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A aspiracédo folicular tem sido aplicada na pesquisa com diferentes finalidades.
Atualmente a técnica esta sendo utilizada para conhecer a natureza da dindmica e
emergéncia da onda folicular e sincronizagdo da ovulagéo entre os animais. Nesta
pesquisa a técnica foi empregada para identificar o grupo folicular que resulta em
melhores indices de luteinizac@o e para avaliar a formacao estrutural e funcional do
Corpus luteum (CL). Para isto foram conduzidos dois experimentos. No experimento
| as éguas mesticas foram distribuidas em grupos conforme o diametro folicular (@)
aspirado: 25-29mm (n=10); 30-35mm (n=14) e >35mm (n=17). Eguas com ovulac¢&o
natural serviram como Controle (n=18). A producdo de progesterona (P,) das éguas
com a ovulagdo natural foi maior (P<0,0001) quando comparada as éguas
aspiradas. A andlise de regressado linear estabeleceu que a concentracdo de P4
diminuiu 0,365ng/mL/dia (P=0,0065) do dia da aspiracdo (D0) até D8 no grupo de
éguas aspiradas com diametro folicular entre 25-29mm. No entanto, a P, aumentou
0,258ng/mL/dia (P=0,001) nas éguas com diametro folicular entre 30-35mm;
0,481ng/mL/dia (P<0,0001) nas éguas com foliculos >35mm e 1,236ng/mL/dia
(P<0,0001) nas éguas com ovulacdo natural. Das 25 éguas aspiradas que
luteinizaram (P4>1ng/mL), em 23 (92%) a concentracao sérica de P, foi >2ng/mL.
Destas, 75% (3/4), 90% (9/10) e 100% (11/11) das éguas, pertenciam aos grupos
com diametro folicular de 25-29mm, 30-35mm, >35mm, respectivamente.
No Experimento Il (n=26), comparou-se a aparéncia ultra-sonogréfica do Corpus

luteum com a producgédo de P4 sérica. Para isto um critério de avaliagdo subjetivo foi



elaborado para definir a forma, a aparéncia e a ecogenicidade do Corpus luteum: CL
1 — Corpus luteum ndo visualizado apos aspiracdo; CL 2 — aparéncia de estrutura
IUtea formada, porém pouco evidente e com baixa ecogenicidade; CL 3 — Imagem
compativel com Corpus luteum, aparéncia de estrutura latea formada e com
evidente ecogenicidade. A taxa de luteiniza¢do (P>0,05) dos foliculos aspirados foi
de 57,14% (4/7; @ entre 25-30mm), 75% (6/8; @ entre 30-35mm) e 72,73% (8/11; @
> 35mm). Os critérios ecograficos aqui definidos corresponderam significativamente
(P<0,0001) aos teores séricos de P, produzidos. Das 18 éguas aspiradas que
apresentaram luteinizagdo (n=26) confirmada pela avaliacdo sérica (P4 > 1ng/mL),
94,44% (n = 17) apresentaram aparéncia de corpo luteo de acordo com o critério
ecografico estabelecido (P=0,0372). Destas, em 16 animais a concentracdo sérica
de P, foi superior a 2ng/mL no dia 8 pds-aspiracdo. A concentracdo sérica de P, foi
compativel em 100% (n=15; P=0,0056) dos CL avaliados visualmente como escore
3, sendo superior a 2ng/mL em 93,33% (14/15) das éguas (Experimento Il). Estes
resultados sugerem que um Corpus luteum funcional pode ser induzido em éguas
pela técnica de aspiracdo. No entanto, para que a producdo de progesterona seja
compativel com a de um Corpus luteum produzido através de ovulacdo natural &
necessario que o foliculo a ser aspirado tenha no minimo 35mm de diametro. O
escore ecografico atribuido apresentou-se como um método de selecdo prético e
eficaz para estimar a luteinizagcdo e foi adequado para o preparo de éguas

receptoras para transferéncia de embrides.

Palavras-chave : éguas, progesterona, Corpus luteum, ultra-sonografia,
sincronizacgao.
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INTRODUCAO

O uso da transferéncia de embrides (TE) e o desenvolvimento de tecnologias
de reproducao assistida em equinos tém aumentado consideravelmente nas ultimas
duas décadas (ALLEN, 2005; COLLEONI et al., 2007).

A transferéncia de embries € a principal biotecnologia utilizada na criagdo de
cavalos. Esta técnica é utilizada para producao de potros durante competicdes, para
aumentar o niumero de produtos nascidos de éguas de alto valor genético, para
criopreservacdo de embrides e recuperacdo reprodutiva de éguas inférteis. Os
fatores que limitam a aplicacdo da transferéncia de embrides incluem protocolos
ineficazes de superovulacao, a alta sensibilidade dos embrides a criopreservagéo e
baixos resultados em éguas com idade avancada e com endometrite (CARNEVALE;
GINTHER, 1992; BALL, 1993; SQUIRES et al., 2003; CARNEVALE et al., 2000).

Em um programa de TE comercial é importante o desenvolvimento de técnicas
gue melhorem as taxas de recuperagédo de embrides, diminuam o tempo e 0s custos
envolvidos nos procedimentos de coleta e transferéncia de embrides equinos.

Os componentes primarios de um programa de transferéncia de embrides
incluem a doadora, receptora, 0 embrido e a técnica de coleta e inovulagdo de
embrides utilizada. As taxas de prenhez nos programas de TE sé&o influenciadas
pela variabilidade entre estes componentes, tais como o método de transferéncia, o
tamanho, a idade e a morfologia do embrido, a estagcdo do ano, a sincronia entre
doadora e receptora, os procedimentos de cultivo, a estocagem de embrides e o
histoérico reprodutivo associado com a idade da doadora de embrides (SQUIRES et
al., 1982a; SQUIRES et al., 1982b; CARNEY et al., 1991).

Embora a coleta e transferéncia de embrides seja uma tecnologia comumente
utilizada em equinos, outras técnicas tais como, superovulacdo, criopreservacao de
embrides, fertilizagdo in vitro (FIV), transferéncia de odcitos, transferéncia
intrafalopiana de gametas (GIFT) e aspiracdo folicular, podem ser utilizadas, porém
os resultados ainda necessitam ser melhorados.

Varias equipes que utilizam a técnica de aspiracéo folicular (HINRICHS et al.,
1991; BRACHER et al., 1993; GOUDET et al., 1997; MEINTJES et al., 1997; BOGH
et al., 2000; HAYNA et al., 2004) sugerem que tecido luteal pode ser formado apds o
procedimento de aspiracdo, entretanto ainda é necessario identificar qual categoria
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de foliculos, apds aspiracdo, pode sofrer formacdo lutea com producdo
satisfatéria de progesterona (Py).

As pesquisas com aspiracdo folicular conduzidas até o momento sao
contraditérias e algumas ainda devem ser corroboradas. Embora muitos trabalhos
relatem que a aspiracdo de foliculos dominantes em éguas possa promover a
formacdo de um CL morfo e biologicamente ativo, ainda persistem muitas davidas
sobre o0 processo de luteinizacdo poés-aspiracdo. Necessita-se estabelecer qual
categoria folicular e qual estagio do ciclo estral € o mais indicado para que o
processo de luteinizacdo ocorra. Porque foliculos de um mesmo diametro folicular
apresentam luteinizag&o e producéo de P, tao distintas? Supde-se que a quantidade
de progesterona produzida por estes foliculos aspirados poderia manter uma
gestacéo, mas ainda nenhum protocolo de TE foi desenvolvido onde a receptora de
embrides seja sincronizada por aspiragdo folicular e tenha como Unica fonte de
progesterona a estrutura folicular aspirada.

Este estudo teve como objetivos:

1. Definir qual categoria folicular poderia fornecer um CL funcional e
apresentar melhores indices de luteinizagdo quando submetidos ao procedimento de
aspiracao folicular;

2. Estabelecer quais caracteristicas ultra-sonograficas podem ser vinculadas
ao foliculo pés-aspiracéo;

3. Definir a curva de producéo de progesterona para cada categoria folicular
aspirada.
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REVISAO DE LITERATURA

Selecéo da doadora e receptora

Para que um programa de coleta e transferéncia de embrides tenha éxito, o
primeiro passo a ser realizado é a avaliagdo da égua doadora de embrides. O
exame ginecoldgico completo da égua doadora € indicado para avaliar a viabilidade
de seu uso em um programa de TE. Se anormalidades como endometrite bacteriana
forem identificadas, e justiiguem o tratamento com antibioticoterapia, 0 mesmo
deverd ser realizado antes de o programa ser iniciado. O manejo de cobertura da
doadora envolve a rufiagdo para monitorar o comportamento reprodutivo e o uso do
exame uterino e ovariano por palpacao e ultra-sonografia transretal para monitorar a
atividade folicular ovariana no ciclo estral. Quando em cio, a doadora é examinada
diariamente para monitorar o crescimento folicular, para predizer o momento mais
adequado da IA.

A incidéncia de morte embrionaria € um importante fator que diminui o
desempenho reprodutivo na égua e o0 sucesso na transferéncia de embrides.
Embora doencas endometriais sejam geralmente consideradas como a maior causa
de mortalidade embrionaria em éguas, fatores maternais, externos e embrionarios
também sdo responsaveis por estas perdas. Estes fatores incluem idade da
doadora, condi¢ao corporal e nutricional, garanhdo, anormalidades cromossémicas,
deficiéncias hormonais, estresse, fatores imunes e falhas no reconhecimento
materno da gestacéo (BALL, 1993; CARNEVALE et al., 2000).

O apropriado manejo e selecdo das éguas receptoras também sao fatores que
interferem no sucesso de um programa de transferéncia de embrides equinos. Os
critérios de selecdo das éguas incluem peso (400 a 550 kg), idade (3 a 10 anos),
posicdo vulvar vertical adequada e glandula mamaria funcional. As receptoras
necessitam ter um ciclo estral regular e serem livres de alteracdes uterinas e
ovarianas tais como liquido uterino, cistos uterinos, ar e debris no utero, tumores
ovarianos ou outras patologias ovarianas (SQUIRES et al., 1999). Além disso,
resultados de varios estudos indicam que a fertilidade na égua diminui com o
aumento da idade (CARNEVALE; GINTHER, 1992; BALL, 1993). Isto sugere que a

idade € uma importante consideracéo na selecao das éguas receptoras.
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Em um estudo retrospectivo realizado por Carnevale et al. (2000), ficou
evidenciado que o tonus cervical e uterino sdo fatores que devem ser
criteriosamente avaliados na selecdo de receptoras. Na referida pesquisa, as
receptoras foram examinadas 4 ou 5 dias poés-ovulacdo, com auxilio da ultra-
sonografia, para verificar a presenca de Corpus luteum, das dobras endometriais e
auséncia de liquido uterino. Adicionalmente, o trato reprodutivo foi avaliado através
de palpacéo retal para verificar o tonus cervical e uterino. As receptoras foram
classificadas como “aceitaveis” quando apresentaram um CL bem definido e ténus
cervical e uterino bom para excelente. As mesmas foram consideradas como
“marginalmente aceitaveis” quando apresentaram imagem de CL pouco evidente e
tbnus uterino fraco para regular. Eguas com ténus excelente resultaram em maiores
taxas de prenhez quando comparadas com as receptoras com tonus cervical e
uterino marginal. As concentracdes de P4 circulantes foram maiores em éguas que
foram classificadas como boas receptoras do que aquelas que falharam
(CARNEVALE et al., 2000). Além disso, baixas concentra¢gBes circulantes de P4
parecem estar relacionadas com reduzido tonus cervical e uterino (McCUE et al.,
1999).

Coleta de embrides

O procedimento de recuperacdo de embrides foi descrito mundialmente por
varias equipes (DAVIES et al., 1985; HINRICHS et al., 1985; FLEURY;
ALVARENGA, 1999; JASKO, 2002) e permanece relativamente inalterado nos
altimos 15 anos. Durante o cio, as mudancgas no Utero e o desenvolvimento folicular
no ovario sdo monitorados diariamente por ultra-sonografia. As éguas geralmente
sdo inseminadas com sémen fresco, resfriado ou congelado. A recuperagcdo dos
embrides é usualmente programada para 7, 8 ou 9 dias apds a ovulacdo (D0). O
procedimento de recuperacdo de embrides consiste em introduzir o catéter através
da cérvix até o corpo uterino, inflar o balédo fixando-o e efetuar repetidas lavagens do
Utero com solucdo salina fosfatada (PBS) ou Ringer lactato (FLEURY, 1991)!. O
liquido é recuperado em filtro coletor com capacidade para 150mL (Millipore®) e seu
conteudo é transferido para uma placa de Petri 100x15mm para identificagdo e

avaliagdo das estruturas recuperadas.

! Comunicac&o pessoal ao Dr. Carlos Anténio MonGiia.
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A taxa de recuperacédo de embrides pode ser afetada pelo dia da coleta,
namero de ovulacdes, idade da égua doadora e qualidade do sémen. A média de
recuperacdo de embrides por ciclo para éguas com ovulagdo simples em programas
de TE é bastante varidvel dependendo da equipe que esta trabalhando e é de
aproximadamente 50% (FLEURY; ALVARENGA, 1999; FOSS et al., 1999;
VANDERWALL, 2000; FOSS; CRANE, 2004; HUDSON; McCUE, 2004). Ainda, o
sucesso da transferéncia nao-cirirgica de embrides equinos é dependente de muitos
fatores. As taxas de prenhez podem ser afetadas pela experiéncia do técnico,
método de transferéncia, sincronia da receptora com a doadora, qualidade do
embrido e pelo manejo e salde reprodutiva tanto da doadora quanto da receptora
(FLEURY; ALVARENGA, 1999; FOSS et al., 1999; CARNEVALE et al.,, 2000;
VANDERWALL, 2000; FOSS; CRANE, 2004).

Sincronizagéo doadora/receptora

A sincronizagdo da ovulacdo entre doadora e receptora é fundamental para o
sucesso da TE. As pesquisas desenvolvidas até o momento indicam que uma égua
para servir como receptora pode ovular um dia antes, no mesmo dia, ou ateé trés dias
apo0s a égua doadora (OGURI; TSUTSUMI, 1974; IMEL et al., 1981; VOGELSANG
et al., 1985; SQUIRES et al., 2003).

Varias associacdes de esterdides (progestagenos e estrogenos), PGF,q, hCG e
GnRH tém sido usados para controlar o desenvolvimento folicular e o tempo da
ovulacdo durante o periodo de transicdo, ciclo estral e periodo pds-parto nas éguas
(HINRICHS et al., 1985; McKINNON et al., 1988; POOL-ANDERSON et al., 1988;
LAGNEAUX; PALMER, 1993; VANDERWALL et al., 2003; ROCHA FILHO et al.,
2004; RAZ et al.,, 2005; KANITZ et al.,, 2007; VANDERWALL et al.,, 2007). Os
objetivos destes protocolos sdo coordenar o tempo esperado de ovulagdo com
inseminacdo e aproximar a ovulagdo na égua receptora com a égua doadora para
transferéncia de embrides. Os protocolos mais utilizados sdo aqueles que contém
progestagenos e PGF,,. Estes horménios sdo usados associados ou ndo, porém
tém limitado controle no desenvolvimento folicular, sendo comumente usados para
inibir ou retardar a ovulagao (McKINNON; VOSS, 1993; BERGFELT, 1999).

Prostaglandinas e seus analogos, quando administradas, sdo valiosas
ferramentas para inducdo da regressao do CL e subsequente retorno ao cio. As
prostaglandinas sao efetivas somente quando um CL maduro esta presente e a



16

égua retorna ao cio 1 a 3 dias mais tarde. Este intervalo na resposta da PGF4 €
um problema quando a ovulagéo da receptora e doadora necessita ser sincronizada
para TE (RAZ et al., 2005; BERGFELT et al., 2006).

A utilizacdo de protocolos eficazes com progestdgenos, para sincronizagdo de
receptoras de embrides em programas comerciais sdo extremamente importantes.
Receptoras tratadas hormonalmente nao necessitam ser rufiadas e nem ter a
ovulacao sincronizada com a doadora, requerendo assim menor manejo.

Hinrichs et al. (1985) propuseram um protocolo de sincronizagcdo para
receptoras administrando 300mg de P, diariamente, durante 5 dias antes da TE.
Com isso, foram obtidas 3 gestacdes das 7 éguas inovuladas. Em um estudo
subsequente (HINRICHIS et al., 1986) com éguas ovariectomizadas, outros
protocolos de sincronizacao foram testados com 22mg de altrenogest / 5 dias, p.o.;
66mg altrenogest / 6 dias p.o.; ou 300mg de P, injetavel / 5 dias antes da TE.
Receptoras intactas foram sincronizadas e serviram de controle. As taxas de
prenhez obtidas foram 1/6, 2/6, 2/5 e 13/19, respectivamente. Contudo, McKinnon et
al. (1988) obtiveram taxas de prenhez semelhantes em éguas intactas ou
ovariectomizadas quando utilizaram protocolo com 300mg Pa.

A maioria das receptoras utilizadas em programas de TE sdo éguas néo
castradas, todavia éguas ovariectomizadas, bem como éguas aciclicas tratadas com
progesterona exdégena, podem ser utilizadas como receptoras de embrides.
LAGNEAUX; PALMER (1993) verificaram significativa desvantagem no uso de
éguas receptoras ovariectomizadas quando as compararam com éguas em anestro.
Tais desvantagens referem-se a cirurgia irreversivel (com riscos associados),
realizada pelo menos 3 semanas antes de serem usadas como receptoras. Além
disso, nas éguas em anestro, ainda é possivel reduzir o periodo do tratamento com
altrenogest sem prejuizo nas taxas de prenhez (LAGNEAUX; PALMER, 1993),
enquanto que nas éguas ovariectomizadas este tratamento deve ser continuo até o
100° dia de gestacao (McKINNON et al., 1988).

Carnevale et al. (2000) comparando receptoras ciclicas e transicionais tratadas
com altrenogest (0,044mg/Kg, p.o.; 5 a 7 dias antes da TE; n=18) ndo observaram
diferenca entre as taxas de prenhez e mortalidade embrionaria (67,8 vs 55,6% e
14,5 vs 30%, respectivamente).

Diferentes preparacdes de P, sdo oferecidas comercialmente e administradas
em equinos. McKinnon et al. (2000) compararam a habilidade de diferentes
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progestagenos  (Medroxyprogesterone, hydroxyprogesterone hexanoate,
altrenogest, norgestomed e megestrol acetate) em manter a prenhez em éguas apos
a inducdo da lutedlise (dia 18 do ciclo). As éguas que receberam altrenogest
permaneceram prenhes e todas as éguas que receberam os outros progestagenos
perderam suas gestacdes 2 a 8 dias depois da administracdo de PGFxq.

Bringel et al. (2003) relataram que a concentracéo circulante de progesterona
foi compativel com os niveis da fase IUtea apos a aplicacdo de 1500mg de P4LA a
cada 7 dias em éguas com nenhuma fonte endégena de P,.

Rocha Filho et al. (2004) elaboraram um protocolo para receptoras
anovulatérias utilizando duas administracdes de cipionato de estradiol (10mg/dia,
i.m.; ECP; Pharmacia & Upjohn Co., Kalamazoo, Michigan, USA) e apés isso uma
aplicacdo de 1500mg i.m. de P4 (P4 LA 150, BET Laboratories, Lexington, USA) a
cada 7 dias. Os resultados mostraram que o protocolo utilizado apresentou taxas de
prenhez similares ao controle, permitindo que a aplicacao de P4 seja realizada 5 a 8
dias antes da TE.

Embora efetivos, tratamentos esteroidais diarios consomem muito tempo e séo
muito trabalhosos. Além disso, repetidas inje¢des intramusculares ou subcutaneas
aumentam o risco de inflamacdes no local da aplicacdo, e como consequéncia,
algumas éguas tornam-se imediata ou futuramente intolerantes a aplicacdes
hormonais ou de outros produtos (BERGFELT et al., 2007).

Vanderwall et al. (2007) verificaram um gradual declinio nas concentracdes de
progesterona para aproximadamente 2ng/mL nas éguas tratadas com P4LA
(1500mg/mL P4 LA 150, BET Laboratories, Lexington, USA) com intervalo de 7 dias
entre as aplicagbes, sendo claramente compativel com a manutencdo da prenhez
durante o periodo de estudo. Estes achados sdo similares a relatos prévios com
receptoras ovariectomizadas que mantiveram a prenhez inicial quando receberam
suplementacao de P4 exdgena (McKINNON et al., 1988).

Em virtude disso, o programa de sincronizacdo e a manutencdo das éguas
receptoras representam 0S maiores custos nos programas de transferéncia de

embrides equinos.

Importancia da P 4 na manutencéo inicial da gestacéo
A continua secrecao de P4 é essencial para o inicio e manutencdo da prenhez

na égua. A secrecao de proteinas uUtero-especificas importantes para a nutricdo e
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desenvolvimento do embrido tem demonstrado ser progesterona-dependentes
(SHARP; McDOWELL, 1985). A rapida perda destas proteinas ocorre com a
lutedlise (ZAVY et al., 1979). Nas éguas, 0s ovarios e a placenta tém um importante
papel na producdo de progesterona e, consequentemente, na manutencdo da
prenhez. O CL primario, formado a partir da ovulacdo, persiste além do seu tempo
fisiologico de vida ativa (15 a 16 dias), devido a acdo do fator de reconhecimento
materno da gestacdo, secretado pelo concepto, que ainda é esférico e movel
(GINTHER, 1983).

O Corpus luteum equino persiste no ovario materno, assim como em outras
espécies, mas a producdo de progesterona declina gradualmente de 12 a 20ng/mL
ao redor do 5° ao 10°dia apds a ovulacédo para 3-5ng/mL no 35° dia (ALLEN, 2001).
A partir deste momento, a producdo de progesterona € incrementada pela formagéo
de CLs acessorios, 0s quais se desenvolvem nos ovarios da mae como resultado da
acdo de gonadotrofinas como o FSH pituitario (horménio foliculo estimulante) e da
gonadotrofina coridnica equina (eCG). Estas (eCG) sdo secretadas pelos célices
endometriais como resultado da transformacdo funcional e estrutural de células
invasivas do trofoblasto do cinturdo coridnico que assim se desenvolvem no
endométrio (ALLEN et al., 1973; DAELS et al., 1991; ALLEN, 2001).

Shideler et al. (1982) utilizando éguas ovariectomizadas e um protocolo com
progesterona injetavel e um progestageno sintético (altrenogest) mantiveram a
prenhez nos dias 34 e 35 de gestacdo. As éguas com concentracdo de progesterona
inferior a 2ng/mL foram mais propensas ao aborto comparadas as éguas que
tiveram concentragédo de progesterona superior a 2ng/mL.

Douglas et al. (1985) comparando concentragdes plasmaticas de progesterona
de éguas nos dias 5, 8 e 12 de gestacdo, com aquelas que falharam, observaram
que as éguas com concentracdo de progesterona inferior a 2,5ng/mL tiveram menor
chance de gestar. Os autores também sugerem que neste periodo, éguas com
concentracdo de progesterona inferior a 2,5ng/mL, apresentam disfuncéo Idtea.

McKinnon et al. (1988) observaram que aproximadamente 2,5ng/mL foram
suficientes para manter a gestacao, nivel este obtido 24h apés aplicacdo de 200mg

de progesterona.
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Aspiragao Folicular

A aspiracdo de foliculos antrais, foi inicialmente desenvolvida como um
procedimento ndo-cirdrgico e de facil repetibilidade para coleta de odcitos de
equinos e bovinos (PIETERSE et al., 1988; BRUCK et al., 1992) sendo também
utilizada em outras espécies domésticas e selvagens (BERG; ASHER, 2003) com
uma proposta similar. Através da recuperacdo de odcitos in vivo e posterior
producdo in vitro de embriées (PIV) procura-se incrementar o numero de produtos
fémea/ano. Diferentes técnicas sdo descritas para coleta in vivo de o0d4citos:
aspiracdo folicular depois da exteriorizagdo do ovario (McKINNON et al., 1986),
aspiracao transcutanea pelo flanco (HINRICHS et al., 1991) e transvaginal guiada
por ultra-som (BRUCK et al., 1992). Contudo, 0 uso desta técnica ndo se restringe
somente ao procedimento de recuperacdo de odcitos. Varias equipes de
pesquisadores demonstraram que a técnica € importante para o estudo do ciclo
estral e para o entendimento da fisiologia reprodutiva nos animais (HINRICHS et al.,
1991; GASTAL et al., 1997; BOGH et al., 2000).

A aspiragéo folicular tem sido usada extensivamente como uma abordagem
nao-esteroidal para estudar a natureza da dinamica folicular nos equinos e nos
bovinos, sem a potencial interferéncia de esterdides exdgenos (GASTAL et al., 1997,
GINTHER et al., 2003a), tanto na inducdo da emergéncia da onda folicular quanto
na sincronizacao da ovulacao entre os animais (BERGFELT et al., 1994; BERGFELT
et al., 1997; AMIRIDIS et al., 2006; LIMA et al., 2007).

Bogh et al. (2000) descreveram que a técnica de aspiracao folicular é rapida, de
facil repetibilidade, ndo causando traumas substancias ou desconfortos Obvios para
as éguas. Observaram ainda que a evacuacgdo de grandes foliculos pré-ovulatorios
pode causar vigorosa hemorragia intra-folicular. Todavia, esta hemorragia diminui
guando a cavidade folicular € preenchida de sangue, provavelmente a pressao intra-
folicular termine com a hemorragia. Cook et al. (1993) observaram que a técnica de
aspiracao folicular durante o diestro requer um maior periodo de tempo e depois de
varios foliculos serem aspirados no ovario o procedimento pareceu tornar-se um
tanto doloroso. Alguns autores sugerem que, em alguns casos, apés o procedimento
de aspiracdo folicular, ocorre formagdo de tecido luteal (HINRICHS et al., 1991;
BOGH et al., 2000; HAYNA et al., 2004).
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Inducéo do CL pela aspiracéo folicular

O principal sistema de regulagdo enddcrino da foliculogénese envolve as
gonadotrofinas, mas varios outros horménios produzidos localmente e fatores de
crescimento estdo também envolvidos na sua regulacdo (FORTUNE et al., 2004).
Antes do inicio da divergéncia, eventos bioquimicos intrafoliculares asseguram que o
futuro foliculo dominante seja o foliculo selecionado (BEG; GINTHER, 2006). O
mecanismo que leva a esses eventos bioquimicos ainda néo esta claro, mas ele
ocorre durante o progressivo declinio nas concentracdes circulantes de FSH e o
aumento inicial do LH (GINTHER et al., 2003b). Os fatores intrafoliculares, até o
momento implicados para a ativagcao da divergéncia incluem aqueles relacionados
ao sistema IGF (insulin-like growth factor), esterdides, peptideos inibina A/ativina A,
receptores para gonadotrofinas, fatores angiogénicos e Varios outros fatores
intrafoliculares (GINTHER, 2000; BERISHA et al., 2003; IRELAND et al., 2004).

A secrecdo de LH pré-ovulatério desenvolve-se progressivamente até
aproximadamente uma semana, comecando proxima a divergéncia folicular e
estendendo-se em média até um dia depois da ovulacdo. O LH entdo diminui as
suas concentracdes a niveis basais até o proximo surgimento pré-ovulatorio
(GINTHER et al.,, 2006). Este fator pode ser importante no desenvolvimento e
funcionalidade do CL inicial equino. Contudo, durante o periodo em que a
concentracdo de progesterona esta elevada, os niveis de LH estdo diminuidos. Em
contrapartida, a progesterona tem pouco ou nenhum efeito na secre¢édo de FSH
(SQUIRES,1993; GINTHER et al., 2006).

Os dois hormdnios esteroides, estrégeno e progesterona, sd0 0S maiores
responsaveis pelos sistemas de feedback positivo e negativo que controlam a
liberagdo de véarios hormdnios pituitarios, incluindo prolactina, FSH e LH
(SQUIRES,1993).

As concentragbes de LH e FSH estao relacionadas durante o ciclo estral. O
papel do FSH e do LH no desenvolvimento e crescimento de foliculos antrais sédo os
seguintes: foliculos pré-antrais adquirem receptores de LH na membrana das células
da teca e para o FSH na membrana das células da granulosa. As células da teca
produzem andrégenos sob a influéncia do LH, que atravessam a membrana basal
dentro do proprio foliculo, e sua aromatizagdo em estrégenos ocorre sob a influéncia
do FSH dentro das células da granulosa (MOON et al., 1975).
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Ambos FSH e LH séo requeridos para a producdo de foliculos aptos a
ovular. Estroégenos induzem a formacdo de receptores de LH nas células da
granulosa, preparando os foliculos a tornarem-se responsivos ao aumento pré-
ovulatério das gonadotrofinas que ocorre na fase final do ciclo (MOOR; SEAMARK,
1986; PIERSON, 1993).

Concentracdes elevadas de E; e grandes quantidades de receptores de LH nas
células da granulosa e tecal no dia 14 do ciclo estral tem previamente sido
apontadas como caracteristicas para os foliculos serem selecionados e tornarem-se
pré-ovulatérios. O tamanho grande do presumivel foliculo ovulatério foi uma
caracteristica adicional no primeiro dia de comportamento de cio (FAY; DOUGLAS,
1987).

O foliculo pré-ovulatorio tem uma maior rede de capilares do que o0s outros
foliculos (GINTHER et al., 2007). Esta consideravel vascularidade existente ao redor
do foliculo dominante pode permitir um acumulo maior de gonadotrofinas circulantes
e garantir a sua sobrevivéncia enquanto os outros foliculos entram em atresia
(angiogénese ovariana, BERISHA, SCHAMS, 2005).

Algumas mudancas caracteristicas ocorrem com os foliculos equinos com a
aproximagdo da ovulagdo. O numero de receptores de LH diminui acompanhado
pelo aumento nas concentracbes de progesterona, testosterona e prostaglandinas
no liquido folicular. As concentracdes de estradiol tendem a diminuir (WATSON;
HINRICHS, 1988). Em vacas, tém sido observados padroes similares nas
concentracdes de esteroides de foliculos pré-ovulatérios (DIELEMAN et al., 1983) e
isto se deve ao efeito da exposicdo de elevadas concentracdes pré-ovulatérias de
LH no plasma resultantes da inibicdo da capacidade aromatizante das células da
granulosa. Isto causa uma deplecdo de substrato para sintese de estrégeno
(DIELEMAN et al., 1983; DIELEMAN; BLANKENSTEIN, 1984), no qual as células da
granulosa se diferenciam em células luteinicas.

No experimento de Watson & Sertich (1990) onde se aplicou hCG (0, 12, 24 ou
36h) antes da aspiracdo, verificou-se que nos foliculos aspirados do grupo (Oh),
onde a aspiracdo do foliculo pré-ovulatorio foi realizada antes do tratamento com
hCG, as células da granulosa foram ainda capazes de aromatizacdo e ndo tiveram
completo desenvolvimento de sua capacidade para producédo de P4.

O trabalho de Fay & Douglas (1987) demonstrou que provavelmente um

adequado numero de receptores de LH esta presente em foliculos com diametro de
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35mm.

McNatty (1979) estabeleceu que para um foliculo formar um CL completamente
funcional ao menos 2 critérios devem ser satisfeitos: apresentar numero adequado
de células da granulosa e quantidade suficiente de receptores de LH.

Bogh et al. (2000) observaram um significativo efeito do tamanho folicular nas
concentracdes de E; quando as éguas foram aspiradas no dia 14 e dia 18 do ciclo.
Meinecke et al. (1987) estabeleceram uma correlacdo negativa do diametro do
foliculo para a concentracdo de P, folicular em éguas em cio. Isto ainda conflitua
com os achados de Sirois et al. (1991) que demonstraram que durante o cultivo de
partes da parede folicular, a secrecdo de P, ndo foi diferente para foliculos pré-
ovulatérios coletados durante o final do diestro, inicio do cio e final do cio. Por outro
lado, tratamentos com gonadotrofina exégena durante o estro induzem um aumento
intrafolicular de P, (WATSON; HINRICHS, 1988; BOGH et al., 2000). Estes estudos
sugerem que este aumento na P4 de foliculos grandes, € presumivelmente devido ao
comeco da luteinizacdo dos foliculos pré-ovulatorios (WATSON; HINRICHS, 1988;
BOGH et al., 2000).

A progesterona € o produto primario de secrecao do CL. Ainda ndo se conhece
como a maturidade do foliculo no momento da aspiracdo folicular pode afetar a
subsequente formacdo do corpo luteo. Adequada funcdo lutea é importante na
doadora no procedimento de coleta e mais tarde, para assegurar o retorno normal
ao cio. Na receptora, um corpo luteo funcionando normalmente é necessario para
manter a prenhez.

A aspiracdo de foliculos pré-ovulatorios tem sido associada com subsequente
disfuncdo luteal em humanos e primatas (KREITMANN et al., 1981); e baixas
concentragbes de progesterona luteal materna estdo implicadas em falhas na
fertilizacdo in vitro e transferéncia de embrides em humanos (KREITMANN et al.,
1981).

Hinrichs et al. (1991) através da aspiracao de foliculos maiores que 30mm em
éguas, observaram que em todos os foliculos aspirados ocorreu uma luteinizacao
inicial demonstrada pelos elevados valores de progesterona sanguinea. A funcéo do
Corpus luteum, determinada pela duracao na producdo de progesterona (> 1 ng/mL)
e picos na concentracdo da mesma, nao foi afetada pela aspiracdo em nenhum
estagio do desenvolvimento folicular. O exame ultra-sonografico ainda indicou que,

um Corpus luteum de morfologia normal foi formado depois da aspiracao.
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Observaram ainda que quando comparados, os efeitos da aspiracdo e ovulacao,
fica evidente que a remocao do liquido folicular, ndo mimetiza inteiramente uma
ovulacédo. Os efeitos da aspiracao e ovulacdo nos valores de FSH foram similares,
provavelmente refletindo a perda na supressdo da pituitaria pela inibina ou
estrégeno em ambos os casos. Os valores de progesterona, todavia, elevaram-se
mais rapidamente depois da ovulacdo do que depois da aspiracdo. Isso é devido a
luteinizag@o pré-ovulatéria da parede do foliculo. Os valores de LH permaneceram
altos nos grupos de éguas aspirados, mas declinou no grupo ovulacao,
provavelmente este resultado seja reflexo da rapida produgédo de progesterona com
resultante supresséo da liberacdo de LH pela pituitaria.

Bracher et al. (1993), aspirando éguas no cio e no diestro prolongado (fase
luteal) observaram que ocorreu luteinizacdo dos foliculos 1 a 6 dias apdés a
aspiracéo, verificado pelos padroes de P, no plasma (P,>1ng/mL) quando
comparados a aquelas éguas que tiveram ovulagcdo com um ciclo estral normal. A
aspiracao de todos os foliculos (>10mm) em éguas no periodo de transicdo quando
0 maior foliculo alcancou 30mm em didmetro resultou em luteinizagdo em 3/8 éguas
(38%) (ALVARENGA et al., 1999).

Hayna et al. (2004), aspirando foliculos maiores que 25mm, observaram
aumento das concentragcfes sanguineas de progesterona maiores que 1ng/mL em
88% dos foliculos aspirados entre 26-30mm e 100% nos foliculos de diametro 31-
34mm, sugerindo que houve formagéao de tecido luteal.

Bogh et al. (2000), verificaram que aspiracao folicular de éguas nos dias 6 e
14 do ciclo estral, ndo afetaram as concentracdes circulantes de P4, sendo similar a
de éguas ciclicas normais. Além disso, o tamanho médio do ciclo depois da
aspiracao folicular no dia 6 (22,6 dias) e no dia 14 (25,3 dias) foi comparavel ao
tamanho do ciclo de éguas controle ndo-aspiradas durante a estacdo de monta (22,6
dias). Desta forma, os autores concluiram que a aspira¢do de foliculos dominantes
durante o diestro ndo resulta em subsequente luteinizagdo. Por outro lado, a
aspiracdo de foliculos no dia 18 prolonga o ciclo normal por aproximadamente o
tamanho de um ciclo inteiro. Essas informagdes associadas a mudancas ultra-
sonograficas observadas, fornecem evidéncias que hé& luteinizacdo depois da
aspiracdo de um foliculo dominante (dia 18 do ciclo) formando um Corpus luteum
(BOGH et al.,, 2000). E interessante notar que a concentracdo media de P,
plasmatica, seis dias depois da aspiracdo no dia 18, foi ao redor de 1ng/mL. Isto
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indica que um CL desenvolveu, e esta producdo de P, luteal pode ter sido
retardada pela aspiragéo do foliculo pré-ovulatério. A hemorragia intra-folicular pode
ser uma das causas para essa demora na luteinizacdo, porém estes resultados sao

baseados em apenas 3 amostras e necessitam confirmagao.
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Indug&o da funcgéo litea na égua pela aspiracdo foli  cular

transvaginal guiada por ultra-som

Luteal function induced by transvaginal ultrasound- guided follicular aspiration in mares

Mozzaquatro FD?, Verstegan JP®, Douglas RHC, Troedsson MHT®, Silva CAM?, Rubin MIB.?

®Embryolab — Laborat6rio de Embriologia Animal, Departamento de Clinica de Grandes Animais,
Universidade Federal de Santa Maria-RS, Brasil; "College of Veterinary Medicine, University of
Flérida, Gainesville, FL 32618, USA; °B.E.T. Laboratories University of Kentucky Coldstream
Research Campus 1501 Lexington, KY, USA.
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Delineamento experimental
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laboratorial [ ] P4
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Caracteristicas ecografica do  Corpus luteum apés

aspiracao folicular em éguas

Ecographic characteristics of  Corpus luteum after follicular aspiration in mares

Mozzaquatro FD?, Verstegan JP°, Douglas RH®, Troedsson MHT®,
Rubin MIB?, Silva CAM?

®Embryolab — Laborat6rio de Embriologia Animal, Departamento de Clinica de Grandes Animais,
Universidade Federal de Santa Maria-RS, Brasil; "College of Veterinary Medicine, University of
Flérida, Gainesville, FL 32618, USA; °B.E.T. Laboratories University of Kentucky Coldstream
Research Campus 1501 Lexington, KY, USA.
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Delineamento Experimental

26 Aspiracgoes foliculares OPU x Dosagem P4 x Ultra-sonografia
208 Amostras de soro Experimento Il

Exame diario Coleta sangue
Ultra-som PieMedical 5SMHz DO ao D8

Avaliacdes

= Estocagem
ultra-sonograficas Soro (-20°C)

Processamento Verificacédo
dos dados laboratorial [ ] P4
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DISCUSSAO

A ocorréncia da luteinizagdo inicial em foliculos pré-ovulatérios obtidos
pela aspiracdo folicular nos equinos foi descrita por varias equipes (HINRICHS
et al., 1991; BRACHER et al., 1993; BOGH et al., 2000; HAYNA et al., 2004),
porém em fémeas em diestro (BOGH et al., 2000) e no periodo transicional
(ALVARENGA et al., 1999) é pouco freqlente. No presente estudo, pode-se
perceber que a quantidade de foliculos que luteinizaram variou entre 0s grupos
foliculares aspirados (P<0,05). Alguns autores descrevem que este fato pode
ocorrer devido a remocdo de consideravel nimero de células da granulosa
durante o procedimento de aspiracdo folicular (McKINNON et al., 1988;
BRACHER et al., 1993). No presente estudo, acreditamos que isto n&do tenha
ocorrido, visto que a escarificagdo do foliculo € maior quando se realiza
repetidas lavagens da cavidade folicular para recuperar odcitos. Tal
procedimento ndo foi conduzido nesta pesquisa e a aspiragao foi concluida
guando houve o completo colabamento do foliculo, sendo que em nenhum
momento observou-se quantidade significativa de sangue no liquido folicular.
Ressalta-se também que 9 éguas das 15 aspiradas dos diferentes grupos
foliculares (J de 25-29mm; 30-35mm e >35mm) né&o luteinizadas detectou-se
elevada concentragdo de P, (P>2ng/mL) sérica no DO (Dia da aspiracédo). Na
espécie equina, os niveis de LH permanecem altos até um dia apos da
ovulacdo (GINTHER et al.,, 2006), o que pode ser importante no
desenvolvimento e funcionalidade do CL inicial equino. Contudo, durante o
periodo em que a concentracdo de progesterona estd alta, os niveis de LH
estdo diminuidos (SQUIRES,1993; GINTHER et al., 2006). Os horménios
esteroidais, estrdgeno e progesterona sdo 0s principais responsaveis pelo
feedback positivo e negativo que controla a liberacdo de horménios pituitarios,
incluindo prolactina, FSH e LH (SQUIRES,1993). Ambos FSH e LH séo
necessarios para o desenvolvimento de foliculos ovulatorios. Os estrégenos
induzem a formacao de receptores de LH nas células da granulosa, preparando
os foliculos a tornarem-se responsivos ao aumento pré-ovulatério das

gonadotrofinas, que ocorre na fase final do ciclo (MOOR; SEAMARK, 1986;
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PIERSON, 1993). No entanto, no presente estudo, as concentracdes de LH,
FSH e estradiol ndo foram mensuradas. Portanto, ndo foi possivel verificar se a
variacdo nos indices de luteinizacdo detectada nas éguas aspiradas ocorreu
pela imaturidade do foliculo, ou se a incapacidade de luteinizacdo foi
consequéncia do bloqueio da progesterona.

A técnica de aspiracao folicular resultou em 62% (25/40; Experimento 1) e
69% (18/26; Experimento II) de foliculos luteinizados, corroborado pela
producdo sérica de P, > 1ng/mL.

No Experimento |, a concentracdo de P, das éguas aspiradas com
foliculos >35mm néo diferiu (P>0.05) das éguas ovuladas no 6° dia apés a
aspiracdo. O perfil da P4 sérica em éguas aspiradas com diametro folicular
entre 30-35mm e >35mm foi similar, porém a secre¢do de P, das éguas com
foliculos entre 30-35mm de diametro foi diferente daquelas éguas com
ovulacao natural. A concentracdo de P4 elevou-se rapidamente nas éguas apoés
a ovulacdo, comparada as éguas aspiradas (P<0,0001). Este fato se deve
provavelmente ao inicio da luteinizagdo dos foliculos pré-ovulatérios
(WATSON; HINRICHS, 1988; BOGH et al., 2000).

No Experimento Il, o critério de avaliacdo da imagem ecografica atribuida
ao CL, provou ser um método eficiente para a selecdo das éguas receptoras de
embrides. Isto vem de encontro com as pesquisas ja desenvolvidas na area da
ultra-sonografia. O diametro, a é&rea e as graduacbes na escala cinza
(ecogenicidade do tecido luteal) do Corpus luteum ja foram objeto de estudo
para caracterizar subjetivamente o desenvolvimento da glandula luteal quanto
as concentragdes circulantes de progesterona durante o ciclo estral e inicio da
prenhez em éguas (GINTHER, 1986; SEVINGA et al., 1999; BOLLWEIN et al.,
2002; BERGFELT et al., 2006; GINTHER et al., 2007; SIMOES et al., 2007).

No Experimento |, 23 éguas (25 luteinizadas) produziram concentracdes
de P, acima de 2ng/mL. Ja no Experimento Il, a avaliagdo ecografica da
estrutura formada apos a aspiragdo folicular revelou que 93% das éguas que
tiveram a estrutura latea classificada como CL 3 no 4° dia apds aspiracéo,
apresentaram P, sérica superior a 2ng/mL. Este fato permite indicar que
somente éguas com CL 3 podem ser selecionadas como receptoras de
embrides por apresentarem um Corpus luteum similar ao CL funcional induzido

pela ovulagéo natural.
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CONCLUSOES

1. A aspiracdo folicular promoveu luteinizagdo dos foliculos aspirados,
sendo que 92 a 94% das éguas a producdo de progesterona foi superior a
2ng/mL (Experimento | e I, respectivamente).

2. Cem por cento das éguas aspiradas com foliculos >35mm que
luteinizaram, apresentaram P, > de 2ng/mL tanto no Experimento | quanto no
Experimento II.

3. O critério ecogréafico CL1, CL2 e CL3 atribuido para avaliar a imagem
ultra-sonografica da estrutura formada apés a aspiracao folicular foi um método
pratico e eficaz para estimar se houve ou nao luteinizacgéo.

4. Eguas com foliculo >35mm de didmetro e que ao serem aspiradas
produzam Corpus luteum classificados pela ultra-sonografia como “CL3”
produzem concentracdes de progesterona acima de 2ng/mL.

5. A aspiragdo folicular associada com a classificacdo ecografica aqui
apresentada, € um método alternativo para sincronizacdo e selecdo de éguas

receptoras de embrides.
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