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RESUMO

Os hormonios esteroides, principalmente o estrégeno (E) e progesterona (P),
estdo presentes no fluido folicular (FF) e seus niveis variam com a fase de
desenvolvimento do foliculo. Objetivando determinar a relagdo entre a concentracéo
de E e P livre no FF de foliculos de véarios tamanhos, ovarios de 500 fémeas suinas
foram coletados imediatamente apos o abate. Os foliculos localizados na superficie
de cada ovario foram classificados em pequenos (FPs) e grandes (FGs) e o FF
obtido. Do pool de FF foi determinada a concentracdo de E, P e a relacdo E:P. A
concentracéo de E e P foi maior (P < 0,05) nos FGs (13,19 + 5,43 e 350,18 + 246,37
ng/mL) que nos FPs (1,37 £ 0,81 e 130,96 + 43,21 ng/mL). A relacdo E:P foi de 1,17
nos FPs e 4,95 nos FGs. Durante o desenvolvimento folicular hd um aumento de E e

P que correspondem ao inicio da maduracao e crescimento dos foliculos.

INTRODUCAO
O desenvolvimento dos foliculos ovarianos durante o ciclo estral em
mamiferos envolve um coordenado processo de replicacdo e diferenciacdo celular.
Esse processo aumenta o numero de células da granulosa que rodeiam o ovacito,

ocorre a formacéo e expansao do antro folicular e a formacdo do FF. Ademais, 0
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crescimento folicular € muito importante, pois apenas foliculos grandes (maiores que
6,0 mm de diametro) podem ovular (KNOX, 2005).

Nesse contexto, o0 conhecimento das concentragcbes dos hormoénios
reprodutivos é importante no entendimento da dindmica de sintese e secrecado pela
glandula endécrina e outros tecidos. Ademais, auxilia na determinacdo das
mudanc¢as hormonais que ocorrem no ciclo estral da fémea (KNOX et al., 2003).

O FF suino é composto por um transudato plasmatico e secrecdes dos
foliculos ovarianos, que refletem a elevada atividade das células foliculares
(GUTHRIE; COOPER, 1996). Os horménios esteréides, principalmente o E e a P
estdo presentes no FF e seus niveis variam com a fase de desenvolvimento do
foliculo.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a concentracéo fisiologica e a relacao
entre E e P presentes no FF de ovarios de fémeas suinas pré-puberes, coletado a
partir de foliculos antrais de diferentes tamanhos. Ademais, objetivou-se também
determinar o tamanho dos ovarios e o numero total de foliculos de duas diferentes

classes de diametros na superficie dos mesmos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido apos aprovacéo institucional, sendo todos os
protocolos experimentais realizados de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da instituicdo, sob o protocolo numero 009/10.

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados 1.000 ovarios de fémeas pre-
puberes (cinco a seis meses de idade e peso médio de 100 kg) Landrace x Large
White (linhagem hibrida comercial — Genética AGROCERES), abatidas em
matadouro/frigorifico comercial. Os ovarios isolados foram coletados imediatamente
apos o abate. Em seguida, os mesmos foram transportados até o laboratério, em
solucédo de NaCl 0,9% (w/v) contendo 0,1% de sulfato de kanamicina a temperatura
de 38°C. Posteriormente, foram lavados trés vezes em solucéo de cetrimida 0,04%
(v:v), seguido de mais trés vezes em solucéo salina, ambas a 38°C (COY et al.,
2008; OBERLENDER et al., 2013). Apés, realizou-se o processo de obtencao do FF.

Os foliculos ovarianos localizados na superficie de cada ovario foram
classificados em foliculos pequenos (FPs), sendo aqueles com 2,0 a 5,0 mm de

diametro e foliculos grandes (FGs), os que possuiam de 6,0 a 10,0 mm de diametro



(KNOX 2005; ITO et al., 2008; OBERLENDER et al., 2013). Com auxilio de seringa e
agulha o FF foi obtido a partir da aspiracdo dos foliculos ovarianos. Uma vez
aspirado, o pool de FF obtido em cada uma das categorias foi centrifugado, filtrado e
0 sobrenadante obtido e armazenado a — 20°C até a realizagdo das analises.

Para a determinagdo da concentracdo de E e P, as amostras de FF foram
primeiramente diluidas (1:1.000) em Tampédo Fosfato Salino (PBS) e em seguida
determinada a concentracdo dos horménios por teste imunoenzimatico — ELISA, de
acordo com protocolo do fabricante. A sensibilidade minima foi de 0,0066 ng/mL e o
coeficiente de variagédo (CV) intra e inter-ensaio foi <10% e <12%, respectivamente.

Na avaliagdo da morfometria ovariana foi mensurado o diametro maior e
menor de cada ovario utilizando um paquimetro graduado em mm. A contagem dos
FPs e FGs presentes na superficie ovariana (aproximadamente 25% da populagéo
de foliculos ovarianos) foi realizada de acordo com Rhind e Schanbacher (1991).

Para a aquisicdo das 500 fémeas (n = 1.000 ovarios) 10 repeticbes foram
realizadas (dias de coleta), e em cada uma, ovarios de 50 fémeas foram obtidos.
Para avaliar a concentracdo de E e P livres no FF, um delineamento em blocos
casualizados com dois tratamentos (FF de FPs e FGs) foi utilizado. Os blocos
consistiram nos dias de coleta. Um total de 10 repeticbes foi realizado e cada
unidade experimental foi representada por 50 fémeas. Para a avaliacdo da
morfometria ovariana (diametro/comprimento maior e menor) e o numero de foliculos
na superficie de cada ovario, um total de 100 ovarios foram utilizados de 50 fémeas.
Foram obtidos ovarios de cinco fémeas em cada um dos 10 dias de coleta.

Os dados séo apresentados como média + desvio-padréo (DP). Foi realizado
teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e os dados de concentracdes
hormonais foram comparados pelo teste t de Student. Para a avaliagdo do nimero
de FPs e FGs, foi utilizado o teste ndo-paramétrico Mann-Whitney, pois os dados
nao apresentaram distribuicdo normal. Um nivel de significancia de 5% foi
considerado para indicar diferenca estatistica. Todas as analises foram realizadas
utilizando o pacote estatistico SPSS for Windows versao 17.0 (SPSS, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na avaliagdo da morfometria ovariana, a média do diametro/comprimento

maior e menor dos ovarios foi 26,00 + 3,00 e 19,00 £ 2,00 mm, respectivamente.



Observou-se que o numero de FPs foi maior (P < 0.01) comparado com FGs (Tabela
1).

Tabela 1. Numero (media + DP) de FPs e FGs encontrados na superficie dos

ovarios de fémeas suinas pré-puberes (n = 100 ovarios).

Tratamento* Numero de foliculos ~ Valor minimo  Valor maximo
Foliculos pequenos (FPs) 70.86 + 25.76 a 13 154
Foliculos grandes (FGs) 6.54+5.26 b 0 26
Média geral 38.70 + 37.19
P <0,01

b Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste Mann-Whitney
(P <0,01).

A morfologia dos ovarios demonstraram caracteristicas de animais pré-
puberes, ou seja, ovarios sem a presenca de corpos albicans, copos luteos ou sinais
de ovulacdo (BAGG et al., 2004, KNOX, 2005). Esse achado foi confirmado pelo
grande numero de FPs na superficie dos ovarios.

Os resultados de morfometria ovariana foram similares aos obtidos por Bagg
et al. (2004), que encontraram uma meédia de 24,1 mm de comprimento maior e 15,9
mm de comprimento menor em fémeas pré-puberes da mesma linhagem utilizada no
presente estudo. Em relagcdo ao numero de foliculos, um maior nimero de FPs
comparado com FGs é justificado, pois em fémeas pré-puberes, FPs estédo
abundantemente presentes, em detrimento a FGs e estruturas luteais (KNOX, 2005).

A média do numero de FPs obtidos mostraram similares aos demonstrados
por Knox (2005), que observaram média de 80 FPs em ovarios de fémeas suinas. A
média geral de foliculos (foliculos entre 2,0 e 10,0 mm) estdo de acordo com 0s
resultados descritos por Bagg et al. (2004), que também avaliaram esse dado.

A concentracdo de E e P foi maior (P<0,05) nos FGs (13,19 £+ 5,43 ng/mL e
350,18 + 246,37 ng/mL) que nos FPs (1,37 £ 0,81 ng/mL e 130,96 + 43,21 ng/mL)
(Figura 1). A relacéo E:P foi de 1,17 nos FPs e 4,95 nos FGs.
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Figura 1. Concentracdo de estrogeno e progesterona livre no fluido folicular de
foliculos ovarianos pequenos (FPs, 2 a 5 mm de diametro) e foliculos grandes (FGs,
6 a 10 mm de diametro) em fémeas suinas pré-puberes (n = 500).

&b Médias sem o sobrescrito comum diferem pelo teste t de Student (P < 0,05).

As concentracdes de E e P e a relacdo E:P obtidas no presente estudo foram
semelhantes aos resultados obtidos por Spicer et al. (2005), avaliando as
concentracfes dos mesmos hormoénios esteréides no FF de ovarios de éguas em

diferentes fases de desenvolvimento.

CONCLUSOES
Durante o desenvolvimento folicular ha um aumento nos niveis de E e P que
correspondem ao inicio da maduracao e crescimento dos foliculos ovulatorios. As
concentracdo desses hormoénios sdo maiores em FGs quando comparado aos FPs,
sendo esses hormonios responsaveis pelos eventos do estro, ovulacdo e formacéao

do corpo lateo.
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