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Introducao

Egua...

v Poliéstrica estacional v'14 dias de fase luteinica

v'Ciclo de 21 dias de durag¢do média v’ 7 dias de fase folicular



Introducao

» Foliculo dominante 2 30 mm

» Foliculo ovula com 40-45mm

» Estro de aproximadamente 7 dias

» Ovulacdo 1 a 2 dias antes do final do estro
» 1 a2 ondas foliculares

> Fossa ovulatodria

> Foliculo dominante > 8 mm

» Foliculo ovula com aproximadamente 15 mm
» Estro de 12 a 24h

» Ovulacdo de 8 a 15h apés o final do estro

» 2 a 4 ondas foliculares

> CArtex no exterior do ovario



Introducao

Q) Aspiracdo folicular em éguas

Eguas com foliculo 2 32mm

!

Administracdo de hCG

I

Recuperac¢do de ovdcito 24-36h pds hCG




Introd

Em éguas...

v'Lavage

-

v/ Ovdcito fortem cular

P
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v’ Relagéio com o estdgio de maturidade folicular e ovocitdria




Introducao

Q Iminéncia da ovulagdo ====== Maturidade folicular

v'Serrilhamento da Granulosa
v'Turgidez da parede folicular

v'Fluxo sanguineo

v'Area apical

v'Pontos ecédicos flutuantes no antrum

Maturidade ovocitdria
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Material e Métodos ?

v’ Experimento conduzido no hemisfério norte




Métodos

Eguas 15 dias pés-
ovulacdo

Com foliculos de 28mm em
crescimento

Escaneadas até o foliculo atingir
didmetro 2 32mm

% Foliculos sem sinais de
ovulacdo iminente




Material e Métodos

> Eguas com foliculo de didmetro = 32mm

2500 Ul de hCG Aspiragdo
lEscaneamento do Ovario ﬂ
Oh 30h
Coleta de sangue Coleta de sangue

% Coleta de sangue ==———= E, plasmético




Material e Métodos
Utrassonografia

v'B-mode
* Serrilhamento da granulosa e Area apical
* DiGmetro folicular * Pontos ecoicos flutuantes

* Guia da aspiragdo

v'Doppler
* Fluxo sanguineo * Velocidade diastdlica final (EDV)
* Velocidade do pico sistdlico (PSV) * Indicador de resisténcia (Rl)
* Tempo médio de velocidade madxima * Indicador de pulsatilidade (Pl)

* Percentual de parede folicular irrigada




Material e Métodos nupeec

» Aspiracdo folicular transvaginal

Aspira lig. Folicular
Lava o foliculo de 6 a 10 vezes

Lavagem com 180ml de PBS a 37°C

U Liquido folicular e lavado folicular
armazenados em banho-maria a 37°C por

no maximo 5 min




Material e Métodos

Liquido folicular

v’ Centrifugacdo

10ml armazenados a -20°C para analise hormonal

O E,, P4, testosterona e IGF-I livre

Radioimunoensaio



Material e Métodos

Lavado folicular

v Filtrado

Remoc¢ao de células sanguineas

v’ Pesquisa do ovdcito e COC




Material e Métodos

» Ap6s avaliacdo do COC, o cumulus foi removido

v COC compacto
v COC expandido

Hialuronidase 0,05%
Pipetando continuamente




Material e Métodos

Classificacdo do ovdcito

Maduro ===== com corpusculo polar

Imaturo =====> sem corpusculo polar



Material e Métodos

Células da Granulosa

v'Lavadas 3X em PBS

v'Fixadas com paraformalina 2%
v'Estocadas a 4°C

v'Avaliacdo da apoptose

Indicador de
maturidade folicular

v'Escore para o numero de
céls. e desenvolvimento




Resultados e Discussao

L) Recuperacgdo de ovdcito

v'De 60 foliculos foram recuperados 37 ovdcitos (62%)
v'Todos os ovécitos estavam no lavado folicular

v'"Nenhum ovdcito estava no liquido folicular

Grupo ovdcito recuperado =====> Menor didmetro folicular
com 30h



Resultados e Discussao

L) Recuperacgdo de ovdcito

Grupo ovécito recuperado =====  Menor Rl com 30h

Foliculo maduro

Reduz o fluxo sanguineo

» Cessa 0 crescimento

Favorece o desprendimento do

ovadcito
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Resultados e Discussao

Q) Maturidade ovocitaria

Dos 37 ovdcitos recuperados 29 (78%)
estavam maduros

Da Oh até a 30h E; reduziu mais no grupo
ovécito maduro

Diametro folicular na 30h foi menor no
grupo ovécito maduro




Resultados e Discussao

Q) Maturidade ovocitaria

Grupo ovécito maduro com 30h

w Serrilhamento da granulosa

iL Turgidez folicular

Quantidade de céls. da granulosa no liq. folicular

L]

Desenvolvimento das céls. da granulosa do liq.
folicular
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Resultados e Discussao

Q) Maturidade ovocitaria

Grupo ovécito maduro com 30h

T

Concentrac¢3do de P4 no lig. folicular

lL Concentragdo de E: no liq. folicular

‘“' Concentracgdo de IGF-I livre no liq.
folicular




Resultados e Discussao

nupeec

TABLE 1. Relationships of cocyte-recovery rates and oocyte-maturity rates on characteristics of the preovulatory follicle 30 h after hCG treatment given

when the follicle was > 32 mm.

Oocyte recovery® Oocyte maturity®

Characteristic Recovered Not recovered Mature Immature
Number of follicles 7 (62%) 3 (38%) 9 (78%) 8 (22%)
Follicle structure (frequency)

Granulosa serration 27735 (77%) ok 12/23 (52%) 25/28 (89%) ok 7 (29%)

Decreased turgidiry 27737 (73%) 17/23 (74%) 24/29 (83%) A 3/8 (38%)

Loss of shape 8/37 (22%) 2/23 (9%) 7129 (24%) 1/8 (13%)

ﬂpica] area 13/37 (35%) i 3/23 (13%) 12/29 (41%) 1/8 (13%)

Echoic spots in antrum 6/37 (16%) 4/23 (17%) 6/29 (21%) 0/8 (0%)
Granulosa cells

Amount (score) 2.6 = 0.1 *ah 1.4 + 0.1 2.8 +0.1 rk 20+03

Expansion (score) 2.8 £0.0 ok 20 +10.2 3.0 =00 bk 1.9+ 0.2

Apoptosis (frequency) 6.8 £ 0.7 6.3 £ 0.7 74 0.8 * 4.6 = 0.8
COC Expansion (frequency) 33/37 (89%) — 29/29 (100%) e 4/8 (50%)
Ooplasm granulation (% of area) 798 =24 — 76.7 £ 2.7 * 90.9 + 3.3
Hormones in follicular fluid

Estradiol (ng/ml) 876 + 55 919 + 48 799 + 49 o 1126 + 146

Progesterone [ng)’m]] 1039 = 103 969 + 159 1156 = 119 o 604 + 91

Testosterone (ng/ml) 15.6 = 0.1 15.4 = 0.7 15.5 = 0.1 156 1.6

Free |GF1 I:ng)’ml} 151 £ 1.8 19.0 £33 122+ 1.5 A 259 £ 4.6

* Within oocyte recovery groups and within oocyte maturity groups, means are significantly different or approach being significantly different as follows:
P < 0.001; ¥ P < 001;* P< 0,05, 2 P < 0.1.



Resultados e Discussao

Foliculo maduro...

Diminui o fluxo sanguineo
1
Diminui o crescimento

I
Vasos sanguineos se posicionam na face medular do foliculo
I
Fragilizacdo da parede folicular
I
Formacao de area apical na face externa da parede folicular



Resultados e Discussao

Foliculo maduro...

( IGF-I livre

f Apoptose das cél da granulosa

1

Diminui E; intrafolicular

\ Desfaz as gap junctions entre cumulus e
zona pelucida

Corta o fluxo de fatores inibidores da mejose
cumulus == zona pelﬁcida)

Ovdcito retoma o processo de divisdo e maturagdo —



Resultados e Discussao

Foliculo maduro...

Granulosa vai se desprendendo == Pontos ecogénicos
flutuantes no antrum

Inicio do processo de luteinizagdo = 1‘ P4 no liq. folicular

I

+ Aderéncia do ovécito na parede do foliculo

w
Melhora a taxa de recuperacao de ovdcito



Conclusao

I Maturidade folicular

I Maturidade ovocitaria

I Recuperac¢do de ovdcito |
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Conclusao

v'Foliculos pré-ovulatérios 2 32mm
diferem quanto ao estagio de
maturag¢ao

Liq. folicular de foliculo com
ovdcito maduro...

J IGF-1 livre




maturagdo ovocitaria, mas
" ndona maturacao folicular
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