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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi utilizar o recurso Doppler do exame
ultrassonogréfico para avaliar a vascularizagdo de foliculos pré e pos-aspiracédo
folicular e avaliar o efeito do benzoato de estradiol nos foliculos residuais
subsequentes. No primeiro ensaio foi estudada a vascularizacdo do foliculo
pré-ovulatério, objetivando-se testar diferentes metodologias de avaliagdo da
vascularizacdo folicular e determinar um padrdo de referéncia para foliculos
pré-ovulatérios. No segundo ensaio, ja com o padrdo de vascularizacdo do
foliculo pré-ovulatério definida, foi determinado o perfil de vascularizacdo do
foliculo residual formado ap6s a aspiracdo folicular, de forma a gerar
informagdes que possam auxiliar na compreensdo desse fendmeno. No
terceiro estudo, foi avaliado o uso do benzoato de estradiol no momento da
aspiracao folicular como estratégia para limitar a formacdo de foliculos
residuais. Conclui-se que a tecnologia Doppler é eficiente para avaliar o padréo
vascular de foliculos pré-ovulatorios e residuais. A utilizacdo do benzoato de
estradiol é uma estratégia para minimizar a atividade estrogénica de foliculos
residuais formados ap6s a aspiracdo, minimizando uma possivel influéncia

sobre a onda folicular subsequente.

Palavras-chave: benzoato de estradiol, bovinos, foliculo pré-ovulatério, foliculo

residual, ultrassonografia Doppler, vascularizacao.



ABSTRACT

The aim of this study was to use the feature of Doppler ultrasonography to
evaluate the vascularity of follicles before and after ovum pick up and evaluate
the effect of estradiol benzoate in subsequent residual follicles. In the first
experiment it was studied the vascularity of the preovulatory follicle, aiming to
test different methodologies for evaluation of follicular vascularization and set a
benchmark for pre-ovulatory follicles. In the second trial, since the pattern of
vascularization of the preovulatory follicle defined, it was defined a pattern for
vascularization of residual follicles formed after ovum pick up, in order to
generate information that can help in understanding this phenomenon. In the
third study, we evaluated the use of estradiol benzoate at the time of follicle
aspiration as a strategy to limit the formation of residual follicles. It is concluded
that the Doppler technology is effective to evaluate vascular pattern of
preovulatory and residuals follicles. The use of estradiol benzoate is a strategy
to minimize residual estrogenic activity of follicles formed after aspiration,

minimizing a possible influence on subsequent follicular wave.

Keywords: estradiol benzoate, bovine, preovulatory follicle, residual follicle,

Doppler ultrasonography, vascularization.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio nacional assumiu uma posicdo aonde areas como
pecuaria, producdo de biocombustiveis e producdo de grdos permitiram que o
pais se destacasse em uma posicdo de lideranca em relacdo a producdo
mundial. No caso especifico da pecuéaria, o Brasil hoje é referéncia na
producdo de carne e leite (FAO, 2008). Entretanto, 0 pais necessita continuar
investindo em pesquisa e desenvolvimento para garantir maior eficiéncia nos
sistemas de producéo.

A necessidade de ganhos em competitividade torna indispensavel aos
produtores rurais o investimento em tecnificagcdo e organizacdo da atividade,
assim como em assisténcia técnica adequada. O uso da ultrassonografia no
campo é uma ferramenta que possibilita um aumentando na eficiéncia e
dinamizando a producéo.

A ultrassonografia € uma tecnologia ndo invasiva e gque possibilita, na
area de reproducdo, aumentar a eficiéncia e precocidade dos diagndsticos e,
consequentemente, da tomada de decisdo. A utilizacdo da ultrassonografia
Doppler para a avaliagdo da vascularizacdo é uma inovacdo que possibilita o
maior conhecimento das condi¢des fisiolégicas dos 6rgdos genitais, em todas
as fases do ciclo estral (MIYAMOTO et al., 2006). Esta tecnologia pode levar a
avancos na investigacdo da fisiologia e de condi¢des patolégicas do sistema
reprodutivo (HERZOG e BOLLWEIN, 2007), como no caso da avaliagdo do
fluxo sanguineo ovariano e sua relacdo com o estado fisiol6gico de foliculos e
corpos luteos (MATSUI e MYIAMOTO, 2009).

A avaliacdo da éarea de vascularizacdo no foliculo pré-ovulatério e sua
possibilidade de utilizacdo na predicdo do tempo 6timo de inseminacdo e
aspiragdo folicular para fertilizagdo in vitro ja foi descrita em humanos
(BRANNSTROM et al., 1998).

A aspiracao folicular € um procedimento consolidado como técnica de
referéncia para a recuperacdo de complexos cumulus-oécito (COC) e producéo
in vitro de embrifes. VIANA et al. (2001) descreveu a formacgéo de foliculos
residuais apO0s a aspiragdo e suas implicacdes para a esteroidogénese
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ovariana. Inexistem, contudo, estudos que utilizem a tecnologia Doppler para
avaliar alteracdes vasculares relacionadas ao periodo posterior & aspiracao,
bem como, na avaliacdo de foliculos residuais formados apés o procedimento.
O presente estudo teve como obijetivo utilizar a tecnologia Doppler para
avaliar a vascularizacdo ovariana nos periodos pré-ovulatério e pés-aspiracao
folicular, como ferramenta para determinacado de um padréo vascular e também
avaliar o uso do benzoato de estradiol na dinamica de formacédo do foliculo
residual, elaborados em trés ensaios que serdo apresentados na forma de

capitulos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ULTRASSONOGRAFIA NO ESTUDO DA DINAMICA FOLICULAR

2.1.1 Ultrassonografia modo B

A ultrassonografia consiste em uma técnica ndo invasiva que permite a
avaliacdo dos diversos 6rgaos e tecidos que compde o aparelho reprodutor de
machos e fémeas. O ultrassom (US) vem sendo utilizado como uma ferramenta
revolucionaria na biologia da reproducdo. A utilizacdo da ultrassonografia
juntamente com a ferramenta para ensaios hormonais (RIA) possibilitou a
associacdo entre as mudancas morfolégicas, hormonais e outras variacfes
funcionais (GRIFFIN e GINTHER, 1992).

A ultrassonografia se baseia na ativacdo de cristais piezoelétricos que
emitem vibracdes sonoras, que sao transmitidas pelos tecidos corporais e
posteriormente refletidas, de acordo com a propagacdo do som no meio
(BLOND e BUCZINSKI, 2009). O transdutor é ativado a partir da alternancia de
polaridade por uma carga elétrica, resultando na compressao e expansao de
ondas para dentro do tecido. Para medi¢cdo desses valores temos: a amplitude
que é a medida de forca da onda ultrassdnica, 0 comprimento de onda, que
esta relacionado ao tamanho da onda; a frequéncia, que € o numero de

vibragbes ou oscilagbes por unidade de tempo. Normalmente a unidade de
16



tempo utilizada é o segundo e a frequéncia pode ser mensurada em Hertz (Hz),
gue seria um ciclo por segundo ou entdo em mega-hertz (MHz) que seria um
milhdo de ciclos por segundo. A alteracdo da frequéncia interfere na resolucdo
da imagem, altas frequéncias melhoram a resolucdo, porém diminuem a area
de penetracgéo tecidual (GINTHER, 1998)

O modo B, também chamado de modo bidimensional, € uma projecéo
de tons de cinza representados em um monitor. O aparelho de ultrassonografia
€ composto por um gerador de pulsos elétricos, um transdutor, que emite os
sinais sonoros e capta a resposta de eco, um conversor e uma tela de video.
Os transdutores podem variar formato, dependendo da finalidade do exame. O
transdutor linear produz uma imagem retangular, ao passo que o setorial
produz uma imagem em formato de setor circular com angulo variavel de
acordo com o aparelho. As estruturas que néo refletem o som aparecem em
tom de preto na imagem do monitor e sdo chamadas de n&o ecogénicas ou
anecobicas. Por outro lado os tecidos que refletem o som aparecem em variados
tons de cinza e sdo caracterizados como estruturas ecogénicas, podendo ser
hiperecoicas, quando mais claras (ou tendendo ao branco), ou hipoecdicas,
guando os tons de cinza forem mais escuros (IHNATSENKA B e BOEZAART,
2010)

A maioria dos aparelhos de ultrassonografia ainda é de tecnologia
analdgica, sendo dificil a visualizacdo de foliculos de diametro abaixo de 2 a 3
milimetros (mm), limitando o acompanhamento de foliculos no inicio da
emergéncia folicular e também causando uma baixa precisdo na avaliacdo de
foliculos em sua fase de selecdo e dominancia (JAISWAL et al. 2004).

O recente desenvolvimento de novas plataformas para equipamentos
de ultrassonografia, contudo, vem resultando em uma “revolugao silenciosa” no
desenvolvimento de pesquisas em fisiologia ovariana (SINGH et al., 2003). O
desenvolvimento de novas tecnologias nos aparelhos vem a cada dia
melhorando a capacidade e a resolugdo de visualizacdo de estruturas,
permitindo, por exemplo, a visualizacdo de foliculos de até 1 mm (ADAMS et
al., 2008). A utilizacao de equipamentos de alta frequiéncia (até 60 MHz) tornou

possivel a visualizacdo das histologicas no foliculo ovariano, permitindo em
17



alguns casos, a identificacdo direta do complexo cumulus o6cito (COC) no
ambiente folicular (SINGH et al., 2003).

Dentro da clinica de grandes animais, 0 uso da ultrassonografia € bem
difundido, principalmente na reproducdo animal. Nesta area 0 equipamento é
atil na deteccdo de enfermidades (KAHN e LEIDL, 1984), diagnosticos
precoces de gestacao e sexagem fetal (KAHN et al., 1990) e acompanhamento
reprodutivo (BISINOTTO et al. 2011).

2.1.2 Ultrassonografia Doppler

A teoria do Doppler foi criada por Christian Doppler em 1942. Segundo
consta a variacdo da distancia entre o emissor e 0 receptor de uma onda,
causa uma variacao entre a frequéncia emitida e a recebida. Esta variacao da
frequéncia é proporcional a velocidade relativa entre emissor e receptor,
podendo ela ser positiva, se houvesse aproximac¢do, ou negativa, quando
houver distanciamento entre o emissor e o receptor (COMAN, 2005).

Com o passar do tempo, a teoria de Doppler abriu caminho para varias
aplicacfes. Uma delas foi a adaptacéo da funcéo Doppler em aparelhos de US,
onde pela variagdo da emisséo de um sinal sonoro e os ecos refletidos pelas
células vermelhas, permitiu obter a chamada diferenca Doppler (GERHARD-
HERMAN et al., 2006).

Na ultrassonografia Doppler colorida, existem duas funcdes de
avaliacdo, uma qualitativa e uma quantitativa, a fungéo color flow e o modo
espectral, respectivamente.

Nos aparelhos contendo a funcdo color flow, a diferenca Doppler é
transmitida ao monitor em forma de cores. Se esta diferenca for positiva, ou
seja, quando o fluxo sanguineo ocorre em direcao do transdutor, 0 mesmo é
representado pela cor vermelha. Se ela for negativa, quando o fluxo ocorre em
direcdo contraria ao transdutor, este é representado pela cor azul. Essas
tonalidades de cores podem ser mais ou menos intensas, dependendo da
intensidade e amplitude do fluxo sanguineo (HERZOG e BOLLWEIN, 2007).
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Esta tecnologia vem sendo utilizada para diversas areas e funcdes. O
Doppler vem sendo empregado em humanos mais rotineiramente do que em
animais. Esta técnica ajuda meédicos a detectarem gestacOes de alto risco
através de avaliacdes do fluxo sanguineo da artéria umbilical, possibilitando
predizer cada vez mais precocemente as condi¢des intrauterinas e diagnosticar
situagcbes de sofrimento fetal (FITZGERALD e DRUMM, 1977;
GUDMUNDSSON e MARSAL, 1988; DICKEY, 1997). Em animais, a tecnologia
Doppler vem sendo utilizada ha menos tempo, porém ja existem trabalhos que
discutem a avaliagdo da vascularizacdo ovariana (ACOSTA et al. 2002, 2003,
2005; MIYAMOTO et al. 2005) e da avaliacdo da circulacdo sanguinea
distribuida pelo utero durante os diferentes estagios do ciclo estral e durante a
gestacdo (BOLLWEIN et al., 2000, 2002). Estudos relacionados ao Doppler
descreveram técnicas de diagnostico de cistos, avaliacdo da fungédo do corpo
luteo (CL), avaliacdo precoce de diagnostico de gestacdo, diagnosticos
precisos de morte fetal e melhor avaliacdo de resposta superovulatérias
(MATSUI e MIYAMOTO, 2009).

No modo espectral, avaliam-se as variacfes de fluxo sanguineo através
de gréaficos. Estes graficos, também chamados de espectrum, fornecem ao
operador, diferentes valores de velocidades de fluxo. Todos estes valores sé&o
referentes a velocidades das heméacias durante o ciclo cardiaco (GINTHER et
al., 2007). A pouca utilizacdo do modo espectral na avaliacdo ovariana em
bovinos é devida a dificuldade de contencdo do animal e principalmente pelo
pequeno tamanho dos vasos, além da necessidade de ajuste do angulo de
avaliacao entre o vaso e o transdutor (ACOSTA e MYIAMOTO, 2004).

Diferente da avaliacdo espectral, o color flow é um método mais
simplificado, consumindo menor tempo de exame, sendo a preferida pelos
veterinarios que atuam no campo. Dentro da funcédo color flow é possivel
também utilizar o modo power flow. Onde apenas uma cor é apresentada e as
variagbes nos sinais de Doppler se apresentam como diferengas na
intensidade dos pontos coloridos (GINTHER et al., 2007).

Na avaliacdo qualitativa das imagens de Doppler em animais, o objetivo

do fluxo sanguineo através de uma interpretacdo subjetiva do nimero e do
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brilho dos pixels, que representam a quantidade de som produzida pela
diferenca Doppler (MARSAL, 1993).

Dentre as principais aplicacdes do Doppler em reproducdo de fémeas
bovinas esta a avaliacdo da funcédo ovariana, que engloba o desenvolvimento
folicular e a dindmica luteal durante o ciclo estral (MATSUI e MIYAMOTO,
2009).

Em humanos, o modo espectral e 0 modo colorido sdo utilizados em
diferentes fases e regibes do foliculo pré-ovulatorio (BRANNSTROM et al.,
1998). Poucos e apenas recentes estudos demonstram a avaliagcao de foliculos
pré-ovulatérios utilizando a tecnologia Doppler em vacas (ACOSTA e
MYIAMOTO, 2004; KAWASHIMA et al. 2007; NEGLIA et al., 2011a). O LH
produz um aumento do fluxo sanguineo (JANSON, 1975; NISWENDER et al .,
1976; VARGA et al., 1985), durante o periodo pré-ovulatério que o primeiro
aumento do fluxo sanguineo na parede do foliculo ocorreu seis horas antes do
pico de hormdnio luteinizante (LH) (ACOSTA et al., 2003). O mecanismo pelo
qual o LH promove este efeito ainda ndo é conhecido, uma vez que, este
hormonio ndo tem nenhum efeito direto sobre a vascularizagédo (VARGA et al.,
1985). O foliculo pré-ovulatério se distingue de um atrésico de diametro
semelhante, pela presenca de uma regido bem vascularizada ao seu redor.
(ACOSTA et al., 2003).

2.2 AVANCOS NO ESTUDO DA DINAMICA FOLICULAR DECORRENTES DA
ULTRASSONOGRAFIA

2.2.1 Caracterizacdo do crescimento e atresia folicular

O crescimento folicular € marcado por varias alteracbes celulares e
moleculares que envolvem o0s principais componente foliculares: o odcito, as
células da teca e as células da granulosa. Os responsaveis por essas
transformacoes séo fatores intrafoliculares, fatores intraovarianos e sinais
hormonais que controlam as atividades celulares e levam a secreg¢do de

progestagenos, andrégenos e estrégenos. No processo de crescimento
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folicular, a profileracédo e diferenciacdo de células da granulosa e da teca séo
induzidas por hormonios, o que leva estes foliculos em produzir estrogeno e
responder em gonadotrofinas. O estrogeno tem grande importancia para a
definicdo de qual foliculo ira assumir a dominancia, jA que este hormdnio
determina a quantidade de receptores de LH este foliculo terd, influenciando
posteriormente no momento de dominancia, ovulagao e luteinizagdo (HAFEZ e
HAFEZ, 2004)

Sunderland et al. (1994) definiram que os foliculos ovarianos passam por
diferentes fases durante as ondas de crescimento: recrutamento, crescimento,
selecdo, dominancia e atresia, tudo isto resultando em um desenvolvimento
ciclico de foliculos ovulatérios ou ndo ovulatérios ao longo de um ciclo estral
bovino.

ApGs o recrutamento de um conjunto de foliculos no inicio de uma onda
de crescimento, ocorre a selecdo e o estabelecimento da dominancia. Em
bovinos, em média, o maior foliculo apresenta 3 ou 4 mm no momento da
emergéncia da onda (GINTHER et al.,, 1997). A partir deste momento, o
crescimento do foliculo dominante (FD) diverge em relagcdo aos demais, que
passam a ser denominados subordinados. A divergéncia ocorre quando o
maior foliculo atinge aproximadamente 8,5 mm, como indicado por varios
estudos em racas taurinas (KULICK et al., 1999; GINTHER et al. 2000b). Apos
a divergéncia os foliculos subordinados comecam a regredir e entram em
atresia (GINTHER et al. 1996). Dentro de uma onda folicular, todos os foliculos
apresentam potencial para se tornar dominantes. Entretanto, apenas um
foliculo consegue estabelecer esse padréo, principalmente devido a diferencas
na expressao de receptores para LH e hormdnio foliculo estimulante (FSH) e a
inibicdo da liberacdo de FSH enddgeno pela producédo de estradiol e inibina
(KO et al., 1991).

Durante a presenca de um CL ativo, os pulsos de LH variam quanto a
sua frequéncia e amplitude, mas sédo insuficientes para promover a maturacao
final e a posterior ovulacdo do FD (RAHE et al., 1980). Sendo assim, o futuro
desse foliculo dominante durante o momento de P4 elevada € a atresia. Com 0

crescimento do foliculo ha um aumento na quantidade de fluido folicular, rico
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em E2 e inibina, que na circulagio passam a fazer um feedback
positivo/negativo sobre o hipotalamo e hip6fise com aumento da liberacdo de
LH e diminuicdo de FSH, suprimindo o crescimento dos demais foliculos
(ROCHE, 1996). Com inicio da atresia a concentracdo de E2 e inibina do
foliculo dominante tende a cair, promovendo assim, o final do feedback
negativo promovido por eles ao FSH no hipotalamo. Com isso, o FSH pode
aumentar sua concentracdo e promover o crescimento da onda subsequente
(MIHM et al. 2002).

A atresia folicular ndo é classificada somente pela morte de algumas
células, mas sim pela perda total da funcdo, caracterizada pela falha na funcao
bioquimica e alteracdo morfolégica (RODGERS e IRVING-RODGERS, 2010).
Neste processo estdo envolvidas varias atividades celulares, com a funcéo de
reabsorcdo do foliculo pela infiltracdo de macréfagos, fagécitos e fibroblastos
na teca, e substituir por tecido fibroso, semelhante ao processo de cicatrizacao
(SCHULTZ e WYSOCKI, 2009).

O comeco da morte celular se da de forma variada, em diferentes fases.
Diferentes células apresentam inicio de apoptose de acordo com seu estagio
de desenvolvimento. Rajakoski (1960) identificou em bovinos, que no periodo
pré antral, o o4cito € a primeira célula a apresentar apoptose. Ja no periodo
antral, as células da granulosa, sdo as primeiras células a morrer e em alguns
casos células da teca podem morrer bem precocemente (CLARK et al., 2004).
Distarbios na habilidade das células da teca e granulosa em responder aos
sinais gonadotroficos levam ao interrompimento do crescimento e inicio da
atresia do foliculo (KNIGHT et al., 2011).

Alguns fatores séo limitantes quando se trata de atresia. As células
possuem uma “programacao” de vida, com isso fica determinada a sua meia
vida, o que limita o crescimento e desenvolvimento do foliculo. Outros fatores
afetam esse tempo de vida, como a prépria nutricdo, o equilibrio entre
estrogenos e andrégenos e os estagios do ciclo reprodutivo. O estrégeno (E2)
e a P4 sdo hormdnios decisivos no que se trata de atresia. O estrégeno
estimula o crescimento e a diferenciacdo das células da granulosa, o que €&

fundamental para a sele¢éo do foliculo, para a maturagéo e ovulacéo.
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2.2.2 Fisiologia, controle endocrino e esteroidogénese folicular

Os bovinos sdo animais poliéstricos que exibem comportamento de estro
entre periodos medios de 21 dias. O ciclo estral é caracterizado por ondas de
crescimento folicular e controlado por diversos hormoénios de diferentes
origens. Estes hormdnios podem ser hipotalamicos, como o hormanio liberador
de gonadotrofina (GnRH) (ROCH et al., 2010), da hipofise (FSH e LH)
(BERGFELT et al., 2000; LUO et. Al,, 2010) , dos ovéarios (P4; e inibina -
GINTHER et al., 2000b; FORDE et al., 2010) ou ainda do Utero como o caso da
prostaglandina Fyyq (PGF24) (AROSH et al., 2004). Eles agem de modo a ativar
ou suprimir acées que controlam o ciclo.

A medida que o FSH aumenta sua concentragio, ocorre aumento
concomitante de receptores para o préprio FSH e para o LH nas células
foliculares da teca interna e granulosa. Este momento é marcado pela secrecao
de E2 pelo foliculo em crescimento devido ao aumento do FSH que leva a um
aumento na atividade da enzima aromatase (P450arom), enzima esta que
converte andrégenos em estrogeno nas células da granulosa, que séao
produzidos e repassados pela teca interna, chegando assim até a circulacao
sanguinea (HILLIER, 1994).

Devido ao fato deste futuro foliculo dominante ter mais receptores para
LH (GINTHER et al., 2000a), ele consegue continuar seu desenvolvimento,
mesmo em um ambiente de diminuicdo de FSH, enquanto os outros foliculos
subordinados iniciam o processo de morte celular e atresia (GINTHER et al.,
2000a).

ApOs o estabelecimento da dominancia, o FD continua a produzir
elevadas concentracbes de E2, chegando até o pico de producdo (PALHAO et
al. 2010). O aumento na concentracdo de E2 folicular € maior que na
concentracdo de E2 plasmética levando o animal a apresentar comportamento
de cio e induzindo o posterior pico de LH. Responsavel pela luteinizacdo das
células foliculares (ALILA e HANSEL, 1984), maturacdo final do odcito e
ovulacao do foliculo com liberag&o do oocito (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

23



Apbs a ovulacéo inicia-se o periodo luteal, onde ha a formacao do corpo
liteo (CL) e producdo de P4. Neste momento, o foliculo limita-se até a
divergéncia e estabelecimento da dominancia, porém nao ocorre a ovulacéo,
pois, o fornecimento necessario de LH para este evento € suprimido (GINTHER
et al., 2000b). A funcédo principal do CL é produzir P4 suficientemente para
manter a gestacado (FORDE et al., 2009). A presenca de um CL ativo, em um
momento em que nao foi detectado sinal de gestacao, pelo principal sinalizador
de gestacao (interferon tau) ocorre a liberacdo de PGF,, pelo utero, para a lise
do CL (LAMOTHE et al., 1977).

A producéo ovariana de esterdides é importante para o desenvolvimento
e funcionamento ovariano. A esteroidogénese ovariana ocorre com a interacao
dos dois tipos de camadas celulares que envolvem o foliculo, as células da
teca e as células da granulosa (SPICER et al., 2011).

O E2 é sintetizado nas células da granulosa através da aromatizacao
(enzima P450 aromatase), de andrégenos produzidos nas células da teca
(FORTUNE e QUIRK, 1988). A producdo de E2 é mediada pela frequéncia de
pulsos de LH dos foliculos que estdo em crescimento (CROWE et al., 2001). A
ligacdo de LH no seus receptores nas ceélulas da teca promovem uma
conversdo de colesterol em testosterona, passando por varias reacdes
cataliticas (DORRINGTON et al., 1975). Esta testosterona produzida nas
células da teca, difundem-se através das células da granulosa onde sé&o
finalmente convertidas em estrogénio pela P450 arom (DORRINGTON et al.,
1975).

A funcdo do estradiol ndo é apenas local, no foliculo em
desenvolvimento, também apresenta um importante papel no mecanismo de
controle hormonal entre as gbnadas, hipéfise e hipotadlamo (MICEVYCH e
KELLY, 2012)
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2.2.3 Fluxo sanguineo, ambiente intrafolicular e desenvolvimento do

odcito

As mudancas na hemodinamica ovariana estdo diretamente ligadas aos
processos de transformacéo folicular durante os diferentes momentos do ciclo
estral, incluindo crescimento folicular, ovulagdo, luteogénese e lutedlise
(COLLINS et al., 1991; BRANNSTROM et al., 1998; ACOSTA et al., 2002).

As mudancas no fluxo sanguineo e na sua intensidade promovem
alteracbes diretas na biossintese de E2 e P4 (MURDOCH et al.,, 1986;
ACOSTA et al, 2002 ). Estas mudancas se ddo devido aos peptideos
vasoativos (PVA), que sdo biomoléculas encontradas na circulacdo sanguinea.
Cada tecido possui uma necessidade de atuacdo desses PVA por isso
possuem diferentes tipos de receptores que influenciam nesta agédo. Esses
peptideos séo controlados, em parte, por pré propeptideos, os quais hidrolisam
os PVA com enzimas localizadas nos préprios pontos de liberacdo. Essas
enzimas que hidrolisam os peptideos possuem papel importante no controle do
tbnus vascular. Alguns PVA como angiotensina-2 (Ang-2), endotelina-1 (ET-1)
e peptideo natriurético atrial (PNA) possuem funcdo de modulacdo do ténus
vascular na circulacdo. A ligacdo desses peptideos com a reproducdo, mais
especificamente com a hemodinamica ovariana, esta relatada em alguns
estudos que mostram a regulacdo da Ang-2, ET-1 e PNA em eventos como a
maturacdo dos odcitos (YOSHIMURA et al., 1996), a ovulagdo (PELLICER et
al., 1988) e a regulacéo do CL (STIRLING et al., 1990).

Yamada et al. (1994) comprovou em foliculos pré-ovulatérios que o
aporte nutricional das células da teca ocorre devido a existéncia de uma rede
de capilares que passa por essa camada. Essa rede estd estruturada até a
proximidade das células da granulosa, porém nao penetrando nesta camada.
Isto indica que a nutricho e o estimulo hormonal alcanca as células da
granulosa por meio de difuséo.

No momento da ovulacdo, o fluxo sanguineo € de extrema importancia
para a chegada de agentes mediadores e hormonios, e os PVAs atuantes no

momento de pico de LH, principal causador de alteragcdes na estrutura e
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bioguimica dos foliculos. Estudos mostram a interacédo deles com a producédo
de hormoénios esterdides e prostaglandinas que também atuam nesse momento
(ACOSTA et al., 1999).

A vascularizacdo ovariana pode ser avaliada com auxilio da tecnologia
Doppler, pela comparacdo dos eventos de mudancas do fluxo sanguineo com
parametros morfolégicos e endocrinos. MATTIOLI et al.(2001) conseguiu, em
seus estudos, relacionar o diametro do foliculo ovariano, concentracfes de
estrogeno intrafoliculares e a éarea de fluxo sanguineo, indicando a
possibilidade de associacdo da ultrassonografia modo B, Doppler colorido e
analise hormonal. Seus estudos sugerem que o fator de crescimento endotelial
vascular (FCEV) tem relacdo direta com o aumento na extensdo dos vasos,
possibilitando maior fluxo sanguineo e com a ativacdo da esteroidogénese. A
presenca do FCEV esté intimamente ligada ao tamanho do foliculo. Pequenos
foliculos possuem pequenas quantidades de FCEV, porém foliculos em
crescimento apresentam grandes quantidades desse fator.

A vascularizacao folicular tem relagéo direta com a composicao do fluido
folicular (FF) e com a tensdo de oxigénio, que por sua vez afetam o
desenvolvimento oocitario (SULTON et al.,, 2003). A avaliacdo do fluxo
sanguineo folicular mostrou ter valor preditivo nos resultados da fertilizacédo in
vitro em humanos, considerando-se o potencial de implantacdo dos embrides e
as taxas de gestacao (CHUI et al., 1997). CHUI et al.(1997) utilizaram mulheres
sem diferenca significativa de idade ou numero de foliculos, e chegaram a um
resultado que as gestacdes ocorriam em foliculos com maior grau de
vascularizacdo. Assim, demonstrou a possibilidade da utilizacdo da avaliacéo
da vascularizacédo folicular como uma ferramenta auxiliar no diagnostico de
uma possivel concepcdo. Contudo, apenas recentemente esta tecnologia
passou a ser empregada em grandes animais para avaliacdo da funcao
ovariana (MIYAMOTO et al., 2006).

Miyamoto et. al. (2006) confirmaram que as mudancas estruturais e
funcionais causadas pelo LH, em foliculos maduros estdo associadas ao

aumento do fluxo sanguineo na parede dos foliculos. Eventos como esse
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demonstram a importancia do estudo do fluxo sanguineo para compreender
melhor a composi¢do do FF, bem como o desenvolvimento oocitério.

O aumento das concentragdes circulantes de LH esta associado a um
aumento na permeabilidade vascular dos capilares, bem como um edema nas
camadas da teca (CLARK et al., 2004). A partir desse momento outros
mecanismos estdo envolvidos para que esse liquido possa ser acumulado no
antro folicular. Dentre esses mecanismos estao principalmente as bombas de
sodio/potassio e a acdo de glicosaminoglicanos (GOSDEN et al., 1988). A
composi¢cdo bioquimica deste liquido € de esterdides e glicoproteinas
sintetizadas na parede celular deste foliculo. Durante a fase de crescimento
folicular, com a formacdo do antro, o FF é caracterizado por uma grande
quantidade de 17 - estradiol, entretanto, com a aproximacao da ovulacao, este
liquido € marcado por elevadas taxas de P4. Dentre as fungfes do FF estdo a
maturacao oocitaria, a preparacdo para ovulacao e transporte do odcito para o
oviduto, a regulacado das células da granulosa, o auxilio ao crescimento folicular
e a estereidogénese, além da preparacao do foliculo para a formacao do CL e
ativacdo de fatores estimulatorios e inibitérios que controlam o ciclo folicular
(RENAVILLE et al., 2010).

A maturacdo oocitaria se da em dois estagios: um periodo de
crescimento e um periodo de preparacdo nuclear e citoplasmética, aonde o
oOcito ira se preparar para o desenvolvimento final e a fertilizagdo. O
crescimento folicular comeca a partir do recrutamento, onde o foliculo
primordial irA ser ativado. As células da granulosa atuam ativamente para o
processo de crescimento oocitario, tendo em vista que estas células estdo em
contato direto com o odcito. Ja quanto a preparacdo do odcito para a
fertilizacdo, o nucleo do odcito encontra-se quiescente na fase de dipl6teno.
Com a acédo das gonadotrofinas no periodo pré-ovulatorio, ha inibicdo da
producdo do fator supressor da meiose, secretado pelas células da granulosa.
Com isso retoma-se o processo de maturagao nuclear, que faz parte de um dos

processos da maturacao oocitaria (VAN HOECK et al., 2011)
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2.3 ULTRASSONOGRAFIA NA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

2.3.1 Aspiracéao folicular para a PIVE

A ultrassonografia, além de trazer beneficios para investigacbes
patologicas e diagnosticos precoces, possibilitou a realizacdo da aspiracdo
folicular orientada por imagem.

Esta técnica tornou-se o procedimento de eleicdo para a coleta de
o0citos objetivando a producéo in vitro de embrides. A aspiracédo folicular € um
procedimento ndo cirlrgico, e que pode ser realizada repetidas vezes em um
mesmo animal. Desenvolvida em 1978 por Steptoe e Edwards (1978), a técnica
de aspiracado folicular utilizada para a recuperacdo de oocitos destinados a
fertilizacdo in vitro. Foi utilizada em bovinos pela primeira vez em 1987
(CALLESEN et al., 1987), sendo esta, uma adaptacdo da técnica ja utilizada
em humanos.

Vérias adaptacdes foram feitas nos sistemas de aspiracdo ao longo dos
anos, objetivando coletar o maior numero de odécitos de boa qualidade. Entre
0s parametros estudados estavam o comprimento e calibre das agulhas
(BALTUSSEN et al., 1992) e a pressao de vacuo exercida para a aspiracao dos
oocitos (FRY et al., 1997). Uma das mais importantes adaptacfes feitas foi a
substituicdo da agulha de aspiracao longa (de 50 a 80 cm de comprimento) por
agulhas curtas e descartaveis, que sao de facil manipulacéo, tornando assim
mais pratico e seguro o processo de substituicdo de agulhas entre as
aspiracoes de doadoras (BOLS et al., 1995).

2.3.2 Efeitos da OPU na fisiologia ovariana

Com o avanco na utilizagdo da técnica de aspiracdo folicular, o uso
repetido do procedimento e o inicio cada vez mais precoce no uso das
doadoras, como o uso de novilhas pré puberes (BROGLIATTI e ADAMS,
1996), surge a discussao sobre a influéncia do procedimento na fisiologia

ovariana, bem como sua acao deletéria ao 6rgdo. Alguns estudos demonstram
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gue as aspiracdes podem causar efeitos negativos a funcéo ovariana (BONI et
al., 1997; PETYIM et al., 2007), enquanto outros estudos demonstram que
mesmo passando por processos repetitivos de aspiracdes foliculares, a funcao
ovariana, bem como os indices de gestacdo poés-aspiracdo sdo inalterados
(BROWN et al., 1996; ALLER et al.,, 2010). A aspiracdo folicular foi também
avaliada em diferentes épocas de gestacdo, e chegou-se a conclusdo que este
procedimento quando feito no primeiro trimestre de gestacdo nao causa
nenhum efeito deletério ao feto (MEINTJES et al.,, 1995). Viana (2003)
observaram gue repetitivas aspiragdes provocaram pouca irritagcdo no fundo de
saco vaginal, porém podem ocasionar alteragcdes morfologicas e funcionais nos
ovarios, dependendo do numero de sessfGes as quais as doadoras foram
submetidas, e ao numero médio de estruturas recuperadas por sessdo de
coleta. As principais alteragbes s&o a ocorréncia de fibrose e perda de
mobilidade dos ovarios resultante de aderéncias. Na avaliacao histolégica pés-
aspiracdo, os ovarios apresentaram areas com hemorragia e infiltrados de
células inflamatorias, além de fibrose no estroma ovariano, associado a
cicatrizes no trajeto da agulha. Estes também observaram que o nimero de
COCs recuperados apresentaram uma relativa constancia ao longo das
sessbes de puncdo. Este fato sugere que as lesbdes induzidas pelo
procedimento nao interferiram diretamente no processo de recrutamento
folicular subsequente.

Estudos demonstram que o intervalo minimo entre aspiracdes foliculares
para o crescimento folicular se restabelecer é de trés a quatro dias (BONI et al.,
1997; GALLI et al., 2001). Em bdfalos, houve reducéo do crescimento folicular
de animais submetidos a longos periodos de aspiracbes duas vezes por
semana, porém a diminuicdo no nimero de procedimentos de duas para uma
vez por semana, melhorou a competéncia dos o0citos e a produc¢éo In Vitro dos
embrides (NEGLIA et al., 2011b).

Os estudos diferem nos resultados, porém, de modo geral, subentende-
se que aspiracdes repetitivas causam a longo prazo um efeito deletério a

funcdo e morfologia ovariana. Dependendo da repetibilidade do procedimento,
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do intervalo entre eles e do numero de perfuracdes causadas pela agulha.
(VIANA, 2003)

2.3.3 Formacéo de Foliculo Residual

A remoc¢do do contetdo folicular por aspiracdo transvaginal orientada
por ultrassonografia pode nao induzir a atresia e perda de funcéo imediata dos
mesmos, resultando na ocorréncia de foliculos residuais ou persistentes
(VIANA et al.,, 2001; VIANA, 2003; DOREA et al.,, 2011). A presenca de
atividade esteroidogénica pds-aspiracao nestas estruturas pode comprometer a
eficiéncia da sincronizacdo do crescimento folicular pela remocéo do foliculo
dominante. Os mecanismos associados a manutencao ou nao da atividade das
células da parede folicular remanescente, contudo, ndo estédo elucidados. Uma
observacéo importante durante o processo de recuperacdo pés-aspiracdo da
doadora foi registrada por DOREA et. al. 2011. Estes, trabalhando com vacas
da raca Holandesa, observaram que 67% dos foliculos aspirados em fase de
divergéncia (8mm) tiveram seus limens preenchidos novamente, tornando-se
foliculos persistentes. Ao passo que 83% dos foliculos dominantes, aspirados
apos a divergéncia (diametro = 12 mm), persistiram ap0s o processo. Estes
dados indicam uma alta incidéncia de persisténcia folicular apds a aspiracdo. A
presenca do foliculo persistente e esteroidogenicamente ativo pode causar
alteracdes e/ou inibicdo do desenvolvimento folicular da onda subsequente e
comprometer os resultados da doadora em procedimentos posteriores. Estudos
estdo sendo feitos para elucidar a composicédo do liquido folicular do foliculo
residual (FR), indicando sua composicdo e um possivel desequilibrio na
relacao estrégeno- progesterona.

A alta incidéncia deste fenbmeno apés a aspiracéo pode estar ligado ao
aumento nas concentracfes plasméaticas de FSH (efeito rebote apés a retirada
do dominante) no periodo apos a aspiracdo, levando a uma reativacdo do
foliculo, que permanece responsivo ao FSH circulante. No entanto, suspeita-se
gue com uma aplicacdo de Benzoato de estradiol (BE), para re-resincronizar a

onda de crescimento folicular, no momento da aspiracdo do foliculo dominante,
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poderia reduzir a incidéncia do foliculo persistente. Uma possivel explicacao
seria um efeito inibitério do estrogeno sobre as concentracbes de FSH. As
elevadas concentracfes de BE mantidas por até 48 h apds a administracédo,
poderiam inibir a elevacdo do FSH ap0ds a aspiracdo do foliculo dominante, o
gue levaria a sua atresia (WILTBANK et al., 2000)
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CAPITULO 1
PADRAO DE VASCULAR DO FOLICULO PRE-OVULATORIO

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar a avaliacdo subjetiva e
objetiva da vascularizacao folicular e também determinar o padréo vascular do
foliculo pré-ovulatério de fémeas bovinas. Foram utilizadas 60 vacas mesticas
Holandés-Zebu que foram submetidas a protocolo de sincronizagdo da
ovulacdo, permitindo assim, que o foliculo pré-ovulatorio fosse avaliado em
condi¢cBes semelhantes entre os animais. Na primeira avaliacdo foi mensurada a
medida do didmetro de cada estrutura pré ovulatoria e em seguida as imagens
foram submetidas a avaliagdo subjetiva e objetiva da vascularizacdo da parede
do foliculo. Foram avaliados 69 foliculos pré-ovulatérios, sendo eles dominantes
ou codominantes, tendo média de 12,0 + 2,7 mm de diametro. Na avaliacdo
subjetiva, encontrou-se uma maior distribuicdo nos escores 3 e 4, com 82,6%
do total dos foliculos pré-ovulatorios avaliados. A avaliagdo objetiva se
mostrou semelhante a subjetiva (p<0,001), obtendo 78% dos foliculos com
classificacdo 3 e 4 de vascularizacao. Concluiu-se que a técnica de avaliacdo
do padrédo vascular de foliculos pré-ovulatérios por meio de ultrassonografia
com Doppler colorido se mostrou eficiente e de variada aplicabilidade,
demonstrando que a avaliacdo subjetiva, classificando a vascularizacao
folicular por escore visual, é uma boa ferramenta para andlise de

vascularizacédo, tendo eficiéncia semelhante a avaliacao objetiva.

Palavras-chave: ultrassonografia Doppler, foliculo pré-ovulatorio,

vascularizacéo, bovinos
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ABSTRACT

The present study aimed to compare the subjective and objective evaluation of
follicular vascularization and also determine the vascular pattern of the
preovulatory follicle of cows. A total of 60 crossbred Holstein-Zebu who
underwent ovulation synchronization protocol, thereby allowing the preovulatory
follicle to evaluated under similar conditions. The first evaluation measured the
diameter measurement of each pre ovulatory structure and then the images
were subjected to subjective and objective evaluation of vascularization of the
follicle wall. 69 preovulatory follicles were evaluated, either dominant or
codominant follicles, having average 12.0 + 2.7 mm diameter. In the subjective
evaluation, we found a greater distribution in scores 3 and 4, with 82.6% of the
total pre-ovulatory follicles evaluated. Objective assessment was similar to the
subjective (p <0.001), obtaining 78% of the follicles rated class 3 and 4 of
vascularization. It was concluded that the evaluation of the vascular pattern of
pre-ovulatory follicles by color Doppler ultrasonography proved efficient and
wide applicability, demonstrating that the subjective evaluation, classifying
follicular vascularization by visual score, is a good tool for analysis of

vascularization, with efficiency similar to the objective assessment.

Keywords: Doppler ultrasonography, preovulatory follicle, vascularization,

bovine.
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1 INTRODUCAO

O momento pré-ovulatério e periovulatorio sdo marcados por mudancgas
significativas como a maturacdo meiética do odcito, a ruptura folicular levando
a ovulacdo e a mudanca na esteroidogénese folicular de andrégeno/estradiol a
progesterona (FORTUNE et al. 2009). No periodo periovulatorio ocorre
aumento no fluxo sanguineo na parede folicular e crescimento do foliculo,
resultando em aumento significativo da area de vascularizacdo, aumentando o
sinal Doppler (ACOSTA et al.,, 2003). Este aumento pode ser analisado e
mensurado com a avaliagdo da imagem da ultrassonografia com Doppler
colorido, que possibilita a visualizagdo e mensurag¢do do fluxo sanguineo em
associacdo com a visualizacdo do modo B em diferentes momentos do
crescimento folicular (COLLINS et al ., 1991; BRANNSTROM et al.,, 1998;
ACOSTA et al., 2002).

O periodo pré ovulatério é regulado por varios horménios e reacdes
especificas para que o foliculo possa crescer ao ponto de sofrer sua maturacao
final e conseguir ovular, liberando o odcito para que este possa sofrer a
fertilizacdo. Dentre os horménios envolvidos neste processo o LH é o mais
importante, porém existe ainda acdo da PGFy (ALGIRE et al., 1992), estrégeno
(SEBERT et al. 2010), FSH e progesterona (FORTUNE et al. 2009).

A importancia do estudo da vascularizacdo no momento pré-ovulatorio
deve-se a relativa influéncia do fluxo sanguineo com a qualidade do odcito,
determinacao da atividade no ambiente intrafolicular e principalmente por sua
influéncia sobre os resultados da fertilizagcdo in vitro (HUEY et al. 1999;
BRANNSTROM et al. 1998).

O objetivo deste estudo foi comparar duas técnicas de avaliacdo do
padrdo vascular, além de determinar um padrédo para o foliculo pré-ovulatério
com o auxilio da ultrassonografia Doppler. O estabelecimento da
vascularizacdo do foliculo pré-ovulatério, serviu como um padrdo para 0S
demais capitulos onde houve a investigagdo da vascularizacdo no foliculo
residual e a tentativa de estabelecimento de uma estratégia para tratamento

deste fendmeno.
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2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com as normas do Comité de Etica
em Uso de Animais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro

Nacional de Pesquisa Gado de Leite (Embrapa Gado de Leite) (Anexo 1).
2.1 LOCALIZACAO, PERIODO EXPERIMENTAL E CONDICOES CLIMATICAS

O experimento foi conduzido no més de agosto de 2011. A parte de
campo do experimento foi realizada no Campo Experimental Dr. José Henrique
Bruschi (CEJHB) da Embrapa Gado de Leite localizado no municipio de
Coronel Pacheco, Regido da Zona da Mata do Estado de Minas Gerias (435
metros de altitude). Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido onde
foi conduzido o estudo € do tipo Cwa, caracterizado por invernos secos e
verbes chuvosos, temperatura média anual entre 18,0°C a 23,0°C e
precipitacdo pluviométrica anual de 1.581mm?3. Os dados climatolégicos
durante o periodo experimental sdo apresentados na tabela a seguir, tendo
sido obtidos na estacdo meteorologica da Embrapa Gado de Leite, localizada
no Campo Experimental

O periodo experimental foi desenvolvido durante o periodo seco do ano,
com grande estiagem e pouca precipitacdo de chuva.

Tabela 1. Dados climatologicos obtidos durante o periodo experimental no
Campo Experimental Dr. José Henrique Buschi (média + desvio padréo)

Dados climatoldgicos

Temperatura maxima (°C) 29,2+ 3,1
Temperatura minima (°C) 13,7+2,3
Umidade relativa do ar (%) 73,0+£5,0
Precipitacdo (mm?®) 40,0
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2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 60 vacas mesticas Holandés-Zebu em lactacdo. Os
animais foram mantidos em condicfes semelhantes de alimentacéo (pastagem
de Brachiaria decumbens), seguindo o manejo nutricional e sanitario adotado
pela Embrapa Gado de Leite. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum.
Os animais estavam em lactagdo, produzindo em média 12,446,7 litros de leite

por dia.

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos a um protocolo de sincronizacdo da
ovulacdo, para que o foliculo pré-ovulatério fosse avaliado em condicdes
semelhantes entre os animais experimentais.

O protocolo consistiu de uma aplicagédo no DO de 2,0 mg de benzoato de
estradiol (Sincrodiol, OuroFino Agronegdcio, Cravinhos, SP), e insercdo de
implante de progesterona (Sincrogest, OuroFino Agronegaocio, Cravinhos, SP).
No DO também foi aplicado 0,5 mg de cloprostenol sédico (Sincrocio, OuroFino
Agronegocio, Cravinhos, SP) para prevenir a interferéncia de eventuais corpos
lteos na dindmica vascular ovariana. Sendo assim, no D9 do protocolo, 57
animais apresentaram foliculos pré-ovulatérios e foram submetidos a
avaliacdes por ultrassonografia, usando a funcdo Doppler colorido para

mensuracao do fluxo sanguineo.

2.4 AVALIACOES ULTRASSONOGRAFICAS

Para as avaliagdes ultrassonograficas, cada animal foi contido em um
brete apropriado, as fezes presentes no reto foram retiradas e o transdutor do
aparelho de ultrassom inserido e posicionado manualmente pelo mesmo
operador. Os exames ultrassonograficos foram realizados com um aparelho
portatil de ultrassom equipado com funcdo Doppler colorido e com um

transdutor linear retal de 7,5 MHz (MyLab 30- Esaote, Génova, Italia). Dentre
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as possiveis configuracdes do aparelho, foram selecionados previamente
alguns padrdes de ganhos de cor e frequéncia. A frequéncia utilizada foi de 7,5
MHz, com um ganho de cor de 70%. Foi utilizado uma frequéncia de repeticao
de pulsos (PRF) de 0,7 KHz, que refere-se ao numero de pulsos por unidade
de tempo. Neste caso foi utilizado um aparelho de onda pulsada, com uma
profundidade de avaliagdo de seis centimetros. A barra de velocidades
(Velocity Range) utilizada foi de +0.05 a —0.05 m/s. Todas as avaliacGes foram
realizadas utilizando-se a mesma frequéncia e padrédo de ganhos e cor. Apés a
localizacdo do ovario, seguindo a ordem de avaliacdo (primeiro ovério direito,
depois o esquerdo) foi feita a identificacdo do animal e do ovario avaliado em
modo B na tela do ultrassom. Apdés a identificacdo dos ovarios, a imagem do
foliculo pré-ovulatério foi gravada com o recurso Doppler colorido ativada,
permitindo assim a avaliacao do fluxo sanguineo e estabelecimento do padréo
vascular no momento pré-ovulatério por meio de dispositivo do proprio

equipamento.

2.5 ANALISE DAS IMAGENS

Com os videos gravados, os arquivos foram avaliados posteriormente em
ambiente escuro para facilitar a visualizacdo das imagens. Apés efetuar uma
copia dos arquivos, os videos foram avaliados individualmente. Foi realizada a
medida do didmetro de cada estrutura pré ovulatéria. Para tal, foram mensuradas
duas medidas de diametro (vertical e horizontal) no momento de maior area, o
didmetro medio de cada foliculo foi a média destes dois valores.

Tendo as avaliacbes de diametro realizadas, as imagens foram
submetidas a avaliacdo subjetiva da vascularizacdo na parede do foliculo. Um
mesmo avaliador, observou todas as imagens e classificou-as subjetivamente
quanto a quantidade de vascularizagdo, por modo de escore. Esta classificacdo
teve auxilio de quatro imagens selecionadas previamente para estipular um
padrdo para cada classificacdo (Figura 1). Estas imagens foram tomadas como
base de classificacdo para as demais avaliadas. O escore variou de 1 a 4, onde 1

46



seria uma vascularizagéo intensa, 2 seria boa, 3, mediana, 4, discreta, conforme

demonstrado na figura 1.

Figura 1. Demonstracdo dos foliculos tomados como parametro para
classificacdo de escore para vascularizagdo. a. escore 4; b. escore 3 ;c. escore
2; d. escore 1.

Para avaliacdo objetiva, foi necessario mensurar a area interna do foliculo
e posteriormente a area externa do mesmo foliculo, para tal foi utilizada uma
func@o do proprio aparelho que possibilita a determinacdo da area. Assim, ao
realizar a subtracdo destas areas, interna e externa, obteve-se a area da parede
do foliculo. Para o calculo da area de vascularizacéo utilizou-se o cursor para se
delimitar a regido de maior vascularizacdo na parede do foliculo. Estes
procedimentos possibilitaram a determinacéo da area da parede do foliculo e a
area de vascularizacdo. A razao entre as duas areas determinou o percentual de
vascularizacdo na area da parede do foliculo. Este resultado foi classificado em
quartis para que pudesse ser comparado com o resultado da avaliagao subjetiva.

Na figura a seguir é exemplificada a metodologia de calculo das areas.
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Figura 2. Demonstracdo do calculo da area de vascularizacdo e da area da
parede. A imagem (a) demonstra a medida da area da vascularizacdo demarcada
pela linha pontilhada em verde. Na imagem (b) foi medida a area da parede
interna e a area da parede externa, a subtracdo dessas duas medidas informa a

area total da parede do foliculo.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados referentes aos parametros diametro foliculares e area de
vascularizacdo da parede folicular foram submetidos a andlise estatistica
descritiva, para definicdo do comportamento das variaveis (média, desvio-
padréo, coeficiente de varia¢do). Para a avaliacdo da abordagem utilizada na
quantificacdo da vascularizacdo da parede folicular, a consisténcia entre os
resultados das mensuracbes objetiva e subjetiva foi analisada pela
representacdo grafica da distribuicdo dos dados (Box-Plot), e pelos testes de
Goodman-Kruskal, Kendall tau-b e Spearman’s rho. Foi considerado, para
definicdo de significancia, um valor de P<0,05. As andlises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do Software Minitab, versao 16.
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3. RESULTADOS

No total foram avaliados 69 foliculos pré-ovulatérios, sendo eles
dominantes ou codominantes, tendo média de 12,1 + 2,8 mm de didmetro no
momento da avaliacéo.

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstraram que a avaliacéo
dos foliculos se encontram com uma maior distribuicdo nos escores 3 e 4. Isto
representa 75,4% do total de foliculos avaliados. Este escore representa uma
vascularizacdo mediana a discreta. Os resultados das avaliacbes objetivas
foram avaliados através de histograma (Figura 3) podendo assim obter melhor
visualizagcdo da distribuicAo dos resultados segundo o percentual de

vascularizagéo.

Tabela 2. Avaliacdo subjetiva da area de vascularizacdo dos foliculos pré-
ovulatérios por meio de ultrassonografia com Doppler colorido em vacas

mesticas Holandés-Zebu

Escore de Avaliacao Percentagem de animais
1 - Intensa 4,34% (3/69)
2 - Boa 20,29% (14/69)
3 - Mediana 44,92% (31/69)
4 - Discreta 30,43% (21/69)
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Figura 3. Relacdo entre percentual de vascularizacdo e ocorréncia das

avaliacdes objetivas no modo de histograma.

ApOs a avaliagdo subjetiva foi necessario avaliar os resultados de uma
forma objetiva, podendo assim obter valores comparaveis com a avaliacéo
visual de escore de vascularizacdo. Esta avaliacdo objetiva teve como principal
ferramenta a avaliacdo de area (cm?) das imagens dos foliculos capturados. O
resultado da razao entre a area da parede e a area de vascularizacdo forneceu
uma porcentagem de vascularizacdo de cada foliculo, que posteriormente foi
possivel distribuir em um sistema de escore conforme o método subjetivo,
dando a possibilidade de comparagcéo entre os dois. A avaliagdo objetiva se
mostrou semelhante a subjetiva (p<0,001 — Figura 4), obtendo 78% dos
foliculos com classificacédo 3 e 4 com vascularizagéo de 49,9 a 0% ou mediana
a fraca. Este resultado demonstrou que as avaliacdes objetivas e subjetivas

sédo semelhantes e tendem a apresentar resultados semelhantes (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo objetiva da é&rea de vascularizagdo do foliculo pré-
ovulatérios de vacas mesticas Holandés-Zebu

Quartis Percentagem  NUmero de Area da parede do Area de
de foliculos foliculo (cm?) vascularizacdo
vascularizacéo do foliculo
(cm?)
1 100 - 75 3 0,43 +0,25 0,39 £ 0,22
2 74,9 - 50 12 0,39 + 0,09 0,24 + 0,06
3 49,9 - 25 24 0,48 + 0,17 0,17 + 0,06
4 249-0 30 0,54 + 0,17 0,09 + 0,07
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Figura 4. O grafico em box plot demonstra o resultado da comparacédo entre a

avaliacdo subjetiva com a objetiva da vascularizacdo do foliculo pré-ovulatério.

Foram considerados trés tipos de testes para variaveis categoricas
ordinais (Goodman e Kruskal's Gamma - 0,85; Kendall's Tau-b -0,65 e

Spearman's rho - 0,69). Todas estas medidas assumem valores entre -1 e 1 e,
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de uma forma geral, sugerem a existéncia de uma associagao “forte” entre as
variaveis, pois quanto mais proximo do valor 1 indica uma associacéo
“perfeita”. Entretanto, indica auséncia de associacdo, ou “independéncia” entre
as variaveis, quando seu valor é nulo. Tendo valores encontrados superiores a
0,60 em todos trés os testes utilizados, temos a indicagdo que existe boa
associagao/concordancia entre as avaliagdes objetiva e subjetiva.

A representacdo grafica (Figura 5) demonstra a equiparidade entre as
duas formas de avaliacdo. As avaliacOes, feita de forma objetiva, através da
razao entre as areas ou mesmo subjetivamente, através de classificacdo por

escore, fornecem informagdes semelhantes sobre a vascularizacéo folicular.

35
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10- M Objetiva

0
Graul Grau 2 Grau 3 Grau 4

Figura 5. Grafico de distribuicdo de vascularizacao dos foliculos pré-ovulatérios

nas avaliacdes objetivas e subjetivas (p>0,05)

Dentre os foliculos avaliados de forma objetiva o foliculo que apresentou
maior porcentagem de vascularizacdo foi de 93% de vascularizagdo na sua
parede. Ja o foliculo que apresentava menor porcentagem foi de 2% de

vascularizagéo.

52



4. DISCUSSAO

Foi demonstrado em estudos que a angiogénese e desenvolvimento da
vascularizacdo pode influenciar a maturacdo do foliculo pré-ovulatorio e
influenciar na selecdo do foliculo dominante (REDMER e REYNOLDS, 1996;
AUGUSTIN et al. , 2001), assim como a fraca vascularizacdo dos foliculos,
sendo ela insuficiente para suprir suas necessidades, podendo ser o ponto
inicial de desencadeamento da atresia folicular (WATSON AND ALZI'ABI,
2002; FERANIL et al., 2005). Sendo assim, este estudo € de grande
importancia para definicdo da qualidade e quantidade de vascularizagcdo de um
foliculo pré-ovulatério, sendo eles, com potenciais diferentes dependendo do
resultado encontrado.

Para discutir sobre a vascularizacao folicular tendo influéncia sobre a
taxa reprodutiva subsequente é importante resaltar que a mudanca na
vascularizacdo pode ter influéncia ndo s6é com a taxa de oxigénio e a
composicdo do FF. A vascularizacdo pode ter influéncia direta sobre a
atividade das células do cumulus, e sendo a atuacdo destas células
diretamente no ambiente intrafolicular, contribuem para o desenvolvimento
oocitério, e sdo de grande importancia (GREGORY e LEESE, 1996).

Este estudo possibilitou avaliar o padréo vascular dos foliculos pré-
ovulatorios. Quando avaliado no modo de histograma, a partir das informacdes
obtidas pela avaliacdo objetiva, é possivel observar que a distribuicdo dos
resultados esta principalmente entre 20 e 40% de vascularizagéo, sendo esse 0
padrdo encontrado para foliculos pré-ovulatérios. A partir desses resultados €
possivel observar que a distribuicdo feita por quartis, na avaliacdo subjetiva,
que foi realizada em intervalos de 25%, ou seja, de 0 a 25%; de 25 a 50%; 50 a
75% e 75 a 100% de vascularizacdo, deveria em outros estudos ser realizada
de acordo com os resultados obtidos em relacdo ao histograma, ou seja, a
partir da distribuicdo encontrada estabelecer os quartis. Isso se torna
necessario, pois, utilizando-se de quartis previamente estabelecidos, como no
caso deste estudo, esta distribuicdo nos leva a interpretar os resultados como

sendo uma vascularizacdo moderada ou discreta. Entretanto, considerando
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intervalos de acordo com os resultados obtidos no histograma, € possivel
interpretar o resultado como sendo um padréo encontrado desses foliculos.

Os resultados de diametro folicular para animais mesticos Holandés-Gir
condizem com o encontrado por Borges (2001), o qual encontrou uma média
de 12,0 mm para foliculos pré-ovulatorios de racas mesticas Bos indicus e Bos
taurus.

Quando comparada as duas formas de avaliacéo, € possivel notar que a
tendéncia de classificacdo é semelhante (Figura 4), porém observa-se uma
variagdo de vascularizagdo dentro de um mesmo tipo de classificacao.
Provavelmente isso ocorreu, porque o alvo principal da avaliacdo foi a area
(cm?), ndo levando em conta a intensidade de cores apresentada no aparelho
que varia de acordo com a intensidade do fluxo sanguineo. E este o motivo
pelo qual avaliag6es subjetivas darem aos foliculos analisados um pouco mais
de crédito na avaliacdo quando comparados ao modo objetivo.

Dentro da comparacao entre vascularizacdo objetiva e vascularizacéo
subjetiva (Figura 3) é possivel notar a presenca de um animal diferenciado na
avaliacdo. Ele é representado na figura pelo simbolo (*) que na estatistica, é
classificado como outlier, ou valor atipico, que é uma observacdo que
apresenta um grande afastamento das demais da série. Esta observacao foi
caracterizada na avaliacdo objetiva como sendo de vascularizacdo grau 4 e
guando analisada sobre um ponto de vista subjetivo foi avaliada grau 1 de
vascularizacdo. Apoés revisdo foi possivel constatar que esta observacao
encontrada ocorreu, devido a um erro de medicdo na avaliacdo objetiva,
entretanto ndo influencia no resultado geral do estudo, jA que apenas uma
avaliagdo fugiu da tendéncia encontrada.

Quanto aos resultados observados quando da comparagao entre as
duas formas de avaliacdo, observa-se que os métodos de avaliacdo possuem
um nivel de associacdo que permite existir correlacdo entre as duas formas de
avaliacéo.

Ocorreu uma grande diferenca entre o foliculo de maior vascularizacéo
para o de menor, essa diferenca pode ndo apenas significar uma questéo

quantitativa, mas sabe-se que existe uma relacdo direta com o potencial futuro
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do odcito proveniente destes foliculos, ja& que um maior fluxo sanguineo na
parede do foliculo pré-ovulatério estd associado com o estabelecimento da
gestacdo em humanos (BORINI et al. 2001) e bovinos (SIDDIQUI et al., 2009).

Chui et al. (1997) observaram que foliculos com baixa vascularizacédo
estdo associados a resultados desfavoraveis quanto a fertilidade, enquanto
somente os foliculos que apresentavam vascularizacdo intensa ou boa
(classificacdo 1 ou 2) conseguiam realmente estabelecer uma gestacao.

Segundo Acosta (2007) a importancia da classificacdo do foliculo
dominante segundo vascularizacdo é que apenas foliculos dominantes com
alta vascularidade podem ter uma chance de alcangar a maturacao final e
adquirir a capacidade ovulatéria. No presente experimento apenas uma
avaliacdo foi realizada no periodo pré-ovulatorio. Talvez a realizacdo de
avaliacdes seriadas, assim como feita por Siddiqui et al., (2009) possa fornecer
informagdes mais completas do aumento ou diminuicdo da vascularizagédo
periférica e assim estabelecer a dominancia ou atresia, ja que estudos indicam
que no periodo periovulatorio encontra-se aumento da vascularizacdo
intrafolicular (CAMPBELL et al., 1993). Assim como encontrado por Chui et al.
(1997), este estudo confirmou que a ultrassonografia Doppler possibilita a
visualizagdo da vascularizacdo folicular, sendo este procedimento
indispensavel para a classificacdo de foliculos pré-ovulatorios por meio da
avaliacao do fluxo sanguineo.

Em humanos, Kim et al. (2004) constaram que a vascularizagao folicular
estava associada a gestacdo no processo de fertilizagdo in vitro. Seus
resultados sugerem que a avaliacdo da vascularizacdo pode ser um
progndéstico mais efetivo da gestacédo do que a avaliacdo no liquido folicular da
presenca do fator de crescimento endotelial vascular ou do oxido nitrico.

A utilizacdo de Indices como de Resisténcia e Pulsatilidade podem ser
utilizados para melhorar a pré avaliacdo dos foliculos jA que estes indices
podem ser bons indicadores de qualidade de oécito (DU et al.,, 2006).
Entretanto, em reproducéo animal esses indices ainda sdo pouco estudados e

por isso o conhecimento e a aplicabilidade deles néo é eficiente.
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A ferramenta de avaliagdo de escore de vascularizagdo pode servir
como um meio de investigacdo e andlise da condicdo do rebanho, j& que é
possivel classificar de forma objetiva ou subjetiva, através de escore, a
vascularizacdo dos foliculos ovulatorios. Em outros estudos estes resultados
podem ser associados com a condi¢cao corporal dos animais e posterior taxas
de gestacao, podendo assim, predizer ou indicar uma tendéncia de resultado

favoravel ou ndo a gestacédo antes mesmo da fecundacéo.

5. CONCLUSAO

Os foliculos pré-ovulatérios das vacas mesticas Holandés-Zebu
caracterizaram-se em sua maioria por vascularizacdo mediana a discreta.

A avaliacdo subjetiva a partir da classificacdo visual da vascularizacao
possibilitou a classificacdo dos foliculos pré-ovulatérios segundo sua
vascularizacdo e € uma boa ferramenta para analise, tendo eficiéncia

semelhante a avaliacdo objetiva.
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) CAPITULO 2 ] )
PADRAO VASCULAR DE FOLICULOS APOS-ASPIRACAO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi utilizar a tecnologia Doppler colorido para avaliar a
vascularizacéo do foliculo residual pos-aspiracéo e conseguir estipular padrées
de vascularizacdo destes foliculos. Neste experimento foram utilizadas vacas
Holandés-Zebu (n=10), lactantes, ciclicas, com idade média de 4,33 + 1,83
anos, com escore da condi¢do corporal médio de 2,4 + 0,36 e com graus de
sangue diversos. O crescimento folicular foi sincronizado, para que o foliculo
dominante da onda subsequente (diametro médio de 12,9 + 0,8mm) pudesse
ser aspirado. O fluxo sanguineo (FS) foi monitorado pela fungdo Doppler
colorido imediatamente antes e a cada 12h apds a aspiracdo, durante trés dias,
para que o fluxo pudesse ser mensurado em cada foliculo pelo calculo da
razdo entre a area maxima do sinal Doppler e a area da parede folicular
medida na secc¢do central do foliculo. Todos os foliculos aspirados (n=10)
apresentaram persisténcia com formagdo inicial de coagulo na cavidade
folicular 12h pos-aspiracdo, seguida de retracdo e formacdo de cavidade
preenchida por fluido de aspecto anecéico, semelhante ao antro de foliculos
nao aspirados. Somente um animal (10%) apresentou reducéo (87,0%) no fluxo
sanguineo imediatamente apds a aspiracdo. Os demais animais apresentaram
apos-aspiracdo, um pico de vascularizacdo 48 horas depois da aspiracéo,
seguindo de uma diminuicdo desta vascularizacdo apos este momento
(p<0,01). Foi possivel a determinacdo de uma equacdo de regressao (y = -
1,16x% + 11,326x + 16,26; R? = 0,764), demonstrando assim o comportamento
do desenvolvimento do foliculo residual. A utilizacdo da tecnologia Doppler
permitiu a avaliacdo da vascularizacdo do foliculo residual, possibilitando o
acompanhamento e desenvolvimento de um padrao vascular. Concluiu-se que
a aspiracao folicular afeta o padréo vascular da parede, levando a um aumento

transitorio do fluxo sanguineo.

Palavras-chave: foliculo residual, vascularizagéo, aspiracao folicular, vacas
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ABSTRACT

The aim of this study was to use color Doppler technology to assess vascularity
of residual follicle after aspiration to stipulate patterns of vascularization of this
follicles. In this experiment were used Holstein-Zebu cows (n = 10), lactating,
cyclic, with a mean age of 4.33 + 1.83 years and mean body condition score of
2.4 £ 0.36 and different blood degrees. The follicular growth was synchronized
so that the dominant follicle of the subsequent wave (average diameter of 12.9
+ 0.8 mm) could be aspirated. Blood flow (BF) was monitored by color Doppler
function immediately before and every 12 hours after intake for three days so
that the flow could be measured in each follicle by calculating the ratio between
the maximum area of the Doppler signal and the wall area measured in the
center section the follicle. All follicles aspirates (n = 10) were persistent with the
initial formation of clot in the cavity 12h post-follicular aspiration, followed by
retraction and formation of fluid-filled cavity anechoic appearance similar to non-
antral follicles aspirated. Only one animal (10%) showed a decrease (87.0%) in
blood flow immediately after aspiration. The remaining animals showed after
aspiration, a peak of vascularization 48 hours after aspiration, followed by a
decrease in the vascularization after this time (p <0.01). It was possible to
determine a regression equation (y =-1.16 x + x2 + 11.326 16.26, R 2= 0.764),
demonstrating the behavior of the residual follicle development. The use of
Doppler technology allowed the assessment of vascularity in residual follicle,
allowing the monitoring and development of a vascular pattern. It was
concluded that follicular aspiration affects the vascular pattern of the wall,

leading to transient increase in blood flow.

Keywords: residual follicles, vascularization, follicular aspiration, cows
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1 INTRODUCAO

A aspiracdo folicular para recuperacdo de complexos cumulus-odcito
(COCs) € uma técnica bem difundida, com sua utilizagdo se tornando cada vez
mais presente no Brasil quando comparado a outros paises. O Brasil se
destaca no cenéario internacional, sendo responsavel por cerca de 83% de
todos os embrides produzidos in vitro no ano de 2009 no mundo (STROUD e
BO, 2011).

A aspiragdo folicular pode nédo eliminar totalmente o foliculo aspirado,
pois pode ocorrer a repreenchimento de liquido intrafolicular e posterior
permanéncia nos ovarios. O foliculo residual ja foi descrito (VIANA et al., 2001;
VIANA, 2003; HAYASHI et al., 2006; DOREA et al., 2011) e pode chegar a ser
encontrado em até 80% dos foliculos aspirados. Como ndo € descrita a
composicdo destes foliculos nem mesmo sua influéncia sobre as ondas
subsequentes, existe a necessidade de investigacdo desse fenbmeno, no caso
especificamente da vascularizacao destes foliculos para determinar um padréao
vascular e desenvolver estudos para discussdo sobre sua composicdo e
comportamento. Assim, pode-se chegar ao conhecimento mais apurado da
acdo desses foliculos, se tém influéncia ou ndo na dinamica folicular,
possibilitando criar futuras ferramentas de controle, com a utilizacdo sequencial
de doadoras para a producdo de embrides, que podem ter sua onda folicular
comprometida pela presenca do foliculo residual.

O objetivo deste estudo foi utilizar a tecnologia Doppler colorido para
avaliar a vascularizacdo do foliculo residual pds-aspiracdo e assim determinar

os padrdes de vascularizacao destes foliculos.
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2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com as normas do Comité de Etica
em Uso de Animais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Centro Nacional de Pesquisa Gado de Leite (CNPGL) (Anexo 1).

2.1 LOCALIZACAO, PERIODO EXPERIMENTAL E CONDICOES CLIMATICAS

O experimento foi conduzido no periodo de marco a abril de 2011. O
experimento foi realizado no Campo Experimental Dr. José Henrique Bruschi
(CEJHB) da Embrapa Gado de Leite no municipio de Coronel Pacheco, Regido
da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais (435 metros de altitude). Segundo
a classificagdo de Koppen, o clima da regido onde foi conduzido o estudo é do
tipo Cwa, caracterizado por invernos secos e verdes chuvosos, temperatura
média anual entre 18,0°C a 23,0°C e precipitacdo pluviométrica anual de
1.581mm3. Os dados climatolégicos durante o periodo experimental s&o
apresentados na tabela a seguir, tendo sido obtidos na estacdo meteoroldgica
da Embrapa Gado de Leite, localizada no Campo Experimental

Tabela 1. Dados climatolégicos obtidos durante o periodo experimental no

Campo Experimental de Coronel Pacheco (média + desvio padrao).

Dados climatoldgicos

Temperatura maxima (°C) 30,8+1,1
Temperatura minima (°C) 21,1+1,7
Umidade relativa do ar (%) 76,0+ 6,0
Precipitacdo (mm?®) 123,7
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2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais foram mantidos em condic6es semelhantes de alimentacao
(pastagem de Brachiaria decumbens), seguindo o manejo nutricional e sanitario
adotado pela Embrapa Gado de Leite. Agua e sal mineral foram fornecidos ad
libitum.

Neste experimento foram utilizadas vacas Holandés-Zebu (n=10),
lactantes, ciclicas, com idade média de 4,3 + 1,8 anos e com escore da
condicao corporal médio de 2,4 + 0,3, em uma escala de 1 a 5 (LOWMAN,
1976). Dos animais utilizados, a distribuicdo dos graus de sangue foram as
seguintes: quatro animais 7/8, cinco animais foram 3/4 HZ e um animal

Holandés puro de origem.

2.3 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO

Os animais submetidos ao protocolo de sincronizacdo folicular. O
crescimento folicular foi sincronizado (DO) pela aplicagdo de 1,0 mg de
benzoato de estradiol (Sincrodiol, OuroFino Agronegdcio, Cravinhos, SP), e
insercdo de implante de progesterona natural (Sincrogest, OuroFino
Agronegécio, Cravinhos, SP). No DO também foi aplicado 0,5 mg de
cloprostenol sédico (Sincrocio, OuroFino Agronegocio, Cravinhos, SP) para
prevenir a interferéncia de eventuais corpos lateos na avaliacdo da dinamica
vascular ovariana. O foliculo dominante da onda subsequente (diametro médio

de 12,9 + 0,8mm) foi aspirado.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As avaliagBes ultrassonograficas iniciaram no DO, onde os ovarios foram
avaliados a cada 24 horas em modo B para acompanhamento da dinamica
folicular até o momento da aspiracdo folicular. Os dados obtidos nestas
avaliagcOes foram transferidos para uma ficha de acompanhamento (Anexo 2).

A partir desta avaliacdo foi possivel identificar o foliculo dominante da onda de
63



crescimento, que foi aspirado quando atingido aproximadamente 12 mm. Apoés
a aspiracdo, o monitoramento foi efetuado imediatamente apdés a mesma e a
cada 12 h por um periodo de 72h, onde foram feitos videos em modo B e com
a funcédo Doppler colorido ligada para identificar o foliculo residual (FR) bem
como a vascularizagdo nele existente. Os FRs foram localizados por meio do
acompanhamento da dinamica folicular e da sua distingdo dos demais foliculos

pela presenca de um coagulo no seu interior.

2.5 ULTRASSONOGRAFIA - DINAMICA FOLICULAR

O fluxo sanguineo (FS) foi monitorado pela funcdo Doppler colorido
imediatamente antes e a cada 12h apdés a realizacdo da aspiracao, durante trés
dias consecutivos. O fluxo foi mensurado em cada foliculo pelo calculo da
razdo entre a area maxima do sinal Doppler e a area da parede folicular
medida na seccao central do foliculo.

O ultrassom utilizado neste estudo foi um aparelho portatil de ultrassom
equipado com funcéo Doppler colorido e com um transdutor linear retal de 7,5
MHz (MyLab 30 - Esaote, Génova, Italia). Dentre as configuracbes do aparelho,
foram selecionados previamente alguns padrbes de ganhos de cor e
frequéncia. A frequéncia utilizada foi de 7,5 MHz, com um ganho de cor de
70%. Foi utilizada uma frequéncia de repeticdo de pulsos (PRF) de 0,7 KHz,
que refere-se ao numero de pulsos por unidade de tempo. Utilizou-se uma
profundidade de avaliacdo de 6,0 centimetros (cm). A barra de velocidades
(Velocity Range) utilizada foi de +0.05 a —0.05 m/s. Todas as avaliacées foram
realizadas utilizando-se a mesma frequéncia e padrdo de ganhos e cor e

padrdes ultrassonogréficos.

2.6 PUNCAO FOLICULAR

Foi realizada a puncdo do foliculo dominante quando o foliculo
apresentou um diametro meédio de 12,0 mm. Foram utlizados os

procedimentos convencionais de OPU, conforme Seneda et al., 2001 e Seneda
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et al. 2003. O aparelho de ultrassom (MyLab 30- Esaote, Génova, Italia) teve o
seu transdutor vaginal microconvexo adaptado a uma guia de pungéo folicular
para ser utilizado na aspiracdo. Uma agulha descartavel esterilizada 20G, com
7,0 cm de comprimento e com bisel invertido, foi conectada a um tubo flexivel
de silicone que terminava dentro de microtubo posicionado no interior de um
tubo Falcon de 50 mL. A coleta deste liquido foi efetuada diretamente do
sistema de aspiracdo, para o microtubo estéril posicionado dentro de um tubo
tipo Falcon (Figura 1). A diferenca de pressdo (65-70 mmHg) foi aplicada

utilizando-se uma bomba de vacuo para aspiracéo do liquido folicular.

Figura 1. Sistema adaptado para coleta do liquido folicular, com microtubo

posicionado dentro do tubo Falcon.

2.7 ANALISE DAS IMAGENS

As imagens foram avaliadas no laboratdrio posteriormente a captura das
mesmas. Os videos em modo B foram analisados e os foliculos residuais
identificados. ApOs esta identificacdo e realizagdo de cépia dos arquivos, 0s
videos dos animais selecionados foram analisados individualmente em modo
Doppler colorido. Na primeira avaliacdo foi realizada a medida do diametro de

cada estrutura pré-ovulatéria, para tal foram mensuradas duas medidas de
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diametro (vertical e horizontal) no momento de maior area, para que a partir da
média destas fosse fornecido o didmetro médio do foliculo pré-ovulatorio, j& que
alguns foliculos ndo apresentavam formato regular.

Apés as avaliacbes de diametros efetuadas, a seguir foi realizada a
avaliacdo da area da parede dos foliculos, para tal, foram avaliados a area interna
e posteriormente a area externa do foliculo. Ao realizar a subtracdo das areas,
obteve-se a area da parede do foliculo. Sendo assim, foi necessario utilizar a
mesma funcdo de célculo de area para mensurar a area do sinal de
vascularizacdo emitido na imagem no ponto de maior vascularizacdo. Tendo
entdo a area da parede do foliculo e a area de vascularizacdo da parede do
foliculo, foi possivel efetuar a razdo entre as areas e obter o percentual de

vascularizacao da parede do foliculo (Figura 2).

Figura 2. Célculo da area de vascularizacdo da parede do foliculo residual (a)
demarcada pela linha pontilhada em verde e da area interna e externa do foliculo
residual (b), através de uma funcao do préprio aparelho, onde a subtracdo dessas

duas medidas informa a area da parede do foliculo.

2.8 ANALISES DE CONCENTRAGCAO ESTROGENO E PROGESTERONA

As analises da concentracdo de progesterona e estrégeno do liquido
folicular dos foliculos pré-aspiracdo foram realizadas pela técnica de

|125

radioimuensaio utilizando-se kits comerciais de fase sélida com r (Coat-a-

Count®, Medlab), no Laboratério de Endocrinologia da Universidade Estadual
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Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP campus de Botucatu — SP (matricula
CNEN 14542).

2.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os parametros diametro folicular, concentracéo intrafolicular de estradiol
e progesterona e a relacéo estrogeno:progesterona foram submetidos a analise
estatistica descritiva, para definicdo do comportamento das variaveis (média,
desvio-padrao, coeficiente de variacdo). O efeito da variavel tempo poés-
apiracdo sobre a vascularizacao da parede folicular foi determinado por analise
de regressdo, sendo a curva de regressdo ajustada para um modelo
quadratico. Foi considerado, para definicdo de significancia, um valor de
P<0,05. As andlises estatisticas foram realizada com o auxilio do Software
SAEG 9.0 (Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas), desenvolvido pela

Universidade Federal de Vigosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil hormonal dos foliculos no momento da primeira aspiracéo
demonstrou foliculos com concentracdes de estradiol acima das concentracfes
de progesterona (Tabela 2). As concentracdes de estradiol se apresentaram
cerca de 17 vezes maior que as concentracbes médias de progesterona. O
resultado das dosagens hormonais condizem com o0s encontrados por Moallem
et al. (2011) para concentracdo de estradiol e progesterona. Os foliculos foram
avaliados quanto a concentracdo de hormdnios antes das aspiracfes para a
confirmacgédo de que eles estavam realmente ativos, pois se apresentassem
relacdo estradiol/progesterona baixas, poderia indicar que o foliculo aspirado
estivesse em processo de atresia, 0 que poderia comprometer a padronizacao
do experimento (NISHIMOTO et al. 2009). Foram assim considerados todos os
foliculos ativos e incluidos em uma mesma categoria, apresentando assim a

mesma capacidade de formar o foliculo residual.
67



Tabela 2. Caracteristicas dos foliculos pré aspiracao em funcéo do perfil
esteroidogénico

Diametro Concentragdes Concentracdes Relagcéo E2:P4
foliculares de estradiol foliculares de
progesterona
12,9+0,8 600,7 + 393,8 51,9+ 35,2 16,9 + 16,8

Durante o acompanhamento da dinamica folicular, 60% (6/10) dos
animais chegaram ao momento de aspiracdo sete dias apds o inicio do
protocolo. Os demais animais, 40% (4/10) apenas chegaram ao momento de
aspiracdo no décimo dia apdés inicio do protocolo. A diferenca encontrada na
taxa de crescimento dos foliculos durante o protocolo pré-aspiracédo, € citada
por diferentes autores (CIPRIANO et al. 2011; CUERVO-ARANGO et al.,
2011).

Os foliculos residuais foram descritos previamente por VIANA et al.
(2001), VIANA (2003), HAYASHI et al. (2006) e DOREA et al. (2011),
entretanto, suas caracteristicas e comportamento ainda nao estdo
completamente elucidados. Sdo poucos os estudos que descrevem este
fendbmeno, ou mesmo seus padrdes e valores. Pouco se sabe sobre a
composicdo de seu fluido, sua origem e sua influéncia sobre as ondas
foliculares seguintes.

Todos os foliculos aspirados (n=10) apresentaram foliculos residuais,
caracterizada pela formacao inicial de coagulo na cavidade folicular 12h pés-
aspiracao, seguida de retracdo e formacédo de cavidade preenchida por fluido
de aspecto anecéico, semelhante ao antro de foliculos ndo aspirados. Esta
observacdo € superior ao relatado por Dorea et al. (2011), que encontraram
80% de persisténcia para foliculos aspirados com 12 mm. O acompanhamento
das imagens pos-aspiracdo possibilitou a descricdo da morfologia do foliculo
residual (Figura 3). A formacdo do foliculo residual com repreenchimento de
liqguido no interior do foliculo ocorreu 12 horas apds a aspiracdo. A imagem de
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ultrassom do FR é de f4cil distincdo por ndo condizer com nenhum outro

foliculo em crescimento no acompanhamento da dindmica folicular.

Figura 3. Sequéncia de imagens representando na ordem, (a) foliculo
dominante no momento da aspiracdo, (b) 24h, (c) 48h e (d) 72h pés-aspiracao.
E possivel observar a presenca de um coagulo hiperecoico indicados pelas

setas no interior do foliculo nas imagens pds-aspiracao.

A aspiracdo folicular € de grande utilizacdo comercial, e em programas
de aspiracdo intensificados, qualquer tipo de alteracdo nas ondas
subsequentes a aspiracao podem prejudicar o processo de aspiracdo. Carlin et
al., (1999) demonstraram que a aspiracéo folicular a longo prazo, cerca de 16
semanas, afeta o perfil de progesterona, LH e FSH, alterando assim a dinamica
ovariana desses animais. A aspiracdo folicular também é utilizada para a
ablacdo do foliculo dominante (BERGFELT et al., 1994; CAVALIERI et al.,
2001; BERGFELT et al. 2007) utlizando-se deste procedimento para

sincronizagdo da onda folicular. A remogdo do foliculo dominante € uma
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abordagem estratégica de sincronizacdo da onda folicular, onde a remocéao do
FD determina o surgimento de onda de FSH para sincronizagdo de uma nova
onda folicular (BURKE et al., 2003). Entretanto esse FSH benéfico para a
sincronizacdo da onda folicular pode ser o responsavel pela manutencédo e
ativacéo do FR.

Quando foi avaliada a vascularizacéo folicular, somente um animal (10%
- 1/10) apresentou reducdo (87,0%) no fluxo sanguineo (FS) imediatamente
ap0s a aspiracdo. Os demais animais apresentaram um aumento da
vascularizacdo 48 horas apds o processo da aspiracdo, seguindo de uma
diminuicao desta (P<0,01).

A utilizacdo do ultrassom com funcdo Doppler possibilitou a visualizacéo
da vascularizacdo durante todo o processo poés-aspiracdo (Figura 5). Esta
tecnologia permitiu o calculo da &rea de vascularizagdo em cada momento de
avaliacdo. Foi utilizado um padréo de cor semelhante ao usado com color flow,
ja que a direcéo do fluxo sanguineo nao alterava nenhum padrdo de avaliacao.
Neste experimento ndo foi avaliado a velocidade e intensidade do fluxo
sanguineo. Foi utilizado para avaliacdo apenas a area encontrada na imagem

de maior vascularizagéo.

Figura 4. Representacdo da vascularizacdo do foliculo aspirado 24h, 48h e
72h, demonstrando claramente o aumento, atingindo seu potencial maximo por

volta de 48h, seguido de uma diminui¢éo da vascularizacao.

Na tabela 3 sdo apresentados os dados referentes a avaliacdo da
vascularizagdo dos foliculos residuais em diferentes momentos apos a

aspiragéo do foliculo dominante.
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Tabela 3. Médias e desvio padrdo da &rea da parede do foliculo residual, area
de vascularizacdo do foliculo residual e percentagem da vascularizacdo nos

diferentes tempos pos puncao folicular

Tempo pos-puncdo Areadaparede Areadevacularizagdo  Percentagem da

folicular/Respostas do foliculo do foliculo residual  vascularizacao (%)
residual (cm?) (cm?)
Oh 0,49+0,11 0,12+0,07 26,08+11,59
12h 0,37+0,14 0,13+0,05 33,91+10,36
24h 0,391+0,16 0,13+0,07 34,41+12,18
36h 0,40=x0,20 0,15+0,10 41,95+24,74
48h 0,40+0,15 0,19+0,12 48,96+22,20
60h 0,38+0,15 0,14+0,07 41,13+19,85
72h 0,47+0,17 0,17+0,10 45,59+33,53

Os resultados encontrados na tabela 3, para foliculos residuais,
condizem com o padrdo encontrado em foliculos pré-ovulatérios no capitulo 1,
onde a maioria dos foliculos apresentavam vascularizacdo entre 25 a 49,9%.
Isto indica que o foliculo pés-aspiracdo mantém uma vascularizacao
semelhante ao encontrado pré-aspiragao.

Quando avaliado o fluxo sanguineo em funcdo do tempo pds-aspiracao,
foi possivel identificar um aumento transitorio significativo (p<0,05) na
vascularizacdo apresentando efeito quadratico em funcdo do tempo (y = -
1,16x* + 11,326x + 16,26; R2 = 0,764 — Figura 4), com aumento até 48h e

reducao posterior.
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Figura 5. Relacdo do percentual de vascularizacdo em fungcdo do tempo de
avaliacdo. O percentual foi considerado pela razdo entre a area de

vascularizacéo e a parede do foliculo (cm?) (P< 0,05).

A acéo inflamatodria poderia indiretamente contribuir para a manutengéo
da atividade esteroidogénica nas células remanescentes da parede folicular,
podendo ter influéncia no crescimento deste foliculo, ja que em 50% dos casos
(5/10) o diametro do FR em algum momento do processo de acompanhamento
ultrapassou o didmetro do foliculo aspirado (Anexo 7).

O processo de aspiracado folicular € um processo traumatico. A
penetracdo de uma agulha dentro do foliculo para aspiracdo do odcito e liquido
folicular pode causar alteragdes na morfologia e consisténcia do ovario (VIANA,
2003). A penetracdo desta agulha pode causar um processo inflamatério na
parede folicular aumentando a vascularizagcdo na periferia deste foliculo
facilitando a cicatrizagdo e recuperagdo da area afetada, pois, a parede do
foliculo sofre uma inflamagdo semelhante & degeneragcdo da matriz
extracelular, desencadeando uma reacgéo inflamatoria local (CAVENDER e
MURDOCH, 1988; ESPEY 1994; SMITH et al.,, 1994). Schams e Berisha
(2004) descrevem o processo inflamatorio da formacdo do corpo luteo com

angiogénese e acdo de agentes vasoativos. Possivelmente o processo
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inflamatoério causado na parede folicular apds a punc¢éo seja semelhante ao da
formacao de um corpo liteo, com agdo de agentes vasoativos e angiogénicos.
Isso explicaria o comportamento da vascularizagdo no foliculo residual
encontrado no presente estudo.

Apdés a aspiracdo folicular, com a retirada do liquido folicular e a
aspiracdo do odcito, ao foliculo penetrado restam somente células residuais da
granulosa e da teca em seu interior. As células da granulosa no momento preé-
antral tem como finalidade principalmente promover um ambiente em que o
odcito cresca e se desenvolva. Para isso essas células estdo envolvidas com a
regulacdo e producéo de fatores de crescimento e proteinas necessérias para
o desenvolvimento do oocito. J& no momento antral, essas mesmas ceélulas
modificam sua atuacdo visando o amadurecimento do odcito, promovendo
maturacdo nuclear através de estimulacdo pela esteroidogénese
(DRIANCOURT e THUEL, 1998). E importante ressaltar que logo apds a
aspiracdo folicular as células da granulosa estdo em processo de
esteroidogénese, e o fato de ndo haver um pico de LH promovendo a
luteinizagdo das células remanescentes no interior do foliculo, impede a
diferenciacéo dessas células, o que as faria produzir progesterona (HANSEL et
al.,, 1991). A partir dessa informacdo podemos supor que os resultados
encontrados no presente estudo podem tem a influencia das células néo
luteinizadas, promovendo assim continuidade da sua atividade, iniciando uma
nova secrecdo de estradiol e assim permitindo o crescimento do foliculo
residual depois de aspirado.

Com a aspiracdo do foliculo dominante, a acdo do FSH sobre a onda
subsequente inicia-se imediatamente, com um pico na secrecdo de FSH
aproximadamente 29 horas ap6s a ablacdo do dominante (BURKE et al.,
2003). Assim, essa concentracao de FSH apds a realizacdo do puncéo folicular
pode estar ligado a manutencdo do FR no presente estudo e principalmente
com a ativacao e permanéncia de atividade esteroidogénica.

Quando da ocorréncia do ovario cistico em vacas, 0 crescimento
folicular é parado em decorréncia da liberacdo de andrégenos e outros

esterdides pelo cisto folicular (PETER, 2004). Utilizando esta mesma idéia &
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possivel entender a aspiracdo folicular e consequente formacdo do foliculo
residual e producdo de esterdides, como um procedimento que atua

negativamente no crescimento folicular subsequente.
4. CONCLUSAO
Os resultados sugerem que a aspiracao folicular ndo interrompe a

vascularizacdo da parede folicular remanescente, podendo ocorrer um

aumento transitorio do fluxo sanguineo do foliculo residual subsequente.
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CAPITULO 3

BENZOATO DE ESTRADIOL COMO ESTRATEGIA PARA CONTROLE DE
FOLICULOS RESIDUAIS
RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicagdo do benzoato de estradiol no
momento da aspiragdo como ferramenta para limitar a formagédo do foliculo
residual. Neste experimento foram utilizadas 22 vacas da raca Holandesa e
vacas mesticas Holandés-Zebu. Os animais apresentavam idade meédia de
5,45 + 2,22 anos e numero de partos médio de 2,32 + 1,49. Os animais foram
submetidos a um protocolo de sincronizacdo da ovulacdo, sendo o foliculo
dominante da nova onda foi aspirado ao atingir aproximadamente 12 mm de
diametro. No momento da aspiracdo folicular os animais foram divididos em
dois grupos experimentais, a saber: Ggg animais receberam uma dose de 2 mg
de benzoato de estradiol e 0 Ggaina 2 ML de solucado salina via intra muscular.
Dos 22 animais aspirados,18 (81%) apresentaram foliculos residuais (FR), e
destes, apenas 11 (61%) foliculos foram aspirados 72h apds a primeira
aspiracdo. Os foliculos dominantes foram aspirados com diametro médio de
12,72 + 2,33 mm e os residuais aspirados apresentaram diametro médio de
10,73 + 3,36 mm. O benzoato nédo interferiu no aparecimento do FR, entretanto,
quanto a taxa de crescimento dos foliculos residuais, foi possivel notar que a
taxa de crescimento do foliculo residual no Ggina foi maior que o Ggg
(p<0,001). O perfil hormonal dos foliculos residuais apresentou diferenca entre
0S grupos , sendo o Ggg apresentou uma concentracdo folicular de estradiol
menor (p<0,05) do que 0 Gsaiina, diminuindo a relagéo estrégeno/progesterona.
Conclui-se que a aplicacao de benzoato de estradiol no momento da aspiracao
nao impediu a formagdo do foliculo residual. Entretanto, o benzoato de
estradiol diminuiu o diametro do foliculo residual (p<0,001) e também a
atividade estrogénica no FR dos animais tratados, demonstrando ter utilidade
para controle da esteroidogénese poés-aspiracdo em foliculos residuais em
processo de luteinizagao.

Palavras-chave: foliculo residual, benzoato de estradiol, estradiol,

progesterona, vacas
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the application of estradiol benzoate at
the time of aspiration as a tool to limit the formation of residual follicles. In this
experiment we used 22 Holstein cows and crossbred Holstein-Zebu. The
animals had a mean age of 5.45 + 2.22 years and mean parity of 2.32 + 1.49.
The animals were subjected to a protocol for synchronization of ovulation, the
dominant follicle of the new wave was aspirated when reached approximately
12 mm in diameter. At the time of follicle aspiration animals were divided into
two groups, namely: GBE animals received a dose of 2 mg estradiol benzoate
and Gsalina 2 mL of saline intra muscular. Of the 22 animals aspirated, 18
(81%) had residual follicles (FR), and of these, only 11 (61%) follicles were
aspirated 72 hours after the first aspiration. The dominant follicles were
aspirated with an average diameter of 12.72 + 2.33 mm and the residual
aspirated showed average diameter of 10.73 + 3.36 mm. The benzoate did not
affect the appearance of the RF, however, as the rate of growth of residual
follicles, it was noticeable that the rate of growth of follicles in Gsalina residual
was greater than the GBE (p <0.001). The hormonal profile of residual follicles
differ between groups, with GBE showed a follicular estradiol concentrations
lower (p <0.05) than Gsalina, decreasing the relation between estrogen /
progesterone. It is concluded that the application of estradiol benzoate at the
time of aspiration has not prevented the formation of residual follicle. However,
estradiol benzoate decreased residual follicle diameter (p <0.001) and also in
FR estrogenic activity of treated animals, demonstrating have utility for control
of steroidogenesis in residual follicles after aspiration in the process of

luteinization.

Keywords: residual follicle, estradiol benzoate, estradiol, progesterone, cows
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1 INTRODUCAO

A permanéncia de estruturas esteroidogenicamente ativas no ovario
apos o procedimento de aspiracdo foi descritas por alguns autores (VIANA et
al., 2001; VIANA, 2003; HAYASHI et al., 2006; DOREA et al., 2011). Estas
foram denominadas de foliculos residuais, e estudos ainda néo indicaram se
podem ou ndo comprometer o desenvolvimento folicular normal. Esse
comprometimento pode ser por alteracdo ou inibicdo do crescimento folicular
posterior. Estando a doadora em um processo constante de aspiracdo, para
coleta de complexos COCs para fertilizacdo in vitro, a permanéncia desta
estrutura poderia determinar uma falha ou atraso na onda de crescimento do
foliculo seguinte, prejudicando assim um programa de producdo in vitro de
embrides.

Atualmente, estudos que avaliam a relacdo E2/P4 estdao sendo
realizados para definir a composicao e a influéncia desse foliculo residual nas
ondas subsequentes, e a relacdo estrogeno- progesterona (VIANA et al., 2001).
A alta incidéncia dessas estruturas (80%) ap6s a aspiracdo do foliculo
dominante (DOREA, 2011), é de grande importdncia que se tenha o
conhecimento de sua influéncia e principalmente uma forma de controle para
evitar sua formac&do. Uma das hip6teses da ocorréncia desta persisténcia seria
uma ac¢do do FSH nos foliculos aspirados promovendo um efeito rebote de
suplementacao, logo apés a queda abrupta do estrégeno do foliculo aspirado.
Esse aumento repentino nas concentragbes de FSH pos-aspiracdo, poderia
levar a uma reativacdo do foliculo aspirado, formando o foliculo residual.
Mantendo a manutencao de elevadas concentracdes circulantes de estrogeno
por até 48h, permitiria a inibicdo da liberacdo do FSH, evitando assim a
formacédo do foliculo residual e levando-o a atresia e crescimento normal da
onda folicular subsequente.

O objetivo deste estudo foi avaliar a administragdo do benzoato de

estradiol no momento da aspiracdo para evitar a formacéo do foliculo residual.
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2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com as normas do Comité de Etica
em Uso de Animais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Centro Nacional de Pesquisa Gado de Leite (CNPGL) (Anexo 1).

2.1 PERIODO EXPERIMENTAL, LOCALIZACAO, E CONDICOES
CLIMATICAS

O experimento foi conduzido no més de outubro de 2011 no Campo
Experimental Dr. José Henrique Bruschi (CEJHB) localizado no municipio de
Coronel Pacheco, Regido da Zona da Mata do Estado de Minas Gerias (435
metros de altitude). Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido
onde foi conduzido o estudo é do tipo Cwa, caracterizado por invernos secos e
verbes chuvosos, temperatura média anual entre 18,0°C a 23,0°C e
precipitacdo pluviométrica anual de 1.581mmS. Os dados climatolégicos
durante o periodo experimental sdo apresentados na tabela a seguir, tendo
sido obtidos na estacdo meteorologica da Embrapa Gado de Leite, localizada

no Campo Experimental.

Tabela 1. Dados climatolégicos obtidos durante o periodo experimental no

Campo Experimental de Coronel Pacheco (média + desvio padrao).

Dados climatoldgicos

Temperatura maxima (°C) 26,1+2,8
Temperatura minima (°C) 16,2+ 2,8
Umidade relativa do ar (%) 79,0+ 10,0
Precipitacdo (mm?®) 78+135
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2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais foram mantidos em condi¢cbes semelhantes de alimentacao
(pastagem de Brachiaria decumbens), seguindo o manejo nutricional e sanitario
adotado pela Embrapa Gado de Leite. Agua e sal mineral foram fornecidos ad
libitum.

Neste experimento foram utilizados 22 animais mesticos Holandés-Zebu
e da raca Holandesa . Desses animais seis eram de grau de sangue 7/8 HZ,
dois animais 3/4, um animal 8/9, um animal 7/9, um animal 5/7, um animal 1/2 e
10 animais da raca Holandesa puro por cruza e puro de origem. Os animais
apresentavam idade média de 5,4 + 2,2 anos e numero parto médio de 2,3 +
1,5.

2.3 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO

Os animais foram submetidos a um protocolo de sincronizacdo da
ovulagao, isto para que o foliculo dominante de todos os animais pudesse estar
em condi¢cbes semelhantes no momento da aspiracao folicular. Este protocolo
consistiu em uma aplicagdo no DO de 2,0 mg de benzoato de estradiol
(Sincrodiol, OuroFino Agronegdcio, Cravinhos, SP), e insercdo de implante de
progesterona (Sincrogest, OuroFino Agronegocio, Cravinhos, SP) por oito dias.
No DO foi aplicado também 0,5 mg de clorprostenol sddico (Sincrocio, OuroFino
Agronegocio, Cravinhos, SP) para prevenir a interferéncia de eventuais corpos
liteos na avaliacdo da dindmica vascular ovariana. Apés o oitavo dia os
implantes foram retirados e 0s animais posteriormente submetidos a aspiracao

folicular.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O foliculo dominante da onda foi aspirado ao atingir aproximadamente
12 mm de diametro. No momento da aspiracdo folicular os animais foram

divididos em dois grupos experimentais: 0 Gge recebeu uma dose de 2,0 mg de
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benzoato de estradiol e 0 Ggaina recebeu 2,0mL de solugdo salina via intra
muscular.  Um total de 11 foliculos foram inclusos para cada grupo

experimental.

2.5 ULTRASSONOGRAFIA

Para as avaliacOes ultrassonograficas, cada animal foi devidamente
contido em um brete apropriado, as fezes presentes no reto foram retiradas e o
transdutor do aparelho de ultrassom inserido e posicionado manualmente pelo
mesmo operador. Os exames ultrassonograficos foram realizados com um
aparelho portatil de ultrassom equipado com funcao Doppler colorido e com um
transdutor linear retal de 7,5 MHz (MyLab 30- Esaote, Génova, Italia). Dentre
as configuracdes do aparelho, foram selecionados previamente alguns padrdes
de ganhos de cor e frequéncia. A frequéncia utilizada foi de 7,5 MHz, com um
ganho de cor de 70%. Foi utilizado uma frequéncia de repeticdo de pulsos
(PRF) de 0,7 KHz, que refere-se ao numero de pulsos por unidade de tempo.
Neste caso foi utilizado um aparelho de onda pulsada, com uma profundidade
de avaliacdo de 6,0 cm. A barra de velocidades (Velocity Range) utilizada foi de
+0.05 a —0.05 m/s. Todas as avaliagbes foram realizadas utilizando-se a
mesma frequéncia e padrédo de ganhos e cor e padrdes ultrassonograficos.

ApoOs a localizacdo do ovério, seguindo a ordem de avaliacdo (primeiro
ovario direito, depois o esquerdo) foi feita a identificagdo do animal e do ovario
avaliado em modo B na tela do ultrassom. Apés a realizacdo da identificacéo,
0s exames ultrassonograficos em B-mode e Doppler colorido foram iniciados
antes da aspiracao folicular e foram realizados a cada 12 horas por periodo de

72 h apés a aspiracéo folicular.

2.6 PUNCAO FOLICULAR

Foi realizada a pungédo do foliculo dominante imediatamente quando
este apresentou um diametro médio de 12,0 mm segundo os procedimentos

convencionais de OPU, conforme SENEDA et al., 2001 e SENEDA et al. 2003.
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O ultrassom (MyLab 30- Esaote, Génova, Italia) com um transdutor
vaginal microconvexo foi adaptado a uma guia de puncao folicular produzida
com polimero com baixa absor¢cdo de umidade para evitar contaminagao, para
ser utilizado na aspiracdo. Uma agulha descartavel esterilizada de 20G, com
7,0 cm de comprimento e bisel invertido foi conectada a um tubo Falcon de
50,0 mililitros (mL) por meio de um tubo flexivel de silicone. A presséo negativa
(65-70 Hgmm) foi aplicada utilizando uma bomba de vacuo para aspiracao dos
oocitos. O aspirado folicular foi imediatamente transferido para recipiente
isotérmico a uma temperatura de 4-5°C até o momento da centrifugacdo. A
coleta deste liquido foi efetuada diretamente do sistema de aspiragéo, para um
microtubo estéril posicionado dentro de um tubo tipo Falcon para evitar
qualquer possivel contaminacdo. A centrifugacéo foi realizada a uma forca de
480 x g em centrifuga laboratorial refrigerada (5°C). O sobrenadante foi
transferido para microtubos estéreis de 1,5 mL, previamente identificados, e
estocado a -20°C até a realizacao das dosagens.

Neste estudo também foi efetuada a aspiracdo do foliculo residual (FR)
com 72h apés a aspiracdo para andlise das concentragBes foliculares de
estrégeno e progesterona.

A presenca de um coagulo interno e pouco liquido folicular em alguns

casos, nao possibilitou a coleta dos mesmos nos FR.

2.7 ANALISES DE CONCENTRAGCAO ESTROGENO E PROGESTERONA

As andlises da concentracdo de progesterona e estrogeno do liquido
folicular foram realizadas em aparelho de radioimunoensaio de fase solida
utilizando-se kits comerciais de analise por 1'*® (Coat-a-Count®, Medlab), no
Laboratério de Endocrinologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, UNESP campus de Botucatu — SP (matricula CNEN 14542).
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros diametro folicular, concentragéo intrafolicular de estradiol
e progesterona e a relacdo estrogeno: progesterona pré e pos-aspiracao
folicular foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Lilliefors e quanto
a homocedasticidade das variancias pelo teste de Cochran e Bartlett. Quando
atendidas as premissas de normalidade e homocedasticidade, os dados foram
submetidos a analise de variancia (Anova), e diferencas entre médias nos
grupos experimentais (controle e tratamento com BE) foram comparadas pelo
teste F. Caso contrario, foi realizada uma analise ndo paramétrica (Wilcoxon).
Foi considerado, para definicdo de significancia, um valor de P<0,05. As
analises estatisticas foram realizada com o auxilio do Software SAEG 9.0
(Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas), desenvolvido pela
Universidade Federal de Vigosa (EUCLIDES, 1982).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No exame apOs a aspiracdo, 81% (18/22) dos animais apresentaram
foliculos residuais (Tabela 2). No entanto, apenas 61% (11/18) dos foliculos
residuais foram identificados 72h apds a aspiracdo e foram aspirados
novamente (Tabela 2). Quatro animais ndo apresentaram foliculo residual,
sendo que um dos animais, na primeira avaliagdo (12h), apresentou um
espessamento da parede folicular, formagédo semelhante a um corpo liteo, com
grande vascularizacdo, sem formacdo de coagulo ou repreenchimento com
liquido em seu interior. Outro animal apresentou fato semelhante a este, porém
apos 72h da aspiracédo inicial. Este animal desenvolveu o foliculo residual, com
formacdo caracteristica e no momento da segunda aspiracdo apresentava

mesma formagéo de luteinizacdo semelhante a um corpo Iuteo.
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Tabela 2. Resultado dos foliculos residuais apés tratamento com Benzoato de

estradiol
Animais Foliculos Residuais Foliculos Residuais
aspirados Formados (12h) Aspirados (72h)
Gsalina 11 90,0% (10/11) 50,0% (5/10)
Gee 11 72,0% (8/11) 75,0% (6/8)

Os foliculos foram aspirados com diametro médio de 12,7 + 2,3 mm e 0s
residuais aspirados apresentaram diametro médio de 10,7 + 3,4 mm (Anexo 7 e
8). Apos a aspiragéo dos foliculos, os sinais de reincidéncia surgiam cerca de
12 horas apés a aspiragdo, onde 72,7% dos animais (16/22) apresentavam a
formacéo do foliculo residual ja primeira avaliagdo apés a aspiracdo, 0 mesmo
foi relatado por Dorea et al. (2011). Em dois animais, os foliculos residuais
foram visualizados apenas 36 h e 48 h ap0s a aspiracdo respectivamente. A
identificacdo se deu pela presenc¢a do codgulo no antro folicular.

Dos 11 animais tratados com benzoato, apenas um animal nao
apresentou foliculo residual. Este animal foi o que apresentou na primeira

avaliacao aspecto de luteinizagao.

Tabela 3. Taxa de crescimento do foliculo residual de acordo com o grupo de

tratamento (média + desvio padrao)

Tempo de avaliacao Gsalina Gse

12h 9,7+2,2(8) 9,0 +3,4(8)
24h 11,0 £ 2,7 (8) 10,6 + 3,3 (8)
36h 10,8 + 2,6 (7) 9,4+25(8)
48h 11,6 + 1,8 (6) 9,1+24(8)
60h 11,6 + 3,1 (5) 9,1+2,9(7)
72h 12,6 + 3,8 (5) 9,4+1,9 (7)

TOTAL 11,2 + 2,7%(39) 9,4 +2,7° (46)

O nUmero entre parénteses refere-se ao n.

b |etras diferentes, na mesma linha, diferem entre si (p<0,05).
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O benzoato de estradiol n&o interferiu no aparecimento do FR,
entretanto, quando se compara o crescimento folicular dos foliculos residuais
nos dois grupos (Tabela 3 e Figura 1) é possivel observar que a taxa de
crescimento do foliculo residual no Gsaina foi maior que o Gge (p<0,001) (Tabela
3). Até 24 horas da aspiragdo, ambos os grupos apresentam crescimento do
FR. Entretanto, apds este periodo, nota-se que o Gge sofre uma queda no
diametro nas 48 horas seguintes a esse pico de crescimento, enquanto 0 Gsajina

continua o seu desenvolvimento (Fig. 1).
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Figura 1. Medidas dos foliculos residuais (mm) em funcéo do tempo apés

(mm)

aspiracdo. Houve diferenca nos valores médios entre tratamentos,
independente do dia (P<0,05).

Com o objetivo de avaliar o efeito tratamento com benzoato de estradiol
sobre o perfil esteroidogénico do foliculo residual, o0 mesmo foi aspirado 72
horas apds o primeiro procedimento de aspiracao.

Na Tabela 4 é apresentado o perfil esteroidogénico dos foliculos
dominantes em cada um dos tratamentos. Para a classificacdo de um foliculo
dominante, dos 22 animais que iniciaram o experimento, 18 (81,8%) foram

utilizados, pois quatro destes animais (18,2%) foram descartados, pois
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apresentaram concentragfes foliculares de estradiol baixas segundo
classificacdo de Nishimoto et al. (2009),caracterizado assim como uma atresia
folicular, ndo podendo assim ser inclusos nos tratamentos, padronizando desta
forma o perfil dos foliculos utilizados. A partir da relacdo entre esses E2 e P4,
observa-se que as concentracdes de estradiol no foliculo dominante era cerca
de 15 a 17 vezes maior do que as concentracdes foliculares de progesterona,
que segundo a classificacado proposta por Nishimoto et al. (2009) este seria 0
perfil de um foliculo ativo. Assim ambos 0s grupos, no inicio do ensaio,

apresentavam foliculos dominantes na mesma condigéo fisiologica.

Tabela 4. Perfil esteroidogénico dos foliculos dominantes no momento da

aspiracao folicular (média = desvio padrao)

Respostas N Gsalina Gge

Diametro do foliculo dominante (mm) 22 12,8+2,7 12,3+2,0
Concentracgdes foliculares de E; (ng/ml) 22 927,3+623,4 911,1 +666,7
Concentracgdes foliculares de P4 (ng/ml) 22 65,3+430 82,0+ 73,0
Eo:Py 22 15,9+ 8,7 17,0+17,4

P>0,05
Foi determinado o perfil hormonal dos foliculos residuais que se
formaram apés 72 horas da aspiracdo do foliculo dominante. Dos 18 animais

estudados, oito ndo apresentaram FR apds 72 horas (Tabela 5).

Tabela 5. Perfil esteroidogénico dos foliculos residuais formados apés a
aspiracao folicular

Respostas Gsalina Gge
Frequéncia 55,0% (5/10) 55,0% (5/10)
Diametro do foliculo residual (mm) 12h 9,2+2,15% 8,0+1,72
Diametro do foliculo residual (mm) 72h 12,6+3,8° 9,4+1,9°
Concentracgdes foliculares de E; (ng/ml) 53,5+49,6% 0,3+0,3"
Concentracdes foliculares de P4 (ng/ml) 1.035,0+#952,2% 1.111,7+1.272,0°
E.:P4 0,05+0,03? 0,001+0,00°

2D etras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05)
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O perfil hormonal dos foliculos residuais apresentou diferenca entre os
grupos quanto as concentracdes foliculares de estradiol (p<0,05) e néo
(P>0,05) quanto as concentracOes foliculares de progesterona. Quanto a
relacdo estrégeno/progesterona, observa-se que em ambos 0s grupos foram
baixas, entretanto, o Gge apresentou uma menor relacéo E,:P4 (P<0,05).

O objetivo de extinguir ou a0 menos minimizar a atuagéo e a presenga
do FR foi impedir sua influéncia na onda seguinte. Dentro de um programa de
aspiracao intensificado, qualquer tipo de alteracdo nas ondas subsequentes a
aspiracdo podem prejudicar o processo. A tentativa de evitar a formacéo e a
atividade do FR abre caminhos para estudos que procurem evitar a sua
formacdo, com a intencdo de melhorar os programas de aspiracao folicular e
sincronizacéo da onda subsequente.

A hipotese testada trabalhou com a ideia de utilizar dentro do
procedimento da aspiragao folicular o uso da administragédo do benzoato de
estradiol no momento do procedimento. Em parte a hipétese nao foi provada,
entretanto, ndo havendo eliminacéo fisica do FR com a aplicacdo do benzoato
de estradiol, foi observado a diminui¢cdo da esteroidogénese nesses foliculos.

A utilizacdo do benzoato de estradiol apés os procedimentos de
aspiracao folicular, procurava bloquear a acao rebote de FSH. Estudos indicam
que a utilizacdo do benzoato de estradiol leva o foliculo dominante a atresia,
por perda da funcdo estrogénica (BURKE et al. 2001; BURKE et al. 2002).
Apdés o procedimento de aspiracdo folicular, ocorre uma queda nas
concentragdes sericas do estradiol, ocorrendo assim um feedback positivo na
hipéfise anterior e levando a liberacdo do FSH (WILTBANK et. al., 2000;
GINTHER et al., 2002). As células da granulosa sdo induzidas a um
crescimento por meio da ac¢do do FSH, acarretando com isso na formacéo do
antro folicular e a producédo da aromatase. O LH tem atuacdo na estimulagcéo
da producdo de andrégenos pelas células da teca, que sofrem aromatizacao
em estradiol sob estimulo do FSH (KOHEK e LATRONICO, 2001). Neste
estudo o feedback negativo do E2 sobre a liberacédo de FSH pode ter levado a
uma reducéo na producado de estradiol pelas células da granulosa do FR. Essa

diminuicdo de estradiol intrafolicular, nos foliculos residuais, faz com que estas
89



estruturas remanescentes ap6s a aspiragdo tenham caracteristica de foliculos
inativos, diferentemente do que pode acontecer quando nédo se faz o
tratamento e o FR pode obter caracteristica de um foliculo
estereidogenicamente ativo segundo classificacdo de Nishimoto et al. (2009), o
gue nao foi encontrado nesse estudo, entretanto pode ocorrer como verificado
por Dorea et al. (2011).

Possivelmente o acontecimento da diminuicdo da concentracdo de
FSH pelo estradiol limitou o crescimento do foliculo residual. Por ainda termos
a formacao do foliculo residual, é possivel que a dose utilizada de benzoato de
estradiol no presente estudo (2 mg) nédo tenha sido capaz de inibir
completamente a liberacdo do FSH, assim como encontrado por Burke et al.,
(2003), onde o pico de FSH foi encontrado somente 81 horas depois da
aplicacdo do BE, e onde apés a aplicacdo de 2 mg de BE, os niveis de FSH
mantiveram constantes entre 1,5 e 2,0 ng/mL de FSH . O BE minimizou a acao
do FSH, permitindo a diminuicdo da taxa de crescimento do foliculo residual
apos 48h do inicio das avaliacbes, e assim permitindo a formacdo de um
foliculo de menor didmetro. Estudos constataram a acdo do estrégeno na
diminuicdo da concentracdo de FSH, ou até mesmo na reducdo dos pulsos
deste hormonio, entretanto eles ndo demonstram a completa inibicdo da acéo
dos hormoénios gonadotroficos (PRICE E WEBB, 1988; BOLT et al.,, 1990).
Charlesworth e Schwartz (1986) testaram diferentes doses de estrogénio para
tentar suprimir o FSH em ratas, porém perceberam que nenhuma das doses
aplicada era verdadeiramente eficaz em suprimir completamente os niveis de
FSH.

A necessidade de extinguir a atividade estrogénica no FR é devido ao
fato de que a diminuicdo desse estradiol em um foliculo indica um dos
primeiros eventos de um processo de atresia (XU et al., 1995), o que foi o
objetivo deste estudo. Estudos recentes indicam que a diminuicdo nas
concentracbes de estradiol observadas durante a atresia folicular resulta
diretamente na diminuicdo da enzima aromatase nas células da granulosa
(VALDEZ et al., 2005). O fato de aumentar a concentragdo de estradiol no

foliculo pode culminar, na presenca de fatores angiogénicos, na manutengao
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do suporte de vascularizagéo, contribuindo assim para manter a dominancia
(REDMER et al., 1991), ou mesmo o FR.

Burke et al. (2000) constataram que a aplicacdo de 1 mg de benzoato
de estradiol, alcancou seu pico maximo no plasma em cerca de 4 horas apos a
aplicacdo. Permanecendo com concentracdo elevada até 24 horas apos a
aplicacdo e em 48 horas ainda nédo retornando as concentragdes basais. Com
a aspiracdo do foliculo dominante, a acdo do FSH sobre a onda subsequente
inicia-se imediatamente, com um pico na secrecdo de FSH 29 horas apés a
ablacdo do dominante. Nossa hipotese de que a acdo do BE inibindo a
elevacdo do FSH apds a aspiracdo folicular e impedindo a formacédo e
aparecimento do foliculo residual ndo foi comprovada. Outra explicacéo para a
resposta encontrada € que ndo somente o FSH que influenciaria o
aparecimento do FR, a combinacdo com um efeito rebote do LH possa ter
suplementado o foliculo logo apds a aspiragdo. O LH tem a capacidade de
suplementar o crescimento de foliculos na presenca ou ndo de FSH (LUCY,
2007), promovendo o desenvolvimento do FR. O fato da substituicdo dos
receptores de FSH por LH, bem como a troca de dependéncia dos foliculos
dominantes por essas gonadotrofinas foi citada por Pawson and McNeilly
(2005), onde inibina e estradiol inibem o FSH porém nao inibem o LH.

Foi demonstrado em um estudo, que o LH ndo aumentou a quantidade
de estradiol produzida pelas células da granulosa (FORTUNE et al.,2001).
Sendo assim, neste estudo, o estradiol encontrado nos FR do grupo controle
teve acdo de FSH, enquanto o grupo tratamento, com niveis de estradiol em
concentracfes mais baixas, indicam diminuicdo dos niveis de FSH, porém nao
indicam bloqueio da sua atividade. Isto demonstraria que a utilizacdo do
benzoato de estradiol no momento da aspiracdo reduziria um nivel alto de
estradiol, que no caso do grupo controle poderia ser precursor de patologias
como cisto folicular (BRAW-TAL et al., 2009).

Sendo significativa a diferenga entre os niveis de estradiol e relagédo
estradiol/progesterona do foliculo residual entre o grupo controle e tratamento,
€ importante avancar sobre a aplicabilidade deste tratamento. A possibilidade

de criar-se uma metodologia para que os programas de aspiracao folicular
91


http://jas.fass.org/content/85/8/1914.long#ref-34

utilizem desta técnica, pode ser considerada e também avaliada sua eficicia
nos diversos tipos de foliculos residuais. A aplicacdo do benzoato comprovou

ter finalidade pratica no controle da esteroidogénese do foliculo residual.

4. CONCLUSAO

A aplicacdo de benzoato de estradiol no momento da aspiracdo nao
impediu a formacdo do foliculo residual. Entretanto o benzoato de estradiol
diminuiu o didmetro e também a atividade estrogénica no FR dos animais
tratados, demonstrando ter potencial para controle da esteroidogénese pos-

aspiracao em foliculos residuais.
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6. CONCLUSAO GERAL

A presenca de sinal Doppler em uma area correspondente a 25 a 50%
da parede folicular € o padréo mais frequente em foliculos pré-ovulatorios;

As avaliacdes, objetiva e subjetiva do sinal Doppler, sdo equivalentes
para a avaliacdo do padrao vascular em foliculos;

A aspiracdo folicular ndo interrompe a vascularizacdo da parede
folicular remanescente, podendo ocorrer um aumento transitorio do fluxo
sanguineo do foliculo residual subsequente;

A aplicacdo de benzoato de estradiol no momento da aspiracdo nao
impediu a formacao do foliculo residual;

A aplicacdo do Benzoato de estradiol no momento da aspiragcdo tem
potencial para controle da esteroidogénese apdés-aspiracdo em foliculos

residuais.
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO 1 - Aprovagdo no comité de ética

Enlpa

Gado de Leite

PARECER

Data de entrada: 24/02/2011

PROTOCOLO CEUA-CNPGL N°: 02/2011
Data sessdo: 02/03/2011

TITULO: Estabelecimento de modelos de referéncia in vivo para o desenvolvimento de
sistemas de maturacao oocitaria in vitro

PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: Jodo Henrique Moreira Viana
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A CEUA/CNPGL aprova os procedimentos adotados para o uso de animais do referido projeto.
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Rua Eugénio do Nascimento, 610 — BanoDom Bosoo 36038-330 Juiz de Fora/MG
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7.2 ANEXO 2 - Ficha de acompanhamento da dinamica folicular

Experimento Doppler Colorido. Resp: Alberto Ghetti

Animal #

OVARIO ESQUERDO

OVARIO DIREITO

Data:

Dia:

Periodo:

Hora:

Video

OE:

OD:

FD:
FS:

OBS:

FD:
FS:

OBS:

Data:

Dia:

Periodo:

Hora:

Video

OE:

OD:

FD:
FS:

OBS:

FD:
FS:

OBS:

Data:

Dia:

Periodo:

Hora:

Video

OE:

OD:

FD:
FS:

OBS:

FD:
FS:

OBS:
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7.3. ANEXO 3

Tabela 1 Area de vascularizacdo dos foliculos de cada animal (cm?) de acordo

com o tempo pos-aspiracdo (média £+ desvio padréo)

Tempo apo6s a puncao folicular

Animal Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h
1 0,05 0,13 0,11 0,15 0,29 0,15 0,07
2 0,05 0,25 0,14 0,12 0,13 0,20 0,14
3 0,11 0,09 0,05 0,04 0,09 0,07 0,02
4 0,16 0,14 0,14 0,24 0,08 0,07 0,12
5 0,10 0,12 0,06 0,05 0,02 0,04 0,11
6 0,29 0,05 0,06 0,07 0,13 0,16 0,22
7 0,20 0,13 0,21 0,40 0,42 0,13 0,40
8 0,11 0,19 0,28 0,23 0,21 0,28 0,20
9 0,08 0,10 0,09 0,17 0,21 0,24 0,25
10 0,08 0,14 0,18 0,10 0,34 0,08 0,22

TOTAL 0,12+0,07 0,13+0,05 0,13+0,07 0,15+0,10 0,19+0,12 0,14+0,07 0,17+0,10

7.4 ANEXO 4

Tabela 2. Parede do foliculo (cm?) de cada animal de acordo com o tempo pés-

aspiracao (média + desvio padrao)

Tempo apos a puncdo folicular

Animal Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h
1 0,48 0,65 0,61 0,85 0,35 0,47 0,70
2 0,56 0,46 0,36 0,28 0,27 0,39 0,32
3 0,46 0,36 0,18 0,19 0,18 0,18 0,41
4 0,52 0,43 0,29 0,27 0,29 0,26 0,11
5 0,36 0,47 0,48 0,48 0,53 0,55 0,54
6 0,72 0,16 0,18 0,16 0,26 0,24 0,60
7 0,49 0,27 0,44 0,57 0,57 0,20 0,51
8 0,33 0,30 0,63 0,44 0,56 0,59 0,47
9 0,48 0,27 0,29 0,34 0,39 0,45 0,36
10 0,49 0,33 0,43 0,42 0,58 0,45 0,63

TOTAL 0,49+0,11 0,37+0,14 0,39+0,16 0,40+0,20 0,40+0,15 0,38+0,15 0,47+0,17
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7.5. ANEXO 5
Tabela 3. Percentagem (%) da vasculariza¢do dada pela razdo entre a area de

vascularizacéo e a area da parede do foliculo (média + desvio padréao)

Tempo apos a puncao folicular

Animal  0Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h
1 12,2 20,1 18,8 17,6 82,3 32,1 9,5
2 8,5 54,1 38,9 43,5 49,6 50,5 43,7
3 25,8 25,8 19,2 52,3 39,6 5,6
4 248 24,8 48,5 88,2 28,9 29,0 114,3
S 30,8 30,8 13,2 10,8 4,0 7.3 21,2
6 271 27,1 33,2 46,0 49.4 67,9 36,1
7 40,6 40,6 47,1 69,6 74,6 65,8 79,5
8 40,7 40,7 44,6 51,4 37,5 47,8 42,1
9 32,8 328 31,1 50,0 53,0 53,7 68,7
10 17,2 42,3 429 23,2 58,0 17,6 35,2
TOTAL 26,08+ 33,91+ 34,41+ 41,95+ 48,96+ 41,13+ 45,59+
11,59 10,36 12,18 24,74 22,20 19,85 33,53

7.6. ANEXO 6

Tabela 4. Acompanhamento do diametro do foliculo residual a partir do
momento das aspiracao.
Animal Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h

1 16,0 9,8 11,1 13 13 14,7 14,5
2 181 1,7 9,5 13,3 15 14,7 14,1
3 117 11,3 11,1 11 12 11,7 10,4
4 12,8 9,3 11,8 13,4 13,8 14,4 15
5 118 4,7 5,2 6,1 6,1 9,3 10,8
6 10,2 10,2 10,7 7,2 7,3 7,9 7,8
7 133 8 8,6 9,9 9 10 11
8 10,2 6 8,4 10,5 11,8 13 14,4
9 10,8 9,4 7 6,6 5,5 5,8 6,3
10 141 5,7 5 5,4 5,2 i e
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7.7 ANEXO 7

Tabela 4. Acompanhamento do didmetro do foliculo residual no Gge

Animal 0Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h OBS

1 120 105 1045 105 10,7 11,1 111 ASP
2 129 63 79 66 81 865 935 ASP
3 166 665 62 905 1015 10,85 1025  LUT
4 120 55 124 12,85 8  ceeeem e
N 1 RN T S —
JE I S — 64 47 71 ASP
7 110 89 955 126 131 13 11,7 ASP
8 132 7,2 95 975 10,15 895 94 ASP
T 135 TR F- T I K QS ——
10 124 10,6 11,1 6,55 -eeceeer meeeeen oo
1 Y T —— 725 59 615 6,8 ASP

* Os quadros em branco sdo marcados pela ndo formacgéo ou involucdo dos FRs
ASP — ASPIRADO LUT- LUTEINIZADO

7.8 ANEXO 8
Tabela 5. Acompanhamento pés-aspiracdo do diametro (cm) dos FRs do Gsajina
Animal Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h OBS
1 13,1 10,20 12,35 12,95 12,95 13,45 14,55 ASP
2 12,0 11,25 11,70 12,80 12,55 12,85 16,05 ASP
3 10,0 5,60 6,75 6,65 7,65 5,50 5,20 ASP
4 18,0 13,70 15,00 7,65 ---mmmmmmemen mmmemememeen e
5 13,2 9,60 12,25 9,30 11,55 13,80 14,05 ASP
6 14,4 10,10 11,80 13,50 12,30 @ ----mmmmem mmmmmemeeee-
7 15,0 7,50 6,40 e e
8 125 9,80 11,60 12,50 12,30 12,15 13,25 ASP

* Os quadros em branco sdo marcados pela ndo formagéao ou involucdo dos FRs
ASP — ASPIRADO LUT- LUTEINIZADO
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