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HORMONALNA A AKUPUNKTURNA SYNCHRONIZACIA RUJE
ANESTRICKYCH BAHNIC

Hormonal and acupuncture synchronisation in anestrous ewes

J.HALAGAN, I. MARACEK, A. STANIKOVA

Univerzita veterinarskeho lekarstva, Kosice; University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT

The simple acupuncture needles have been used for the purpose of activating the ovary in anoestrous ewes. The experimental popu-
lation comprised of 15 of the three year-old ewes after regular weaning of lambs (in middle part of May). The animals were allo-
cated into three groups. In first group (control group — K) comprised of untreated animals. In the second group (group H) the ewes
were treated with 20 mg chlorsuperlutine vaginal sponges. The third group (group A) was provided with the acupuncture treatment.
Acupuncture treatment procedure consisted of needling of two pairs of active points of Bladder Meridian (BL 21 and BL 22), and
single Governing Vessel point (GV 20b). Each treatment lasted for 15 to 20 minutes. Stimulation by inserting the needle has been
carried out by contra dial rotation of insertion needle. The needling procedure has been repeated three-times in 48 h intervals. The
stimulatory effect of the treatment was evaluated according to morphological changes of the ovary found out by laparatomy (ovula-
tion rate, number of tertiary follicles) and according to peripheral blood plasma concentrations of 17 beta estradiol and progesterone
on the 5th day after the last acupuncture procedure or withdrawal of sponges A significant increase in the ovarian follicular activity
after acupuncture stimulation has been observed in anoestrous ewes in comparison to the untreated ewes ( 40% follicle ovulation
effect and 43% follicle growing effect, respectively), but not in the same range as was found in case of hormonally synchronized
ewes ( 60% follicle ovulation effect and 67% of follicle growing effect, respectively). Similar increase in the levels of plasma es-
tradiol and progesterone has been recorded in the acupuncture stimulated group in comparison to untreated ewes (7.8 : 21.0 pg.ml”!
with respect to 0.65 : 1.04 ng.ml"). Preliminary results support the idea of involving the traditional Chinese medicine treatment in
sheep reproduction if treatments are to be performed and evaluated individuallyon a case by case basis. Two theoretical approaches
(Chinese and Western) to explain the needling acupuncture effects were discussed.
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UVOD

U dospelych bahnic je fyziologicky normalna
pohlavna aktivita pravidelne jedenkrat v roku vystriedana
obdobim pohlavného pokoja — anestrom. V naSich
klimatickych podmienkach sa obdobie anestru zacina
v marci a koné¢i v auguste. Zakladnymi ukazovatel'mi
subminimalnej aktivity vajecnikov bahnic pocas
anestrickej periody je absencia sexualnej aktivity,
preovulacnych antralnych folikulov, rozvijajuceho
sa alebo aktivneho zltého telieska na vajecnikoch a

minimalne hladiny periférnych ovariadlnych hormonov.
Klacom prechodu estrickej do anestrickej sezdnnej
periody je epifyza, ktora cez svetelny signal a vegetativinu
nervovu sustavu brzdi alebo aktivuje hypotalamus.
Z doposial’ publikovanych pramenov vyplyva, Zze
efektivna manipulacia so sezonnostou bahnic je mozna
pouzitim jednej alebo kombinaciou nasledovnych metod:

- uprava vyzivy,

- svetelny rezim,

- pouzitie horménov (melatonin, gestagény,

gonadotropiny, gonadoliberiny a prostaglandin ).
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V ostatnych desatrofiach sa zacali objavovat
spravy o pokusoch vyuzitia priamej alebo nepriame;j
intervencie funkcii vajeCnikov bahnic a prasnic cez
vegetativnu nervovu sustavu (Goodman a kol., 1996;
Jana a kol., 2005; Jaroszewski a Kotwica, 1992). Otazky
bioldgie, fyzioldgie anajméd patologie reprodukénych
procesov samic hospodarskych zvierat ( najmé kobyl
akrav) st celé storoCia centrom zaujmu aj cinskej
tradi¢nej mediciny aj vo veterinarnej praxi.

Cielom predlozenej prace bolo predbezne
preskamat’, overit’ a v experimentalnych podmienkach
potvrdit’ alebo vyvratit’:

- moznost’ dosiahnutia pozitivnej funkénej a
morfologickej odpovede vajecnikov bahnic cez
akupunktarne body povrchu tela, ktoré podla
literarnych tdajov ovplyviiuju pohlavny trakt,

- indukovat’ estrus u acyklickych bahnic
v anestre pomocou jednoduchého
akupunktirneho oSetrenia,

- overit moznost pouzitia jednoduchej akupunktiry
na ovulaé¢nu aktivitu vajecnikov bez hormonalne;j
stimulacie pre ucel synchronizacie ruje.

MATERIAL A METODA

Pokus sme uskutocnili na pétnastich trojroc¢nych
bahniciach plemena slovenské merino. Vybraté a klinicky
otestované bahnice sme rozdelili do troch skupin (v
kazdej po pét zvierat) nasledovne:

K - neosetrené bahnice( kontrolné skupina) .

H - skupina synchronizovand 12 dni
posvovymi hubkami obsahujiicimi 20 mg
chlérsuperlutinu (chlormadinon acetat).

A - skupina podrobena trom akupunkturnym
procedtiram $peciadlnymi akupunkénymi ihlami.
Tieto sa zaviedli do podkozia a svalstva v
akupunktarnych bodoch BL 21 a BL 22, ktoré¢
predstavuju merididn mocového mechura a do
bodu Bai Hui GV 20b (obr.1). Pri zavadzani
ihiel sme sa topograficky riadili podl'a udajov
atlasu akupunktirnych bodov pre preziivavce
(Kothbauer a Vanengelenburg, 1994).

Thlovua akupunktirnu procediru (needling) sme pri
kazdej ovci robili stimulaciou piatich bodov naraz. Dizka
stimulécie (tocenie ihiel v smere hodinovych ruciciek

Obr. 1:

Fig. 1:

Topograficka lokalizacia akupunktirnych bodov BL 21, BL 22 (paravertebrilne medzi prvym
a druhym resp. druhym a tretim bedrovym stavcom) a bodu GV 20b (tzv. Bai Hui medialna linia
medzi poslednym bedrovym stavcom a kriznou kostou)

The topographic localization of acupuncture points BL 21, BL 22 (paravertebrally between the 1st

and the second and/or between the 2nd and the 3rd lumbal vertebra) and of point GV 20b
(so called Bai Hui, in medial line between the last lumbal vertebra and sacrum)
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prstami holej ruky) trvala pri prvej procedire 15 mindt,
pri d’al$ich dvoch procedarach po 20 mintt. Cely postup
sme opakovali 3-krat s jednodennymi pauzami.

Vyskyt ruje sme pri v§etkych bahniciach testovali
trikrat denne vazektomovanym baranom. Na piaty den
po ukonceni akupunktarnych procedur, alebo vybrati
vaginalnych hubiek sme od pokusnych oviec excidovali
vajeéniky. Po laparotomii sme makroskopicky hodnotili
ich vel'kost’ vaje¢nikov, pocet prominujucich, vel’kych a
rastiicich preovula¢nych folikulov a aj pocet Cerstvych
zltych teliesok, resp. pocet ovulaénych bodov. Po
histologickom spracovani a zafarbeni vajecnikov sme
mikroskopickou analyzou hodnotili aj atretické zmeny
folikularneho aparatu .

Tabulka 1:

Zmeny koncentracii estradiolu a progesteronu v
krvnej plazme sme hodnotili radioimunologicky pomocou
suprav RIA estradiolaRIA progesteron (firma Immunotech
Sa, Beckman Coulter Company, Marseille Cedex,
France). Koncentracie progesteréonu sme urc¢ovali priamo
z plazmy, koncentracie estradiolu z 1 ml plazmatickych
extraktoch éterom. Vsetky ziskané udaje a parametre sme
Statisticky hodnotili Studentovym t- testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sumarne vysledky uvadzame v tabulkach.
Priznaky ruje sme pocas celého sledovaného obdobia
zaznamenali iba v druhej, hormonalne synchronizovane;j

Aktivita vaje¢nikov bahnic po hormonalnej a akupunktiirnej stimulacii na 5. deii po vybrati
hubiek alebo akupunktirnej stimulacii

Table 1: Ovarian activity of ewes after hormonal or acupuncture stimulation on the Sth day after
withdrawal of sponges or last acupuncture procedure
14Skupina bahnic
"Ukazovatel K (n=5) H (n=5) A (n=5) I-)IGI)A
px X % px X % px X %
’priznaky ruje - - - 2 - 40 - - -
3pocet ovulacii - - - - 60 2 - 40
*véha vaje¢nika 720 840 811
objem vajeénika 790 885 862
pocet pre. fol. 5 50 31 *E
Sprom. - - - 8 0,8 16 3 0,3 10 ok
‘terc.v. - - - 24 2,4 48 13 1,3 41 *
"preov. fol. terc. rast. 4 0,4 90 12 1,2 24 7 0,7 23 *
!terc. atret. - - - 0,4 8 3 0,3 10
terc. atret. rast. 1 0,1 10 0,2 4 5 0,5 16
E2 7,80 + 0,60 21,00 + 4,60 11,20 + 6,20 *
Bplaz. k. (lap.d.)
P4 0,65 0,02 1,75+ 0,03 1,04+ 0,03 *

n — pocet bahnic
px — pocet folikulov resp. zvierat
X — priemerny pocet folikulov na vajeénik

% - percentualne zastipenie jednotlivych skupin folikulov k poctu preovulaénych folikulov
xP — rozdiel v priemernom pocte preovulaénych folikulov medzi skupinami H:A preukaznych na hladine * P< 0,05; ** P< 0,01

preov. fol. — preovulaéné folikuly

prom. — prominujuce vel'ké folikuly

terc.v. — terciarne vel’ké folikuly => 5 mm

terc. rast. — terciarne rastuce folikuly <5 mm

terc. atret. — terciarne vel'ké atretické folikuly

terc. atret. rast. — terciarne atretické rasttice folikuly

plaz. k. lap. d. — plazmaticka koncentracia v deni laparatomie
E2 — estradiol (pg.ml-1)

P4 — progesteron (ng.ml-1)

Iparameter, *oestrus demonstration, *number of ovulation, “mean ovary weight (mg), *mean ovary volume (ml), ‘number of prominated follicles,
"total number of preovulatory follicles, *prominated follicles, °tertiary follicles > 5 mm, '“growing follicles < 5 mm, ''tertiary atretic follicles > 5
mm, “tertiary atretic follicles <5 mm, *mean plasma concentration of oestradiol (E2, pg.ml"') and progesterone (P4, ng.ml"') on laparatomy day,
!the group of ewes, K — untreated animals, H — hormonally treated animals, A — acupuncture treated animals, n — the number of animals
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skupine, v ktorej plnohodnotni ruju vykazali dve z
piatich bahnic (40%-ny synchronizacny efekt). V prvej
a tretej skupine sme nezistili ziadne priznaky ruje.
Vajecniky kontrolnych bahnic vykazovali vsetky
priznaky hlbokého anestru teda boli malé s hladkym
povrchom bez prominujacich folikulov alebo zltého
telieska a nejavili priznaky ovulacie. Vo vajeénikoch
hormonalne synchronizovanych bahnic sme zistili
priemerne 4,8 preovulaénych folikulov s 0,3 ovulaénym
indexom na vajecnik. Ovulacie folikulov boli sprevadzané
histologicky potvrdenou luteinizaciou v plnom rozsahu
charakteristickom pre rozvinuté a funkéne zIté telieska.
Podobne ako u hormonalne stimulovanej skupine bahnic
aj pri akupunktarne oSetrenych bahniciach sme na
vajecnikoch zistili prominujuce neovulované folikuly
a Cerstvé ovuldcie. Av§ak hodnoty obidvoch uvedenych
ukazovatelov boli vyrazne nizie (3,2 resp.0,2 na
vajeénik). Histologickou analyzou ovulovanych folikulov
pri tejto skupine sme zistili plne rozvinutu luteinizaciu
iba u dvoch zo Styroch prominujicich preovulaénych
folikulov. Okrem toho, prevazna Cast' neovulovanych

folikulov nejavila znamky zretelného intenzivneho
prekrvenia folikularnych Struktir.

Zmeny koncentracii estradiolu a progesterénu
v krvnej plazme bahnic pred a pocas experimentu
uvadzame v tabul’ke 2. Zatial’, ¢o hladiny oboch hormoénov
vajecnikov v skupine intaktnych bahnic zostali pocas
celej doby sledovania nemenné, bahnice hormonalne a
akupunktirne oSetrené vykazali Statisticky vyznamny
narast koncentracii estradiolu a progesterénu ku koncu
sledovaného obdobia (17. den — den laparatomiie),
¢o potvrdzuje stimulacny 0G¢inok ako hormonu, tak i
akupunktury, na folikularny aparat vaje¢nikov. Priemerné
hladiny progesterénu u akupunktirne osetrenych bahnic
su vsak signifikantne nizsie ako u bahnic stimulovanych
hormonalne.

Nakolko v dostupnej odbornej literatiire nie st
zatial' publikované vysledky o pouziti akupunktirnej
techniky na synchronizaciu ruje u oviec, nemozeme nase
vysledky priamo konfrontovat’ s inymi autormi. Podla
Kothbauera a Van Engelenburga (1994) v§ak stimulaciou
aktivnych bodov moc¢ového mechira mozno ovplyvnit’

Tabul’ka 2: Zmeny koncentracia estradiolu a progesteronu v krvnej plazme bahnic pocas experimentu
Table 2: Changes in concentrations of oestradiol and progesterone in peripheral blood plasma in the
ewes during the course of experimental investigation
. *Deil experimentu
"Hormoén 2Skupina
0 2 4 6 8 12 17+
X X 6,9 73 7,1 7.4 7,6 7,5 7,8
SD 1,30 0,58 1,03 0,83 0,40 0,56 0,60
B2 " X 7,2 7.9 7,4 8,6 8,9 9,1 21,0
(pg.ml™) SD 1,10 2,10 1,80 1,60 1,90 3,20 4,60
plazmy X 7,6 6,7 5,7 6,2 7,7 7.8 11,2
A SD 0,66 1,55 1,01 0,63 1,07 1,95 6,50
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 K:H * K:H**
K X 0,54 0,48 0,50 0,50 0,54 0,60 0,65
SD 0,14 0,10 0,15 0,11 0,11 0,08 0,09
5p4 q X 0,58 0,61 0,60 0,49 0,52 0,64 2,45
(ng.ml™) SD 0,11 0,12 0,13 0,09 0,10 0,12 0,31
plazmy X 0,66 0,70 0,72 0,74 0,77 0,78 1,04
A SD 0,09 0,11 0,08 0,09 0,10 0,07 0,45
P >0,05 K:A* >0,05 K:A* >0,05 >0,05  K:H** K:A*
E2 — estradiol

P4 — progesteron

(+) — den laparatomie

X — priemerné hodnoty - mean value

SD — smerodajna odchylka - standard deviation

P — hladina Statistickej preukaznosti zmien, * P<0,05, ** P<0,01

'hormone, *the group, *day of experiment, *oestradiol (pg.ml™), *progesterone (ng.ml™"), ¢level of the statistically significant difference, 17" - day

of laparatomy
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ovula¢ny cyklus krav. Tito autori ziskali pozitivne
vysledky u krav po stimulacii aktivnych bodov BL 22
az 24, GV 26 pri nepravidelnych estralnych cykloch a
pozitivny ucinok Yan Chi a BL 30 pri superovula¢nych
pokusoch. U bahnic sa zda byt efektivna kombinacia
bodov merididanu moc¢ového mechura (BL) a tzv. zadne;j
centralnej drahy (GV), Lin a kol. (1998). Po porovnani
prezentovanych  vysledkov — stimulacie vajecnikov
(vyjadrenej ovulaénym indexom) po akupunktiirnom
oSetreni s vysledkami synchronizacie a ovarialnej
stimulacie  syntetickym  gestagénom konstatujeme
potvrdenie vyrovnania biologického efektu akupunktary
a pouzitia gestagénu alebo GnRH zaznamenanych
v podobnych podmienkach Linom a kol. (1998).

Nami dosiahnuty pozitivny u¢inok akupunktary
na aktivitu vajecnikov mdze byt hodnoteny z dvoch
zakladnych aspektov. Z pohladu principov a ucenia
tradi¢nej Cinskej mediciny, stimulaciou akupunktarnych
bodovnapovrchutelaaktivujemealeboprerusimepriadenie
energie ,,Qi v jednotlivych meridianoch (Limehouse
a Taylor, 1994). Uginok akupunktirnej stimulacie sa
vsak da interpretovat’ a Ciastone vysvetlit' aj moznym
nepriamym t¢inkom akupunktirneho zasahuna vajeéniky
cez ovplyvnenie systémového endomorfného neuro-
endokrinného systému v hypotalamo-hypofyzarnych
Struktarach (Chen, 1997; Lin a kol., 1998; Marossy a
Arendarcik, 1974). Inou moznou cestou u¢inku by mohlo
byt aktivovanie centralneho a periférneho epinefrického
a cholinergického autondmneho systému, lokalnej
sympatikovej a parasympatikovej inervacie vajecnikov a
centralneho katechol-estrogénneho systému (Lara a kol.,
1993; Stener-Victorin a kol., 20000).

V modernom ponimani a takzvanej ,,zapadnej*
interpretacii akupunktury by sme naSe vysledky
mohli interpretovat’ kombinaciou principu ,,jin-jan‘
ako synergickych regulaénych tendencii funkéného
krvného zasobovania a podpory vajecnikov a maternice.
Z uvedeného hl'adiska adrenergny systém predstavuje
aktivacné regulacné mechanizmy ,jin*“ a cholinergny
system ,jan“ zasa deaktivatné mechanizmy. Krava,
ovca, macka a morca patria do skupiny samic s bohatou
adrenergickou inervaciou vajecnikov (jin).

Problematickou a  doteraz  nevysvetlenou
otazkou zostava frekventovany pocet vyskytu tzv.
neplnohodnotnych ovulacii bez typickych priznakov
ruje s nedostato¢ne rozvinutym procesom postovulacne;j
luteinizaciebuniek zrnitej vrstvy folikulupoakupunktirne;j
procedure. Absencia priznakov ruje u bahnic s pozitivnou
ovula¢nou odozvou a typickym zvySenim koncentracie
estradiolu odporuje klasickej fyziologickej predstave
o endokrinnych mechanizmoch regulujtacich pohlavné
spravanie malych prezivavcov. Z tohto pohl'adu samotné
akupunktarne oSetrenie sa zda byt u¢innou ale z hl'adiska
reprodukénej fyzioldgie neplnohodnotnou  technikou
synchronizacie ruje u bahnic.

Pre relativne maly pocet pouzitych jedincov
mdzeme ziskané vysledky povazovat za predbezné.
Riesenie uvedenej problematiky si Ziada hlbsie a SirSie
Stadium.

ZAVER

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze v
individualnych pripadoch (pri zabezpeCeni optimalnej
vyzivy a starostlivost o bahnice plemena merino) je
mozné na ovplyvnenie funkcie vajecnikov bahnic pouzit’
techniku akupunktury cez stimulaciu akupunktirnych
bodov BL 21, BL22 a GV 20 b. Dizka stimulacie (15-20)
minut pri troch opakovaniach procedur (s jednodiiovymi
prestavkami) je pri prevedeni lege artis postacujiica na
pozitivne ovplyvnenie funkcii zdravych, fyziologicky
normalne funkénych vajeénikoch bahnic v anestrickom
obdobi.

Napriek pozitivnej ovula¢nej odozve povazujeme
akupunktarnu stimulaciu vaje¢nikov kvoli chybaniu
priznakov plnohodnotnej ruje a netplnej postovulacne;j
luteinizacii za fyziologicky neplnohodnotnt.
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