; BRACHER
et al., 1993; COOK et al., 1993; DUCHAMP et al., 1995; KANITZ et
al., 1995; MEINTIES et al, 1995; MARI et al., 2005). A mais



utilizada ultimamente ¢ a transvaginal guiada por ultra-som, por ser
pratica e pouco invasiva.

Como os estudos sobre aspiragao folicular in vivo em éguas ainda
sdo escassos, ainda ha duvidas sobre seus efeitos ou as possiveis
alteragdes provocadas sobre a fertilidade apos sua realizagao.

O objetivo desta pesquisa foi determinar se a aspiracao folicular

em éguas da raga Crioula afeta a fertilidade no préximo ciclo estral.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A técnica de aspiragdo folicular transcutinea através do flanco
com a égua em estagdo foi descrita pioneiramente por McKinnon
(1986) e Palmer (1987). Procedimento semelhante foi descrito por
Hinrichs et al. (1990) com indices de recuperagao de 73,0%. Neste
caso, foi adicionada a técnica de aspiracao pelo flanco, uma incisdo na
parede cranial da vagina, a qual permitia ao operador introduzir sua
mao na cavidade peritoneal e fixar o ovério diretamente contra o
trocater.

O primeiro grupo de pesquisadores que descreveu a aspiracao
folicular transvaginal em éguas foi o de Briick et al. (1992).
Fundamentados na técnica utilizada em programas humanos e
bovinos, a equipe aspirou foliculos pré-ovulatorios com um transdutor
setorial conectado a um aparelho de ultra-som, cujo monitor indicava
em sua tela, a linha de pung¢do. Desde entdo, muitos pesquisadores t€ém
utilizado esta técnica, verificando a influéncia dos seguintes fatores na
taxa de recuperacao: estagio do ciclo estral (HINRINCHS et al., 1990;
BRACHER et al., 1993; COOK et al., 1993; MEINTIJES et al., 1995;
MARI et al., 2005), tipo de agulha (BRACHER et al., 1993; COOK et
al., 1993; DUCHAMP et al., 1995; MARI et al., 2005) tamanho do
foliculo aspirado (DUCHAMP et al., 1995; KANITZ et al., 1995) e
pressdo de vicuo (BRACHER et al., 1993; BRUCK et al., 1997). Ha
uma variabilidade muito grande entre os resultados e estes ainda nao

sao satisfatorios.



Embora para grandes animais, a técnica da OPU pareca ser
simples, pouco invasiva, repetivel e eficiente (BRUCK et al., 1992;
BRACHER et al., 1993; CARNEVALE & GINTHER, 1993; COOK
et al., 1993; VANDERWALL et al., 2005), algumas equipes relatam
complicagdes decorrentes desse procedimento. Em 1993, a equipe de
Bracher descreveu o efeito de quatro aspiracdes foliculares em ovarios
(post-mortem) de uma €gua, seis semanas apds a ultima aspiragdo. O
estudo revelou diversas aderéncias na superficie e pequenas e
multiplas éreas circulares de hemorragia no estroma. Ja em 2001,
Weber e colaboradores descreveram complicagdes clinicas em trés
¢guas apos a realizagdo de procedimento semelhante (tratamento
intraluteal). FEles descreveram sinais clinicos consistentes com
infeccdo ovariana persistente, incluindo massa luteal ecogénica, dor
no ovario durante a palpacdo retal, colica intermitente, pirexia, perda
de peso e adesoes entre o ovario afetado e estruturas adjacentes.

Em 2002, Vanderwall et al. relataram um caso de severa
hemorragia interna apdés uma sessdo de aspiragdo folicular. A
hemorragia ocorreu possivelmente por rompimento da artéria uterina
esquerda, causado pela agulha de pun¢do. A eutandsia foi realizada
devido ao progndstico desfavoravel. Em vacas, também ja foram
descritas complicacdes decorrentes da aspiracao folicular. Em 2002,
Snel-Oliveira et al. observaram lesdes histologicas evidenciando o
efeito direto da intervencao devido a micro-traumas (fibrose capsular e
possivel atresia folicular patologica), ou a conseqiiéncias secundarias
(atresia folicular conseqiiente de uma inibicao da ovulagdo), sugerindo

que alteragdes patoldgicas quando em grande nimero, podem alterar a



fun¢do ovariana. Em humanos, Bennett ez al. (1993) relataram dezoito
casos de complicagdes apos aspiragdo folicular guiada por ultra-som.
Destes, nove foram infec¢des graves com formagdo de abscesso
pélvico. Exames microbiologicos sugeriram que a provavel rota da
infeccdo foi pela inoculagdo direta de organismos bacterianos da flora
vaginal dentro da cavidade peritoneal pela agulha. Outros autores
(TURECK et al., 1993; DICKER et al., 1993) também relataram
severas complicagdes abdominais apds procedimentos de recuperacao
transvaginal de odcitos guiada por ultra-som.

Atualmente, a aspiracdo folicular ¢ utilizada comercialmente
somente para bovinos, porém pode ser um importante aliado na
reproducdo de éguas subférteis. O custo da tecnologia pode ser
justificado pelo valor individual do animal. Esse alto custo se deve
principalmente aos equipamentos necessarios, que incluem um ultra-
som equipado com um transdutor e guia de aspiragdo, uma bomba de
vacuo, uma linha de aspiracdo e agulha.

A realizacao de bidpsia endometrial e citologia uterina é indicada
para garantir que a fertilidade ndo seja influenciada por patologias
uterinas. Na espécie eqiiina, a andlise histopatologica de bidpsias de
endométrio ¢ indicada como método auxiliar no prognostico do futuro
reprodutivo. As informagdes obtidas sdo de grande importancia na
avaliagdo do potencial reprodutivo, portanto indicada no exame
ginecologico de qualquer égua ndo gestante em programa de
reproducado assistida. Por meio de uma tnica bidpsia ¢ possivel chegar
ao diagnostico preciso das condigdes uterinas e ao progndstico quanto

a capacidade do endométrio de levar a gestagao a termo (SILVA et al.,



1987; KENNEY et al., 1990). A biopsia do endométrio ¢ de facil
execucao, segura, pode ser realizada pelo veterindrio de campo e nao
afeta as taxas de concepgao pds-coleta, desde que medidas adequadas
de higiene sejam adotadas (WATSON et al., 1992).

Dependendo do grau de inflamagdo, fibrose e degeneragdo
glandular presente no endométrio, as éguas sdo classificadas em trés
categorias distintas. Na primeira, sdo agrupadas as ¢éguas que
apresentam auséncia de alteracdes endometriais, ou com alteragdes
discretas como infiltracdo por neutrédfilos, discreta ou moderada
(endometrite aguda), infiltrado mononuclear discreto local e fibrose
periglandular focal discreta. Na categoria II, sdo agrupadas as éguas
com endométrio exibindo alteragdes mais severas que o grupo
anterior, tais como infiltrado mononuclear moderado com ou sem
formagdo de acimulos linféides e com presenca de algumas lacunas
linfaticas; fibrose local moderada, alguns ninhos glandulares e
endométrio atréfico ndo estacional. E na Ultima categoria, estdo
incluidas aquelas éguas que mostram endométrio com graves
alteracOes, as quais interferem significativamente na fertilidade, tais
como infiltrado mononuclear difuso acentuado com formacao de
acimulos linféides e abundantes ninhos glandulares (SILVA et al.,
1987).

As infecc¢des uterinas bacterianas sdao consideradas as maiores
causas de falhas reprodutivas nas éguas. Assim sendo, a citologia
uterina ¢ uma ferramenta facil e de rapido diagnostico, principalmente
nas condigdes praticas do trabalho a campo, através da deteccao de

neutréfilos (NIELSEN, 2005).
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FERTILIDADE DE EGUAS CRIOULAS APOS ASPIRACAO
FOLICULAR

(Fertility of Criollo mares after follicular aspiration)

RESUMO

A aspiragdo folicular transvaginal ¢ um método ndo invasivo de obter
odcitos de animais vivos. Devido a quase inexisténcia de estudos
relacionados a técnica, na espécie eqliina ainda ndo se conhece bem
seus efeitos sobre a fertilidade. Para avaliar o efeito da aspiracao
folicular sobre a fertilidade de éguas no ciclo subseqiiente, foram
realizados dois experimentos utilizando um ultra-som de 5,0MHz com
transdutor setorial. No primeiro experimento, quinze éguas Crioulas
serviram como controle ¢ ndo foram aspiradas e outras quinze foram
distribuidas em trés grupos, de acordo com o tamanho do foliculo
aspirado: 25-29mm (n=4; Grupo 1); 30-34mm (n=6; Grupo 2) ou >
35mm (n=5; Grupo 3), todas na fase do estro. No segundo
experimento, vinte e cinco éguas foram aspiradas durante o diestro e
trinta € uma serviram como éguas-controle, ndo sendo aspiradas. O
numero de foliculos aspirados por ovario variou de quatro a oito.
Todos os foliculos visualizados no monitor foram aspirados. A
escolha do dia da aspiracdo foi determinada quando as éguas
apresentaram acima de quatro foliculos com didmetro superior a Smm
em cada ovario. No primeiro experimento, as taxas de prenhez foram:
75,0% (Grupo 1), 83,3% (Grupo 2), 60,0% (Grupo 3) e 73,3% (Grupo
4 - Controle). No Experimento II, o grupo de éguas com foliculos

aspirados apresentou porcentagem de gestagdo de 76,0% e o grupo



controle 77,4%. Nos dois experimentos, a taxa de prenhez das éguas
controle e das que foram aspiradas foi similar (P>0,05). Esta pesquisa
indica que a fertilidade das éguas no primeiro ciclo pos-aspira¢do nao
foi afetada pela técnica.

Palavras-chave: fertilidade, eqiiino, éguas, Crioulo, aspiragdo

folicular.

ABSTRACT

Transvaginal ultrasound-guided follicle aspiration is a non-invasive
procedure for oocyte recovery from live animals. In equine medicine
there are a few studies about this technique, so there is lack of
information. Therefore, to evaluate the effect of follicular aspiration
on subsequent fertility in mares, two experiments were conducted
using an ultrasound with a setorial probe (5.0MHz). On the first
experiment, fifteen Criollo mares were not aspirated and fifteen were
assigned to one of three groups according to the diameter of the
aspirated follicle: 25-29mm (n=4; Group 1); 30-34mm (n=6; Group 2)
or > 35mm (n=5; Group 3), all of them in oestrus. On the second
experiment, the follicular aspiration was performed in twenty five
mares during dioestrus and thirty one were used as control mares. The
number of follicles aspirated was between 4 and 8 and all visualized
follicles were aspirated. Follicle aspiration was performed when at
least four follicles (> 5Smm) were present on both ovaries. In the
Experiment I, the pregnancy rates were 75.0% (Group 1), 83.3%
(Group 2), 60.0% (Group 3), and 73.3% (Group 4 - Control). In the

Experiment II, pregnancy rates were 76.0% in aspirated group and



77.4% in control group. On both experiments, pregnancy rates were
similar (P>0.05) in treated and control mares. So far the study
indicated that next cycle fertility was not affected by the follicular
aspiration.

Key-words: fertility, equine, mares, Criollo, follicular aspiration.

INTRODUCAO

Cresce o interesse nas técnicas de reprodugdo assistida em
eqiiinos, entre elas a aspiracao folicular transvaginal. Com essa técnica
¢ possivel coletar odcitos diretamente de foliculos de éguas vivas,
sendo uma alternativa viavel para suprir a necessidade de reproducao
de éguas subférteis, com patologias reprodutivas e historico de
insucesso com a TE, ou ainda de €éguas em competi¢do. Como o
protocolo de fertilizagdo in vitro (FIV) para a espécie eqiiina ainda nao
estd bem estabelecido, os odcitos recuperados sdo freqlientemente
utilizados para a transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) [4].

O primeiro grupo de pesquisadores que descreveu a técnica em
éguas foi o de Briick et al (1992)’. Embora a aspira¢do folicular
transvaginal pareca ser simples, pouco invasiva, repetivel e eficiente
[2-5,17], alguns trabalhos relataram complicagdes decorrentes desse
procedimento em éguas, vacas e em humanos [1,2,6, 14-16,19].

Como os estudos sobre aspiragao folicular in vivo em éguas ainda
sdo escassos, ainda ha duvidas sobre seus efeitos ou as possiveis

alteracdes provocadas sobre a fertilidade apds sua realizacao.



Com o fato das éguas Crioulas pertencerem a uma raga ainda
pouco estudada, a literatura sobre as caracteristicas fisiologicas e
resposta ao procedimento de aspiracao € escassa. O porte das éguas ¢
um aspecto que pode influenciar na escolha do momento ideal da
realiza¢do da técnica. A demanda do mercado tem exercido pressao
sobre os criadores da raca Crioula que necessitam melhorar o manejo
reprodutivo de seus animais e expandir seu proprio mercado. Essas
exigéncias refletem-se diretamente no desenvolvimento e aplicacdo
das pesquisas nessa raga.

O objetivo deste estudo foi determinar se a aspiracao folicular em

¢guas da raca Crioula afeta a fertilidade no proximo ciclo estral.

MATERIAL E METODO

Animais

As oitenta e seis éguas da raca Crioula deste estudo foram
retiradas aleatoriamente de um rebanho de 200 animais, criados no
municipio de Uruguaiana, RS. As éguas, com idade entre 5 a 22 anos
e peso de 350 a 460 Kg apresentaram o trato reprodutivo clinicamente
sadio, quando avaliado através de palpacdo retal e ultra-sonografia. Os
animais encontravam-se em piquetes com pastagem nativa, sem
suplementagdo alimentar. Diariamente, seus ovarios e utero foram
examinados através de palpagdo retal e ultra-sonografia para controle

folicular. As éguas nao foram submetidas a rufiagdo.



Aspiracao folicular transvaginal

Para o procedimento de aspiragdo foram utilizados um ultra-som
Pie Medical Falcon 100, equipado com transdutor setorial de 5,0 MHz
e guia de aspiragdo transvaginal; bomba de vacuo (V-MAR-5100,
Cook, Australia); linha de aspiragdo (V-OPAL-1800, Cook, Australia)
e agulha 40x12, 16 Gauge, com limen unico. A pressdao de aspiracao
foi regulada para 150mmHg para obter um fluxo médio de 20mL/min.

No tronco de conten¢do, as €guas foram sedadas com 0,45mg
kg, IV de Xilazina (Coopazine®, Schering-Plough, SP-Brasil)
seguida de uma anestesia peridural com 4 mL de Cloridrato de
Lidocaina 2% dez minutos antes da aspiracdo. Apds o esvaziamento
do reto, procedeu-se a limpeza da regido perineal com papel toalha. A
guia de aspiragdo foi introduzida manualmente na vagina da égua e
posicionada adjacente a cérvix. O ovario a ser aspirado foi
manipulado pelo reto possibilitando seu posicionamento contra a
superficie serosa da vagina para visualizagdo do foliculo e
posicionamento na linha de aspiragdo do monitor. A agulha foi

introduzida através da guia de aspiragao e o liquido folicular aspirado.

Citologia uterina e biopsia endometrial

A biopsia endometrial e a citologia uterina sdo métodos
alternativos de diagnostico para verificar a capacidade reprodutiva da
¢gua [13]. Para garantir que a fertilidade apds a aspiragao folicular ndo
fosse influenciada por patologias uterinas, esses procedimentos foram
realizados oito dias apds a aspiragdo. Para a realizagdo dos mesmos,

os animais foram mantidos no tronco de contencdo efetuando-se a



limpeza da regido perineal. Nesse mesmo dia todas, as €guas que
tiveram foliculo aspirado receberam ImL de Prostaglandina F,a

(Lutalyse®, Pfizer Saude Animal, SP-Brasil) por via IM.

Para a citologia, coletou-se secrecdo uterina com um cotonete
acoplado a uma pipeta de Inseminagdo Artificial (IA) introduzida na
cavidade vaginal com auxilio do espéculo de Polanski. Os esfregacos
foram efetuados em laminas de microscopia de acordo com a técnica
descrita por Wingfield-Digby'®. A coloragdo utilizada foi Giemsa-
May Griienwald. A contagem das células foi realizada aleatoriamente
em dez campos sob microscopio com contraste de fase (aumento de

400x).

As biopsias endometriais foram realizadas com uma pinga de
biopsia do tipo Yoman, inserida através da cérvix, com auxilio de um
espéculo de Polanski. Os tecidos coletados foram mantidos em 4mL
de solugdo de Bouin por doze horas, e conservados em alcool etilico
50° GL até serem processados. Apds o estudo histopatologico das
laminas de bidpsia as éguas foram agrupadas em uma das trés
categorias definidas por Silva et al (1987)", para emissio do

prognostico.

Experimento I

Na estacao reprodutiva de 2004, 30 éguas da raca Crioula foram
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos. Nos trés primeiros, as
¢guas tiveram o foliculo dominante aspirado ao alcangarem os
seguintes didmetros: 25-29mm (n=4; Grupol); 30-34mm (n=6; Grupo

2) e acima de 34mm (n=5; Grupo3). O foliculo dominante foi definido



como o maior em crescimento, por dois dias consecutivos, com no
minimo  25mm. Antes da aspiracdo folicular realizou-se

acompanhamento de um ciclo estral de todas as éguas, até a ovulagao.

Quatro dias apos a aspiracao, as éguas foram examinadas para
verificar a formag¢do de corpo luteo (CL) e desenvolvimento folicular.
A partir do nono dia apoOs a aspiragdo, as éguas foram examinadas
diariamente para observacao do crescimento folicular e identificacdo
do melhor momento para a cobertura. Quando identificada a presenca
do foliculo pré-ovulatorio, as éguas foram cobertas a cada 48 horas até

a ovulacdo, com um garanhao de fertilidade conhecida.

As éguas-controle (n=15; Grupo 4) ndao foram aspiradas, no
entanto passaram por avaliacdo diaria para serem cobertas no
momento adequado. Identificadas em cio, foram submetidas a
avaliacdo do trato reprodutivo através de exame clinico ginecoldgico,

citologia uterina e bidpsia endometrial.

Experimento IT

Durante os meses de Setembro a Novembro de 2005, cinqiienta e
seis éguas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos. No
primeiro, vinte e cinco éguas tiveram seus foliculos aspirados durante
o diestro. A escolha do dia da aspiragdo foi determinada quando as
¢guas apresentaram acima de quatro foliculos com didmetro superior a
Smm em cada ovdrio, sendo todos os foliculos visiveis, aspirados. O
numero de foliculos aspirados por ovario ndo foi o mesmo entre as
¢guas e variou de 4 a 8. A aspiracao foi efetuada em ordem crescente

de tamanho folicular para facilitar a manipulacdo dos ovarios.



No DI, D4 e D8 (DO=dia da aspiracdo) as éguas foram
examinadas através de palpagdo retal e ultra-sonografia para a
observacdo dos sinais de aspiragdo e avaliagdo da sensibilidade
ovariana. A partir do nono dia, passaram a ser examinadas diariamente
com o0 mesmo objetivo do experimento I. No segundo grupo, trinta ¢

uma éguas nao foram aspiradas, servindo como controle.

Analise Estatistica

Os dados deste estudo foram analisados pelo pacote estatistico
SAS [11]. As variaveis comparadas no Experimento I foram: grupos
formados de acordo com o tamanho do foliculo aspirado em relacao a
prenhez; tamanho do foliculo aspirado em relagdo ao numero de dias
da aspiracdo até a primeira cobertura ¢ tamanho do foliculo aspirado
em relagdo a prenhez. Para a andlise dessas variaveis foram utilizados
os testes: X7, correlacdo de Pearson e ANOVA, respectivamente. No
segundo experimento foi utilizado o teste X* para analisar as variaveis

grupos x prenhez.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I

Tanto a bidpsia endometrial quanto a citologia da secre¢do
uterina serviram para avaliar se a fertilidade das éguas aspiradas
(n=15), ou ndo aspiradas (n=15) foi influenciada por possiveis
patologias uterinas. O exame citologico revelou a presenca de células

inflamatoérias (2 a 11 células/10 campos analisados) em apenas cinco



animais. Trés dessas éguas, haviam parido hd menos de um més do dia
da coleta das amostras uterinas (10,13 e 28 dias). A presenca de
leucocitos na secrecdo uterina menos de um més pds-parto € um
achado que, sob determinadas circunstincias, pode ser considerado
fisiologico, e se deve ao processo de involugdo uterina pds-parto.
Todas as cinco éguas conceberam e gestaram, indicando que nao
apresentavam alteracdo do trato reprodutivo. Duas éguas do grupo
controle foram enquadradas na Categoria II [13], revelando a presenca
de infiltrado multifocal de linfécitos e plasmoécitos no stratum
compactum ¢ fibrose multifocal moderada. Todas as outras éguas
foram classificadas na Categoria I.

No presente experimento, em onze €guas das quinze aspiradas
(73,3%), o ovario que apresentou o foliculo dominante aspirado, foi
também, o mesmo ovario que apresentou a ovulacdo. Nas quatro
éguas que ovularam no ovario contra-lateral a aspiragdo, os foliculos
aspirados apresentavam 25, 33, 42 e 43mm de didmetro,
respectivamente. A égua com foliculo de 25mm de didmetro, aspirado
no ovario esquerdo, possuia também um foliculo de 17mm no ovario
direito (foliculo que, posteriormente, ovulou). Possivelmente por esta
razao, a ovulagao ocorreu no ovario nao manipulado/aspirado (Tabela
1). Suspeita-se que as outras trés éguas que ovularam no ovario
contralateral, provavelmente o fizeram pelo fato dos foliculos
subordinados, presentes no ovario aspirado, ja estarem em processo de
atresia no momento da aspiragdo. Ao comparar o desenvolvimento
folicular subseqiiente de éguas aspiradas com éguas ndo aspiradas

(controle), Dippert et al (1995)’, observaram que a aspiracdo do



foliculo dominante induz o surgimento de uma onda de
desenvolvimento folicular secunddria, com o recrutamento e
dominancia de um foliculo subordinado; isso ocorreria caso a
aspiracdo fosse realizada antes do foliculo dominante inibir os
subordinados.

Neste experimento, o diametro médio dos foliculos no dia da
ovulacdo foi 41,9 + 3.2mm, didmetro ligeiramente superior ao
encontrado por Hinrichs et al (1991), cuja média foi 39,3 + 4,2mm
em animais que pesavam entre 400 e 500Kg. No presente estudo, o
diametro médio dos foliculos aspirados foi 32,6 + 5,86mm e o tempo
médio decorrido entre a aspiracdo e a proxima ovula¢ao foi 20,0 +
7,82 dias, tempo correspondente a um ciclo estral médio. Resultado
semelhante foi descrito por Dippert et al (1995)", cujas éguas
ovularam 20,7 + 6,1 dias apds a aspiragdo, quando todos os foliculos
acima de 15mm de didmetro foram aspirados.

Todas as éguas aspiradas receberam Prostaglandina F,a
(Lutalyse®) oito dias apés a aspiragdo, visando a lise do provavel
corpo luteo. O tempo médio decorrido entre a administracdo de
PGF,a e a ovulagao seguinte (Tabela 2) foi de 15,5 dias (Grupo de 25-
29mm); 13,0 (Grupo de 30-34mm) e 8,0 (Grupo acima de 34mm).
Pode-se supor, com isso, que houve formacdo de um corpo lateo
funcional na maioria das éguas, ja que o tempo médio decorrido entre
a administragcdo da PGF,a e a ocorréncia da ovulagdo ficou muito
proximo do referido na literatura para ocorréncia de ovulagdo pods
indugdo de cio com PGF,a em éguas com corpos luteos ciclicos [12].

A diferenca do tempo decorrido entre a administracdo de PGF,x e a



ovulacdo entre os grupos de éguas aspiradas, pode ser atribuida a
maior luteinizagdo dos foliculos de maior didmetro, considerando que
ha mais receptores de LH nas células da granulosa desses foliculos,
como relatado por Goudet et al (1999)°.

Nesta pesquisa, somente uma ovulagdo secundaria foi detectada
nove dias apoOs a aspiracdo, diferindo da pesquisa de Hinrichs et al
(1991)° que verificaram onze ovulagdes secundarias trés a oito dias
apos o procedimento. Esta mesma equipe relatou que a aspiragdo de
um provavel foliculo ovulatorio pode afetar o crescimento de foliculos
secundarios através da remocdo de fatores inibitorios da
foliculogénese.

No presente trabalho, a formacdo do CL foi avaliada com o
auxilio do ultra-som, quatro dias apds a aspiracdo. Constatou-se em
todas as éguas a presenca de uma estrutura ecogénica completando o
espago antes ocupado pelo foliculo aspirado. Morfologicamente, esses
provaveis corpos luteos apresentaram aspecto fisiologico.

Hinrichs et al (1991)° observaram o mesmo comportamento
utilizando quatorze éguas com idades entre 6 e 15 anos, onde foi
avaliada a formagdo e a funcionalidade do CL apos a aspiracao do
foliculo pré-ovulatorio. Nenhuma diferenga foi encontrada na duracgao
da liberacdo e no pico de progesterona entre as éguas aspiradas e
controle.

O diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a ultima
cobertura através de palpagdo retal e ultra-sonografia. As taxas de

prenhez dos quatro grupos (75,0%; 25 a 29mm; 83,3%; 30 a 34mm;



60,0%; > 35mm e 73,3%; Controle) foram similares (P>0,05) e sao
visualizadas na tabela 2 e no grafico 1.

O tamanho do foliculo aspirado e o tempo decorrido entre a
aspiracdo do foliculo dominante e o dia da ovulacdo, também nao
influenciaram as taxas de prenhez. Pelo que foi possivel observar pela
ultra-sonografia, também nao foram detectadas alteracdes indicativas

de patologia ovariana decorrente do procedimento de aspiragao.

Experimento I1

O exame citologico revelou auséncia de células inflamatdrias em
todas as éguas, confirmando sua saude reprodutiva. O exame
histopatologico das bidpsias endometriais ndo revelou alteragoes,
sendo todas as éguas classificadas na Categoria I [13].

No presente experimento, o didmetro médio dos foliculos das
cinqiienta e seis éguas, no dia da ovulagdo, foi 46,11 + 4,30. Esse
valor foi superior ao encontrado no experimento I (éguas Crioulas) e
no trabalho de Hinrinchs et al (1991)° com éguas mesticas. O tempo
médio decorrido da aspiracao folicular até a ovulagdo foi semelhante
(19,83 + 6,95 dias) ao verificado no Experimento I (20,0 + 7,82 dias)
e ao relatado (20,7 + 6,1 dias) pela equipe de Dippert (1995)’.

As aspiragdes foliculares realizadas no diestro (Experimento II)
foram mais traumaticas do que as realizadas no estro (Experimento I).
Algumas éguas demonstraram desconforto durante o procedimento.
Houve presenca de sangue quando maior nimero de foliculos foi
aspirado, corroborando os achados de Cook et al (1993)°, cujas

aspiragdes durante o diestro foram mais demoradas e seguidas de



desconforto. Isso se deve, possivelmente, ao fato dos foliculos de
menor didmetro geralmente se posicionarem mais profundamente no
ovario, requerendo maior penetragao do estroma.

No DI e D4 (D0O=dia da aspiracdo) observou-se sensibilidade
ovariana em sete éguas. Este fato dificultou o exame do trato
reprodutivo. Duas éguas que tiveram seus foliculos aspirados
apresentaram complicagdes decorrentes do procedimento. Uma delas,
a partir de D4, apresentou dor a palpacao retal e sindrome febre com
emagrecimento progressivo. Na cavidade abdominal detectou-se,
através do ultra-som, a presenca de uma massa trabeculada repleta de
liquido. A égua faleceu devido a um abscesso localizado proximo ao
utero. Esse fato ocorreu, possivelmente, devido a introducdo de
bactérias durante a penetracdo da agulha pela superficie mucosa nao
estéril do vestibulo. Complicacdo semelhante foi descrita por Weber et
al (2001)", onde trés éguas apresentaram sintomatologia similar e
uma delas necessitou ser eutanasiada por nao responder a medicagao.

No presente estudo, a segunda égua que desenvolveu problema
decorrente da aspiracdo apresentou sensibilidade ovariana no ovario
direito. A partir do dia seguinte a aspiragdo a imagem ultra-
sonografica revelou hematoma ovariano. Esse animal passou por
acompanhamento ultra-sonografico didrio e em vinte dias o hematoma
regrediu totalmente.

Neste experimento, a fertilidade do ciclo subseqiiente a aspiracao
folicular também nao foi afetada. O grupo das éguas aspiradas
apresentou indice de gestacdo de 76% (n=25) e o grupo controle de

77,4% (n=31), nao havendo diferenga entre os mesmos (Grafico 2).



Considerando as caracteristicas fisiologicas especificas da raga
Crioula, unidade experimental desta pesquisa, a taxa de prenhez
encontrada foi similar aos 70% (n=10) relatado por Mari et al
(1995)"°, com éguas Standardbred, aspiradas e inseminadas no ciclo
subseqiiente. No mesmo ano, a equipe de Vanderwall'’, estudando o
efeito de repetidas sessdes de aspiracdo em éguas mestigas, obteve
percentuais de gestacdo (90%, 81% e 85%) semelhantes ao presente
experimento, quando a técnica foi realizadade 1 a2;de3adede Sa

11 vezes, respectivamente.

CONCLUSOES

As lesOes ovarianas causadas pela agulha ndo afetam a funcao
ovariana no ciclo subseqliente, mesmo que o ovario que chega a
ovulagdo seja 0 mesmo anteriormente aspirado.

A técnica de aspiracao folicular in vivo, apesar de ndo interferir
diretamente na fertilidade, deve ser executada com cautela devido ao
risco de complicagdes pos-aspiragdo. Em éguas subférteis ou idosas,
esse risco implica em menor preocupacao, pois o fato de ja possuirem
o trato genital comprometido, o procedimento de aspiragao folicular

seria, possivelmente, a unica opg¢ao de reproducao desses animais.
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Figura 1. Efeito da aspiracao folicular durante o estro sobre a fertilidade de éguas
Crioulas, na estagao reprodutiva de 2004.
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Figura 2. Fertilidade de éguas Crioulas ndo aspiradas (controle) e aspiradas
durante o diestro, na estag@o reprodutiva de 2005.



Tabela 1. Eguas Crioulas cuja ovulacdo

foliculo dominante aspirado.

ocorreu no ovario ipsis lateralis ao

Diametro dos foliculos
aspirados

Lado do foliculo aspirado

Lado do foliculo ovulado (%)

25 a 29mm (Grupo 1)* 3/4 (75,0)
30 a 34mm (Grupo 2) 5/6 (83,3)
> 35mm (Grupo 3) 3/5 (60,0)

*Uma égua deste grupo possuia um foliculo de 17mm no ovério oposto ao aspirado, sendo este o
que ovulou.



Tabela 2. Fertilidade de éguas Crioulas apds aspiragdo folicular e média em dias
da administragio de Prostaglandina Foa (ImL, Lutalyse®) até a
proxima ovulagdo.

Diametro dos foliculos Média em dias até a Taxa de prenhez
aspirados ovulagdo n (%)
25 a29mm 15,5 3/4 (75,0)"
30 a 34mm (Grupo 2) 13,0 5/6 (83,3)"
> 35mm (Grupo 3) 8,0 3/5 (60,0)"
Controle (ndo aspirado) - 11/15 (73,3)*

*Taxa de prenhez entre os grupos ndo foi significativa (P>0,05).
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