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Tudo passa...
Todas as coisas na Terra passam.

Os dias de dificuldade passaréo...
Passardo, também, os dias de amargura e solidao.

As dores e as lagrimas passarao.
As frustragdes que nos fazem chorar... um dia passaréo.

A saudade do ser querido que esta longe, passara.

Os dias de tristeza...

Dias de felicidade...

Sao ligdes necessarias que, na Terra, passam, deixando no espirito imortal
as experiéncias acumuladas.

Se, hoje, para nos, é um desses dias,

repleto de amargura, paremos um instante.
Elevemos o pensamento ao Alto

e busquemos a voz suave da M&e amorosa,

a nos dizer carinhosamente: 'isto também passara’

E guardemos a certeza pelas préprias dificuldades ja superadas que ndo ha mal que dure para
sempre,

semelhante a enorme embarcagao que, as vezes, parece que vai so¢obrar diante das turbuléncias
de gigantescas ondas.

Mas isso também passara porque Jesus esta no leme dessa Nau
e segue com o olhar sereno de quem guarda a certeza de que a
agitacéo faz parte do roteiro evolutivo da Humanidade

e que um dia também passara.

Ele sabe que a Terra chegara a porto seguro
porque essa € a sua destinacao.

Assim, facamos a nossa parte o melhor que pudermos,
sem esmorecimento e confiemos em Deus,
aproveitando cada segundo, cada minuto que, por certo, também passara.

Tudo passa...
exceto Deus.
Deus é o suficiente!

Chico Xavier
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RESUMO

Objetivou-se nesse trabalho avaliar o melhor dia para realizacdo da inovulacdo, através do
ultrassom doppler as caracteristicas morfologicas do corpo luteo (CL) e da perfusdo sanguinea
pela analise dos pontos de pixels, comparando com a concentracdo de Progesterona (P4) no
dia da inovulacdo. Atualmente, além das caracteristicas morfoecogénicas obtidas por imagens
no modo-B, é possivel avaliar mudangas na hemodindmica uterina e ovariana durante todo o
ciclo estral e ao longo da gestacdo por meio da ultrassonografia colorida Doppler. A intima
relacdo entre a funcdo secretora do CL e a perfusdo sanguinea luteal durante o diestro e a
gestacdo pode auxiliar na selecao de receptoras de embrides. O grupos do experimento foram
divididos de acordo com o dia de inovulgdo G1(dia 3), G2(dia 4), G3(dia 5) e G4(dia 6)
utilizando no experimento 30 éguas receptoras mesticas, 0s animais foram selecionados
aleatoriamente e avaliados apenas no dia da inovulacdo. As caracteristicas examinadas pos
ovulacdo foram ténus, morfoecogenicidade e vascularizagdo do Utero, o didmetro e area do
corpo luteo, vascularizacdo objetiva (concentracdo de pixels) e vascularizagdo subjetiva.
Também foram coletadas amostras de sangue para determinar a concentracdo sérica de
progesterona. Foi encontrada uma alta correlacdo entre a concentracdo sérica de P4, a
vascularizacdo objetiva e a vascularizagdo subjetiva do CL, indicando que a avalicdo da
receptora utilizando a ferramenta do ultrassom doppler aumenta a seguranca na selecao da

receptora.

Palavras-chave: corpo luteo, progesterona, doppler colorido.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the best day to perform the embryo transfer, using
ultrasound Doppler morphological characteristics of the corpus luteum (CL) and blood
perfusion by analyzing the points of pixels compared to the concentration of progesterone (P4)
on the day of embryo transfer. Currently, in addition to morfoecogénicas characteristics
obtained by the B-mode images, it is possible to evaluate changes in the uterine hemodynamics
and ovarian throughout the estrous cycle and during pregnancy by Doppler color ultrasound.
The intimate relationship between the secretory function of the CL and luteal blood perfusion
during diestrus and pregnancy may help to select embryos to recipients. This work was divided
into study according to the day of inovulcdo G1 (day 3), G2 (4th), G3 (5th) and G4 (6th) using
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in the experiment 30 mares crossbred receptor, the animals were selected randomly and
evaluated only on the day of embryo transfer. The post ovulation characteristics examined were
tone, morphoechogenicity and vascularization of the uterus, the cervix tone, diameter and
corpus luteum area, objective vascularization (concentration of pixels) and vascularization
subjective. Also, blood samples were taken to determine the serum concentration of
progesterone. a high correlation between the serum concentration of P4 was found, the objective
and the subjective vascularization vascularization of CL, indicating that the evaluation of the

receiver using the Doppler ultrasound tool increases security in the selection of the recipient.

Keys works: Corpus luteum, progesterone, color doppler.

INTRODUCAO

O complexo do agronegdcio equino no Brasil movimenta cerca de R$ 7,5 bilhdes e gera
cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos. O equino, no aspecto econémico,
desempenha as fungdes de sela, carga e tragdo. No aspecto social, a partir da segunda metade
do século XX, destacam-se as atividades de esportes e lazer, como a equoterapia para
tratamento de portadores de dificuldades na area cognitiva, psicomotora e socio afetiva (LIMA
et al., 2006).

A maior populacéo brasileira de equinos encontra-se na regiao Sudeste (24,4%), seguida
da regido Nordeste (24,3%), de acordo com a pesquisa Producdo da Pecuaria Municipal (PPM)
em 2011. Segundo a mesma pesquisa, o efetivo de equinos era de 139.111 em Pernambuco,

representando 2,5% de participagdes no efetivo do Pais (IBGE, 2013).

Visando um maior aproveitamento e intensificacdo do ritmo do melhoramento genético
e a eficiéncia reprodutiva em equinos, criou-se a necessidade da utilizacdo de biotecnologias
reprodutivas, com o objetivo de suprir a demanda existente em relacdo a cavalos com alto

potencial genético, nos sistemas de producédo equina (MACHADO, 2002).

A primeira transferéncia de embrides equinos (TEE) onde se obteve sucesso foi realizada
no Japdo por Oguri & Tsutsumi (1972). Em 1986 foi iniciado o uso da técnica no Brasil, no
estado de S&o Paulo, e foram realizados com sucesso na raca Mangalarga (FLEURY/, 1998b).
Na raca Mangalarga Marchador, a técnica foi reconhecida e aceita pelo seu Conselho
Deliberativo Técnico em 1995 e, desde entdo, tem sido muito utilizada (CAIADO et al., 2005,
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2000). A transferéncia de embribes na espécie equina vem sendo a solu¢do mais utilizada para

aumento do numero de produtos por fémea por ano (SQUIRES et al., 2003).

Em um levantamento realizado estimou-se que 41.652 coletas de embrido foram
realizadas no mundo em 2010, um crescimento de 13% em relagdo ao ano anterior e 42% a
mais do que em 2008, mostrando claramente um aumento da utilizacdo da técnica. O Brasil
passou a ocupar o primeiro lugar com 43% do namero de embrides transferidos, sendo que
Argentina (29%) e EUA (19%) ocupam a segunda e terceira colocacdo, respectivamente
(STROUD e CALLESEN, 2012).

No cavalo, a mudanca do fotoperiodo é considerada a principal responsavel pelo ritmo
circanual reprodutivo (NAGY; GUILLAUME; DAELS, 2000), garantindo que 0 nascimento
ocorra na primavera e verdo. A mudanca no periodo de luz didrio é um sinal ambiental
codificado pelo olho para um sinal endécrino na pineal, que em resposta a escuridao ira secretar
melatonina (NAGY; GUILLAUME; DAELS, 2000).

Eguas sdo geralmente animais poliéstricos estacionais com atividade ovulatoria
relacionada aos dias longos e noites curtas (HAFEZ e HAFEZ; 2000). O fotoperiodo néo &,
entretanto, o Unico responsavel por esta regulacdo, tendo outros fatores tais como idade, status
reprodutivo, nutricdo, condicdo corporal e temperatura, influéncia na atividade reprodutiva
(SESSIONS et al., 2004). Uma proporcao de animais continua ciclando ao longo de todo o ano
(AURICH, 2011) podendo produzir um potro em qualquer época (HAFEZ e HAFEZ, 2000),
sendo essa atividade reprodutiva no periodo esperado de anestro reportada por varios grupos
(FITZGERALD e MCMANUS, 2000) e o motivo de sua ocorréncia ndo é completamente

compreendido.

Acredita-se que a sele¢do da criacdo também auxilia nessa diminuigéo da sazonalidade da
atividade reprodutiva, pois a gestacao deve ocorrer mais cedo na estacdo de monta, para tornar
possivel a entrada dos potros em competicdo precocemente. Nas racas de competicao, cerca de

30% das éguas apresentam ciclos ovulatorios ao longo de todo o inverno (AURICH, 2011).

Manutencdo e gestdo de éguas receptoras € a maior despesa recorrente de um programa
de transferéncia de embrides (TE). No entanto, apesar das tentativas para selecionar 0s
destinatarios adequados com base na data da ovulacéo, tdnus uterino e cervical (CARNEVALE
etal., 2000) nem todos os embriGes de boa qualidade irdo desenvolver em uma gestacéo viavel

depois da transferéncia. Embora a qualidade do embrido seja claramente um contribuinte
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importante para prenhez, e em certa medida é influenciado pela escolha do garanhdo e sele¢édo
e gestdo da egua doadora (HENDRIKS et al, 2015), os aspectos do manejo e de selecdo das
éguas receptoras, podem também ser refinados ou ajustados em um esforco para melhorar as
taxas de prenhez. Atualmente, as receptoras sdao selecionadas para receber um embrido com
base na data da ovulacéo, tbnus uterino e cervical, e auséncia de qualquer anormalidade durante

a avaliacdo ultra-som modo B do trato reprodutor.

OBJETIVOS

2.1 Gerais

Determinar as qualidades da avaliagdo modo Doppler para selecdo de receptoras de embriéo.
2.2 Especificos

Descrever a relagdo entre as concentragdes de P4 e as caracteristicas de Utero e CL como:
dimensbes e perfusdo sanguinea; de receptoras de embrido avaliadas no momento da

inovulacéo.
REVISAO DE LITERATURA
3.1 Ciclo Estral

Segundo Hafez (2004) entre as espécies domésticas a égua € a que apresenta maior
variagdo no ciclo estral, dependendo do local de criagdo ela pode ciclar o ano todo com
variacOes nas taxas de fertilidade, entrar em anestro ou mesmo ciclar normalmente o ano todo
(regides mais proximas dos tropicos). As fases sdo, fase ovulatdria que corresponde & estacéo

ovulatoria, a transicdo de outono, o anestro e a fase de transicdo de primavera (AURICH, 2011).

O caréter poliéstrico estacional de um grande nimero de animais determina uma mudanca
do ciclo estral e do perfil hormonal ao longo do ano. Nos animais que séo verdadeiramente
poliéstricos estacionais, quatro fases distintas sdo detectadas, com caracteristicas hormonais e
ovarianas especificas (SHARP, 2011).

O ciclo estral da égua tem duracdo média de 21 a 22 dias, com variacao de 19 a 25 dias.
Consistindo de 14 dias de diestro e 7 dias de estro, fase sexualmente receptiva. Diversos fatores
ambientais como disponibilidade de alimento, luminosidade e o clima afetam as atividades

ovarianas através do eixo hipotdlamo-hipofisario. Varios aspectos da endocrinologia
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reprodutiva da égua foram tdo surpreendentes para os primeiros pesquisadores que eles
hesitaram em publicar suas descobertas (ALEXANDER, 1996).

Define-se ciclo estral como o periodo entre duas ovula¢fes que sdo acompanhadas por
sinais de estro e concentragdes de progesterona plasméatica menor que 1 ng/ml (BLANCHARD,
2003).

O ciclo estral possui duas fases distintas tanto fisioldgica como comportamental. A fase
folicular ou estro é altamente variavel entre ciclos e entre éguas, e dura entre 5 e 9 dias e
manifesta-se a receptividade ao macho. A intensidade do estro geralmente aumenta proximo a
ovulacdo, quando o foliculo dominante tem didmetro maximo, o Utero se encontra heterogéneo
e a concentracdo maxima de estradiol (um a trés dias antes da ovulacao) ocorre, na auséncia da
progesterona (MCCUE; SCOGGIN; LINDHOLM, 2011). O comportamento de estro pode se
prolongar até um a dois dias ap6s a ovulacdo (BERGFELT, 2009).

O diestro (fase luteal), que significa um periodo de repouso entre dois periodos de estro
(LOFSTEDT, 2011), é menos varidvel em sua duracdo, tendo em média de 14 a 16 dias
(BERGFELT, 2009), sendo extremamente curto em relacdo as outras espécies (LOFSTEDT,
2011).

A fase conhecida como anestro se caracteriza por Ovarios pequenos e inativos
(THOMPSON, 2011), apesar de algumas éguas continuarem a mostrar sinais de estro durante
este periodo (KING, 2011). Os foliculos sdo menores do que 20mm, as concentraces de
estradiol sdo basais, ndo existe corpo luteo e por isso as concentracdes de progesterona nao
excedem 1ng/mL (KING, 2011). Caracteristicamente o conteddo hipotalamico de GnRH no

inverno € menor do que durante o verdo (HART et al., 1984).

Os animais no periodo de transicdo para o anestro e para a estacdo ovulatoria apresentam
periodos de cios irregulares com duragdo de semanas a meses, sendo variaveis (GINTHER,
1992). Entretanto estas duas fases diferem marcadamente no ambiente hormonal e fatores que
disparam seu inicio (KING, 2011).

Segundo Dukes (1993), Allen (1994) e Reece (1996) a égua ovula cerca de 24 h antes do
final do estro, ja Arruda (1990) relata que o periodo pode variar de 24 a 48 horas antes do fim

do estro.
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A transicdo de outono erroneamente considerada 0 oposto da transicdo de primavera,
envolve uma série de caracteristicas que a tornam peculiar, sendo mais longa do que a transicao
de primavera. Aparentemente a primeira alteracdo para inicio desta fase ocorre no ovério,
enquanto na transicdo de primavera ela ocorre no eixo hipotalamo — hipofise — gonadal. A
ultima ovulagdo da estacdo ndo pode ser considerada como referéncia para inicio do anestro
como frequentemente ocorre, uma vez que a égua pode nao estar ovulando e ndo se encontrar
em anestro (KING, 2011).

Como caracteristicas inerentes a esta fase, podem ser citadas alteracdes na funcéo luteal
como seu prolongamento ou encurtamento e na fisiologia folicular com crescimento folicular

anovulatorio, foliculos hemorragicos e estro silencioso (WEEDMAN et al. 1993).

De acordo com King et al. (2010), afirma-se que a fungdo luteal € comprometida durante
0 outono, sendo as concentracdes de progesterona menores. E a atividade prolongada do corpo
lateo ocorre devido a uma falha na liberagdo de PGF2a no momento da esperada lutedlise. As
concentracdes de progesterona dos ciclos a partir do solsticio de verdo gradualmente vao
declinando (KING et al., 1988), apesar do corpo lateo (CL) ndo sofrer alteracdo de tamanho e

de aspecto ultrassonografico (KING et al., 1993).

Geralmente as éguas sao monovulatérias, e esta caracteristica permanece em animais
menos domesticados, sendo as duplas ovulagdes pouco frequentes (GINTHER et al., 2001). Em
éguas domesticadas, as taxas de dupla ovulacdo variam de 7 a 25% e sdo geralmente
relacionadas a diversos fatores tais como raca, idade, status reprodutivo, manipulacéo
farmacoldgica do ciclo estral e individuo. Em Pdneis sua frequéncia é de cerca de 2% a 3%
enquanto em Puro Sangue Inglés (PSI) varia entre 15 a 25% (GINTHER, 1992).

O padréo regular do ciclo estral baseia-se no equilibrio entre os horménios produzidos
pela glandula pineal, hipotdlamo, hip6fise, ovarios e endométrio. As células neurossecretoras
no hipotalamo produzem horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Os axdnios dessas
células projetam para o0 espaco perivascular na eminéncia mediana na origem da haste
hipofiséria e episodicamente libera GnRH no hipotalamo-hipofisario (Hipotalamo-pituitaria)
sistema porta, que transporta 0 hormonio da hipofise anterior. O GnRH estimula a sintese e
liberacdo das gonadotrofinas FSH e LH da glandula pituitaria anterior. Esses horménios entram
na circulacdo sistémica, sendo o FSH responsavel pelo recrutamento folicular, enquanto que o
LH é responsavel pela maturacdo folicular e luteinizagdo do corpo luteo (BLANCHARD,
2003).



15

O ciclo estral ou intervalo interovulatério se inicia ap6s a ovulagdo acompanhada de estro
e termina com a préxima ovulacdo acompanhada de estro (BEG e BERGFELT, 2011), tendo
uma duracdo média na primavera e verdo de 21 (MCCUE; SCOGGIN; LINDHOLM, 2011) a
22 dias (HAFEZ e HAFEZ, 2000). A raca e o status reprodutivo afeta a duracéo do ciclo estral,
sendo que as racas Pbnei tém ciclo estral dois dias mais longo (AURICH, 2011) e éguas em
lactacdo apresentam um ciclo estral médio de 21,2 +1,8 dias comparado com 22,8 + 1,4 dias
em ndo lactantes (HEIDLER et al., 2004).

As diversas mudancas ciclicas que ocorrem na formacéo de novos vasos e de tecidos sao
muito complexas e interagem entre si formando uma rede de reacGes mediadas por enzimas e
proteinas que realizam essas fungdes. Portanto, como resultado dessas mudancas ciclicas uma
angiogénese distinta pode ser observada durante a maturacdo do foliculo e formacao do corpo

luteo seguido de regressdo vascular durante lutedlise e atresia folicular (PLENDL 2000).

Sob condigOes de estresse os fatores liberadores hormonais séo alterados influenciando a
funcdo reprodutiva através dos trés niveis do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, no
hipotalamo inibindo a secre¢do do GnRH, na hipéfise interferindo, com 0 GnRH, na liberagédo
do FSH e LH e nas gdnadas alterando o efeito estimulatério das gonadotrofinas na secrecéo de
esterdides sexuais (SANTOS, 2003).

A melatonina, hormdnio produzido a noite pela pineal, parece ser o intermediario entre a
percepcao do fotoperiodo e a reposta hipotalamica-hipofisaria na égua. A glandula pineal é
responsavel pela sintese e secrecdo de melatonina (Nacetil 5-metoxitriptofano) a partir do
aminodacido triptofano presente na circulacdo. A melatonina é um hormonio que, nos animais
que se acasalam durante fotoperiodos longos, exerce um efeito antigonadal nos ovarios, atraves
da inibicdo da liberacdo do hormdnio liberador de gonadotrofinas (TAROUCO, 2006).

Demonstrou-se que o fotoperiodo pode afetar a reproducdo dos mamiferos, enquanto que
os dias longos estimulam os dias curtos inibem a ocorréncia de estro nas espécies que se

acasalam na primavera e no verdo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O mecanismo de controle do fotoperiodo é desencadeado por meio dos raios solares
(fétons) que incidem sobre a retina ocular estimulando seus receptores (rodopsina) que enviam
mensagens através do nervo Optico e conexdes na base do cérebro para o ganglio cervical
superior e entdo para a glandula pineal, iniciando os eventos cerebrais onde também esta

envolvido o hipotalamo, hipéfise anterior e finalmente os ovarios (TAROUCO, 2006).
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3.2 Dindmica Folicular e endocrinologia da reproducéao da égua

A égua possui varios aspectos da endocrinologia reprodutiva e da gestacdo que séo Unicos
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Na égua, as gonadotrofinas LH e FSH séo considerados para estar sob o controle apenas
do GnRH. Até agora ndo ha evidéncia que exista no cavalo um fator especifico de liberacdo da
FSH. Na égua, pulsos hipotalamicos GnRH séo seguidos por pulsos de LH a partir da pituitaria
e mais de 80% de pulsos de LH sdo acompanhados por pulsos de FSH (ALEXANDER e
IRVINE, 1987).

Os pulsos de GnRH mudam de frequéncia de acordo com a fase do ciclo estral, e é baixa
durante a fase lutea com um intervalo de pulsos de GnRH de aproximadamente 120 min. No
dia da ovulacdo, o intervalo de pulsos de GnRH dura cerca de 30 min. A liberacédo hipotalamica
de GnRH é modulada por mecanismos de feedback esteroides. No entanto, a existéncia de
receptores de esteroides sobre os neurdnios GnRH nao foi comprovada no cavalo até agora.
Portanto, os mecanismos de feedback sdo mediados por areas cerebrais superiores. No cavalo,
o sistema enddgeno opioidérgico é ativado pela progesterona em conjunto com o estradiol.
Durante a fase litea, o sistema opioidérgico tem a fungdo de inibir GnRH hipotalamico e
subsequente liberacdo de LH hipofisario, enquanto que durante a fase folicular eles séo inativos,

permitindo um aumento na secrecdo de LH (AURICH et al., 1995).

As células gonadotroficas estdo localizadas no pars distalis bem como no pars tuberalis
da pituitaria equina. Subconjuntos de gonadotréficos que armazenam e produzem tanto LH ou
FSH (gonadotréficos mono hormonal) e gonadotroficos bi-hormonais que alojam ambas as
gonadotrofinas. Considerando que, no pars distalis todos os trés tipos de gonadotroficos foram
identificados, poucas ou nenhuma célula hormonal de FSH existe no pars tuberalis da pituitaria
da espécie equina. Esta heterogeneidade no padrao de armazenamento de LH e FSH, dentro da
populacdo de gonadotroficos é considerada a base morfoldgica para a regulacao diferencial da
secrecdo de LH e FSH em todo ciclo reprodutivo equino (TORTONESE et al., 2001).

O padréo divergente de liberacdo de LH e FSH é mais pronunciado na égua do que em
muitas outras espécies de animais domésticos. Um aumento precoce pré-ovulatério nas
concentracdes periféricas de LH é acompanhado por um modesto aumento de FSH,
posteriormente, recuando a sua menor concentracdo (BERGFELT et al., 1991) enquanto que a

LH atinge o seu maximo. No meio da fase litea, um segundo e robusto aumento do FSH ocorre
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sem aumento concomitante de LH. Esta segunda onda de FSH ocorre em diferentes dias do

ciclo, caracteristica individual de cada égua (GINTHER et al., 2005).

No sangue da pituitaria, a frequéncia de pulso gonadotréfico sobe de 0,5 pulsos por hora
no inicio do pico de LH para 1,9 pulsos por hora no momento da ovulagdo. No sangue jugular,
os pulsos de gonadotrofina sdo relativamente pequenos e, portanto, dificeis de detectar. Este é
muito provavelmente o resultado da meia vida de ambas as gonadotrofinas no plasma equino
(aproximadamente 5 horas). Durante o periodo pré-ovulatorio, a frequéncia média detectavel
de pulsos periféricos de gonadotrofinas em circulacdo aumenta para cerca de 1 pulso por hora
(ALEXANDER e IRVINE, 1987), enquanto que durante a fase lUtea, a frequéncia dos impulsos
de LH é tdo baixa quanto 0,1 impulsos por hora (ALEXANDER e IRVINE, 1986).

Em comparacdo com outras espécies de animais domésticos, o ovario da égua tem uma
estrutura unica, caracterizada por um grande tamanho e peso, chegando a um volume de 35-
120 cmd e 40-80 g de peso (KIMURA et al., 2005), na presenca de uma fossa ovulatéria e sua
estrutura e invertida onde o cortex é interno e a medula é externa. Uma a duas ondas foliculares
distintas se desenvolvem durante um ciclo do estro. A primeira grande onda de crescimento
folicular pode ocorrer no inicio da fase latea. O foliculo dominante desta onda precoce pode ser
anovulatério, mas apesar do aumento das concentracbes de progesterona pode ocorrer a

ovulacao.

O desenvolvimento de uma onda folicular ovulatoria durante a fase lutea € um fenémeno
considerado Unico para o equino. No entanto, ela ndo ocorre em todas as ragas de cavalos na
mesma medida: pbneis geralmente desenvolvem uma grande onda folicular, enquanto duas
ondas foliculares s&o tipicas de puros-sangues e racas de cavalos de esporte estdo estreitamente
relacionados (GINTHER, 2000).

A emergéncia de cada onda folicular é temporalmente associada com um pico de FSH,
onde 0 mesmo atinge seu nivel mais alto quando o maior foliculo chega a um tamanho de cerca
de 13mm de diametro (GASTAL et al., 1997). Subsequentemente, o FSH declina a uma
concentracdo que ndo suporta manter o crescimento pronunciado de foliculos subordinados,
mas é suficiente para a continuacao do crescimento do foliculo dominante. Esta dissociacdo de
tamanho dos membros de uma onda folicular e é conhecido como desvio folicular ou selecéo.
Emergéncia do futuro foliculo dominante ocorre com um tamanho de 6 mm de diametro,

aproximadamente 6 dias antes de diametro do foliculo ocorre o desvio. No momento do desvio
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0 maio e o segundo maior foliculo tem um tamanho médio de 22 e 19 milimetros,
respectivamente (GINTHER, 2000).

Mudancas dramaéticas no sistema do fator de crescimento, semelhante a insulina (IGF)
(IGF-I e -IlI, Proteina de ligagdo a IGF, IGF proteases de proteinas de ligacdo), tem um papel
crucial no foliculo maior antes do inicio do desvio de tamanho (BEG e GINTHER, 2006).
Simultaneamente, o foliculo dominante suprime as concentracdes circulantes de FSH, mais
provavelmente devido a sintese e liberacdo folicular de estrogénos e inibina. Esta hipotese é
suportada pela constatacdo de um aumento da produgdo de estradiol no futuro foliculo
dominante um dia antes da divergéncia folicular (GASTAL et al., 1999) em conjunto com uma
relagdo inversa entre concentragbes de FSH e inibina em circulacdo no ciclico égua
(BERGFELT et al., 1991). E possivel que o LH sistémico esta envolvido na divergéncia
folicular, mas é necessario para outro crescimento do foliculo dominante apds o inicio do desvio
(GINTHER, 2000).

A partir do desvio em diante, o foliculo prée-ovulatério cresce numa taxa média de 3
milimetros por dia para um diametro de aproximadamente 35mm quatro dias antes da ovulacéo.
Continuacgdo crescimento ocorre até 2 dias antes da ovulacdo quando folicular tamanho atinge
um patamar de aproximadamente 40 mm (GINTHER et al., 2008). Os foliculos em equinos
podem crescer na fase pre-ovulatdria até um tamanho de 55 milimetros ou mais, com éguas
ovulando consistentemente a partir dos didmetros pré-ovulatérios semelhantes em ciclos
consecutivos (CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2008).

Maturacao histologica do foliculo pré-ovulatdrio equino € caracterizada por uma grande
expansao da sua camada de células da granulosa mural inteiro. Além disso, a acumulagdo da
matriz extracelular é abundante. O processo ovulatério do foliculo em equinos envolve uma
Unica e especifico padréo de regulacdo génica nas células da teca e da granulosa. Isto inclui as
diferencas na expressao de uma variedade de fatores entre eles prostaglandinas e enzimas
metabolizadoras de prostaglandinas (SAVASITH et al., 2007).

Durante a ovulacdo, ovocito e corona radiata entrar no oviduto, enquanto a maior parte
do fluido folicular passa para dentro da cavidade peritoneal. Hormdnios deste fluido sdo
rapidamente absorvidos pela circulacdo conduz a um aumento pronunciado em concentragoes
de inibina no dia da ovulacdo (BERGFELT et al., 1991).
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Durante os 2,5 dias antes da ovulagdo, imediatamente a taxa de crescimento do foliculo
dominante em éguas de dupla ovulacdo € menos pronunciada do que em éguas solteiras
resultantes ovulando em um didmetro menor no foliculo pré-ovulatorio. O crescimento folicular
reduzido estd relacionado com menores concentracfes de FSH, provavelmente devido a

maiores concentracdes de estradiol em dois foliculos pré-ovulatorios (GINTHER et al., 2008).

O desenvolvimento folicular nas espécies monovulares é subscrito em trés fases:
primeiramente pela ativacdo do foliculo primordial, em seguida ocorre o recrutamento folicular,
posteriormente a selecdo de um ou dois foliculos dominantes em associa¢do com a atresia dos
foliculos subordinados (GINTHER e BERGFELT, 1993).

Foliculos sdo estruturas vesiculares, de forma arredondada, de apresentacdo desde
irregular até esférica. A atividade folicular é influenciada de maneira significativa pelas
condicdes do meio ambiente, podendo torna-la lenta ou bastante ativa, principalmente quando
a fémea se encontra no periodo que precede a estacdo de monta. De acordo com estudos
realizados, a ovulacdo ocorre com foliculo em torno de 35mm a 40mm e no maximo 60mm,
algumas vezes foliculos menores podem ovular, sendo estes de ovarios pequenos, como de
potras (ALLEN, 1994).

A égua possui foliculos primordiais alojados no ovario estacionados em uma fase do seu
desenvolvimento (profase | da meiose 1). O ovario é revestido em quase toda sua totalidade
pelo mesovario, exceto na borda anterior média chamada fossa da ovulacdo. Esta é a Unica

regido onde ocorre a ovulacdo na espécie equina (WHITERSPOON, 1975).

O crescimento folicular envolve a proliferacdo e a diferenciacdo induzidas
hormonalmente, tanto das células da teca como da granulosa. Tais processos levam a uma
habilidade crescente dos foliculos para produzir estradiol e responder a gonadotrofinas. A
producdo de estradiol determina qual foliculo obterd& um ndmero de receptores para LH
necessario para a ovulacgdo e a luteinizagdo. Disturbios na habilidade das células da teca e da
granulosa em responder aos sinais gonadotroficos levam a cessacdo do crescimento e ao inicio
da atresia do foliculo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Segundo Hafez (2004) um dos motivos dessa variacdo no ciclo estral da égua, citado
anteriormente, sdo a baixa sensibilidade dos ovarios equinos ao FSH, que por isso levam um
maior tempo para atingir o tamanho necessario para a ovulagdo. Outro pode ser a baixa

concentracdo de LH comparada ao FSH, que pode causar atraso no pico de LH por sua vez na
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ovulacdo, e também tem a migracao quando o foliculo recrutado esta localizado mais distante

no ovario e tem de migrar para a fossa ovulatoria.

O FSH permanece sendo encontrado na circulacdo sistémica (reduzido cerca de 50%),
sendo que os foliculos atingem somente cerca de 20 a 25 mm, principalmente pela falta de
horménio luteinizante (LH) (ALEXANDER; IRVINE, 1986). Esta diferenca nos dois
horménios acontece, pois existe uma producéo e liberagdo constitutiva de FSH (liberado das
vesiculas secretorias assim que é sintetizado), independente de GnRH do hipotalamo
(MORRESEY, 2011).

O LH necessita de niveis normais de GnRH para uma sintese e libera¢do normal (GARZA
et al., 1986). Existe inclusive uma alteracdo celular na hipofise, sendo a densidade de
gonadotrofos na pars tuberalis 4 a 5 vezes menor durante o anestro, enquanto que a pars distalis
ndo sofre alteracdo. Essa sazonalidade celular na pars tuberalis é considerada responsavel pela
liberacdo diferencial entre LH e FSH durante o ciclo reprodutivo da égua (TORTONESE et al.,
2001).

Os niveis de LH irdo diminuir provavelmente como consequéncia do feedback negativo
da progesterona na responsividade da hipéfise ao GnRH (GREAVES et al., 2001), maior
regulador de secrecdo de LH em éguas (ALEXANDER e IRVINE, 1996). A progesterona
circulante sera responsavel por cessar o comportamento de estro e iniciard 0 comportamento de

diestro, deixando a égua de ser receptiva ao garanhdo (BERGFELT, 2009).

O desenvolvimento folicular se inicia sem o estimulo de gonadotrofinas, porém completa
0 crescimento sob o auxilio das mesmas. No foliculo pré-antral, as células da teca desenvolvem
receptores para LH, resultando na sintese de andrégenos, por sua vez, FSH estimula a camada

granulosa a converter andrégeno em estrégeno (CUNNINGHAM, 1999).

As ondas maiores podem ser subdivididas em secundarias (emergem durante o estro ou
inicio do diestro e originam um foliculo dominante anovulatério ou uma ovulagdo no diestro),
e ondas primarias (emergem durante o diestro e ddo origem a ovulagdo no estro). Nas ondas
foliculares maiores os foliculos exibem inicialmente um crescimento sincronizado seguido pelo
crescimento diferenciado de um ou dois foliculos que alcangara o didmetro maximo antes de

sua regressdo ou ovulacdo (GINTHER, 1993).

A onda folicular primaria de um ciclo estral é caracterizada por um foliculo dominante e

varios outros foliculos subordinados. Um grupo de 7 a 11 foliculos com tamanhos em



21

crescimento em torno de 5mm, podem ser detectados por ultrassom em cerca da metade de um
ciclo de estral. Para distinguir entre os foliculos que estdo em crescimento ou regredindo é
necessaria mais de uma analise com o ultrassom, para nao haver confusdo com os foliculos que
estdo entrando em atresia de uma outra onda pois podem ser confundidos com os foliculos
emergentes da nova onda (BERGFELT e ADAMS, 2007).

Dotado de receptores nas células da granulosa para o horménio foliculo estimulante
(FSH), os foliculos antrais da onda ovulatoria se desenvolvem em resposta a um aumento na
circulacdo de FSH, a0 mesmo tempo em que, as concentragdes circulantes de progesterona
estdo diminuindo, engquanto as de inibina e hormdénio luteinizante (LH) estdo aumentando. As
mudancas nas concentracGes de FSH e LH durante o fim do diestro e o inicio do estro sdo
atribuiveis, em parte, a0 aumento das concentraces de inibina proveniente dos foliculos
dominante (BERGEFELT e ADAMS, 2007).

A medida que ocorre o desenvolvimento da onda folicular os foliculos continuam o
crescimento em uma taxa paralela (2 a 3 mm/dia) até que o futuro foliculo dominante atinja de
20 a 25 mm (BERGEFELT e ADAMS, 2007).

A partir dai o crescimento, do foliculo dominante se estabelece e os foliculos
remanescentes subordinados cessam o crescimento e, eventualmente, regridem. O mecanismo
de selecdo do foliculo ndo é conhecido, mas parece envolver a disponibilizacdo de receptores
de LH permitindo ao foliculo dominante uma maior capacidade para a producdo de estradiol,
sensibilidade a FSH, e especificidade para responder ao LH, atraves da indugéo de receptores
das células da teca para LH (BERGEFELT e ADAMS, 2007).

A ovulacdo é resultado de alteracdes citoldgicas e bioguimicas na parede do foliculo, para
que a ovulacdo seja bem-sucedida o fluido folicular contendo o0 o6cito tem que passar através
do epitélio folicular, da ldmina basal, teca interna, teca externa, estroma ovariano, tunica
albuginea e epitélio germinativo. Tipicamente proximo ao momento que o foliculo é estimulado
pelo LH, este cresce o suficiente para fazer uma protuberancia na superficie do ovario, tanto

que o estroma oferece pouca ou nenhuma resisténcia a ovulagdo (MC KINNON e VOSS, 1993)

Por este remodelamento tecidual e pela dissolugdo do coagulo no corpo hemorragico.
Pode ser notada uma separacao das células do cumulus e posterior aproximacdo ao redor do
o6cito devido ao estimulo de sintese de colagenase pelo aumento da progesterona, o que
provoca a formacdo da corona radiata (HAFEZ e HAFEZ, 2000). Trés etapas importantes
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devem ocorrer no foliculo pré-ovulatério durante a ovulacdo. A primeira consiste na maturagao
do citoplasma e nucleo do oocito, em seguida uma diminuicdo da adesividade das células da
granulosa e por fim adelgacamento e ruptura da parede folicular externa (HAFEZ e HAFEZ,
2000).

O resultado é a evacuacdo do fluido folicular (GINTHER et al., 2004), células da
granulosa e complexo cumulos odécito (BERGFELT, 2009), levando a uma diminui¢do no
tamanho do antro e acumulo de fluido folicular na bursa ovariana e area circundante
(BERGFELDT e ADAMS, 2007). Existem relatados na literatura dois tipos de evacuagéo
folicular, a forma abrupta e a gradual (GINTHER, 2012), sendo a ocorréncia de cada uma delas
de 50%. Durante a abrupta, 15% do fluido folicular permanece no foliculo, e sua duracdo é

entre 5 a 90 segundos.

A liberacdo do fluido folicular lenta é gradual e dura entre 6 e 7 minutos, e 4 a 17% do
volume inicial do foliculo permanece. O desaparecimento completo do fluido antral e espago
extraovariano é bem mais lento podendo demorar entre 30 minutos até 5 a 20 horas (GINTHER,
2012). Com o advento da ovulagdo, os niveis de progesterona circulantes comegam a aumentar

gradualmente acompanhando o desenvolvimento do corpo luteo.

O corpo luteo é a estrutura responsavel pela sintese e secrecdo da progesterona,
fundamental para estabelecimento e manutencédo da gestacao em éguas (BOWEN - SHAUVER,;
GIBORI, 2004).

3.3 Formacao e Composicéo do CL

A formacéo do CL apds a ovulacao é resultado de um dinamico e complexo processo de
luteinizacdo das células do foliculo, regulado por luteotrofinas (SKARZYNSKI; FERREIRA-
DIAS; OKUDA, 2008), essencial para que possa ser sintetizada a progesterona (MURPHY,
2004). Esta glandula transitoria (FERREIRA-DIAS et al., 2011), de natureza efémera, torna-se
Unica no ovario de mamiferos (MIYAMOTO et al., 2009), e é essencial para que a gestacao
possa se estabelecer (BOWEN-SHAUVER e GIBORI, 2004).

A fossa ovulatdria é o resultado de um rearranjo estrutural Unico do ovario equino que é
estabelecido antes da puberdade (GINTHER, 1992). Diferente do que ocorre em outras espécies
domeésticas o CL € totalmente contido no estroma ovariano, o que torna a avaliacdo por palpagao
muito dificil e subjetiva. O exame ultrassonografico por sua vez ¢ uma forma imediata e

objetiva (GINTHER, 1995), sendo a abordagem mais atual para pesquisadores, clinicos
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responsaveis pelo manejo reprodutivo, pois permite uma avaliacdo precisa, eficiente e segura
do ovario e da glandula luteal, além do controle do desenvolvimento e deteccdo de um potencial
mau funcionamento (BERGFELT e ADAMS, 2007).

Logo ap6s a ovulacdo, ocorre uma desestruturacéo e reorganizacdo da parede folicular,
ruptura da membrana basal ocorrendo uma invasédo de fibroblastos e vasos sanguineos da teca
interna para o corpo luteo em desenvolvimento ao mesmo tempo que ocorre a hipertrofia das
células da granulosa (GASTAL, 2011).

A luteinizacdo envolve a morfogénese estrutural e funcional das células da granulosa
produtoras de estrogeno para células luteais produtoras de progesterona (BERGFELT, 2009).
O grau de migracdo e mistura das células derivadas do foliculo na formacdo do CL difere
entre as espécies. O tecido folicular sofre um extensivo rearranjo, envolvendo a diferenciacéo
e crescimento das células luteais grandes e pequenas (ROBERTO DA COSTA et al., 2005) e
proliferacdo de células ndo luteais (células do sistema imune e fibroblastos), além de grande
angiogénese (FERREIRA-DIAS et al., 2006), sendo que todos os tipos celulares se encontram
em grande proximidade (FARIN et al., 1986).

Apesar da ideia de que o CL seja formado apenas de células luteais, ele possui uma
mistura heterogénea de tipos celulares, com aspecto anatdmico e fungdes bioldgicas distintas
(SKARZYNSKI; FERREIRA-DIAS; OKUDA, 2008). As outras células que formam o CL séo
fibroblastos, pericitos, células musculares lisas, células do sistema imune (macrdfagos,

linfocitos) e células endoteliais do foliculo pds ovulatério (NISWENDER et al., 2000).

De acordo com Ginther (1992), as células da teca ndo serdo precursoras das células luteais
pequenas, uma vez que anterior a ocorréncia da ovulacdo, elas iniciam um processo de
degeneracéo e substituicdo por fibroblastos hipertrofiados, diferente do encontrado em outras
espécies (VAN NIEKERK et al., 1975). Entretanto Watson (2000) encontraram células da teca
entre as células luteais grandes no CL do meio do diestro, gerando ainda um debate com relacao

ao papel das células da teca na formagao do corpo luteo.

Ao longo do tempo de desenvolvimento do corpo liteo, as quantidades de células
produtoras de progesterona vao sofrendo alteracfes. Uma variagdo na proporc¢do entre células
luteais grandes e pequenas foi encontrada ao longo do ciclo estral, sendo que ela diminuiu de
46% no d4 a d5, para 38,5% no d8 a d9 para 24,3% no d12 a d 13 (WATSON; SERTICH,

1990). De acordo com Roberto da Costa et al. (2005), ndo houve diferenca no nimero de células
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luteais pequenas ao longo do desenvolvimento do CL contrastando com o aumento do nimero
de células luteais grandes entre o corpo hemorragico (CH) e o CL no meio do diestro. Em

seguida, os numeros novamente diminuem, comparaveis com o CH.

No inicio da fase luteal, as células luteais produtoras de progesterona estdo em intensa
mitose (AGUILAR et al., 2006). A maioria das células que estdo em proliferacdo durante o
processo de formacdo do novo CL sdo células endoteliais que se encontram em condicdes de
hipdxia. Por isso uma intensa angiogénese regulada por fatores angiogénicos, como o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) produzido pelas préprias células luteais se inicia (AL-
ZI’ABl et al., 2003).

O corpo lateo primério resulta da ovulacdo de um foliculo dominante de uma onda
folicular priméria no ou perto do fim do estro, quando o estrégeno predomina circulante
(GINTHER, 1992).

O corpo luteo secundario resulta da ovula¢do de um foliculo dominante que entrou em
atresia durante o diestro ou inicio da gestacdo sob dominio progesterdnico. Tanto o corpo liteo
primario quanto o secundario que se desenvolvem com uma cavidade com fluido sédo

denominados corpo hemorréagico (GINTHER, 1990).

A maturacdo do CL primario é considerada completa entre os dias 5 e 10 pds ovulacéo
(meio do diestro). O corpo luteo da égua é funcional por cerca de 14 a 15 dias durante o ciclo
nao fertilizado (DAEL e HUGHES, 1993), até sofrer lutedlise.

A morfologia do CL primério apos a ovulagdo ndo € Unica e uniforme, sendo dois tipos
descritos apds a ovulagdo. A formacéo de corpo hemorragico, que € um corpo liteo com uma
cavidade preenchida de sangue, ocorre em 50 a 70% dos ciclos de forma aleatéria (BERGFELT,
2009). Geralmente a cavidade é detectada no dO em 28% dos animais e no d1 em 62%. A parte
da cavidade é maior proporcionalmente no inicio do diestro, e diminui gradativamente com a
organizacdo do coagulo e presenca de tecido conjuntivo no meio do diestro. Eventualmente
continua presente até o final do diestro (BERGFELT e ADAMS, 2011). Eles sdo em torno de
17% maiores do que o outro tipo, entretanto a area de tecido luteal é semelhante (BERGFELT
e ADAMS, 2007). Ele pode se tornar uma estrutura soélida com o passar do tempo,
assemelhando-se a CL sem cavidade (BERGFELT e ADAMS, 2011).

O CL que néo apresenta cavidade acontece em 30-50% dos ciclos e permanece com este

aspecto ao longo de sua duracdo (BERGFELT, 2009). A morfologia do CL ndo parece estar
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associada a individuos e duplas ovulacBes parecem ter a mesma chance de serem iguais
morfologicamente ou diferentes (GINTHER, 1992). Independente do aspecto morfoldgico da
glandula lutea formada, a producdo de progesterona e intervalo interovulatorio séo comparaveis
(ARRUDA et al., 2001).

O corpo lateo em éguas gestantes e ndo gestantes tem um comportamento funcional e
morfoldgico semelhante até o dia 14 p6s ovulagao, quando se inicia o processo de lise do corpo
luteo nas ndo gestantes (SAMPER et al., 2007).

Quando ocorre a luteinizacdo de um foliculo dominante anovulatério, em especial no
inicio da gestacéo, ele é donominado corpo luteo acessorio. Os corpos lateos secundarios e
acessorios que se desenvolvem durante o diestro e inicio da gestacdo sdo denominados de

corpos lateos suplementares (GINTHER, 1990).

Por definicdo, os hormdnios luteotréficos sdo aqueles que suportam o crescimento e
funcdo do CL (NISWENDER et al., 2000) e o LH e PGE2 séo considerados os principais
representantes (FERREIRA-DIAS e SKARZYNSKI, 2008). O LH liberado de forma pulsatil
pela hipofise € um dos reguladores de sintese e secre¢do de progesterona pelo CL mais potentes
em animais domesticos (NISWENDER et al., 2002). Entretanto, apesar de ter sido considerado
por décadas o unico horménio responsavel pela ovulacdo e formagdo, desenvolvimento,
manutencdo e funcdo secretoriado CL (GINTHER, 1992), sabe-se que 0 mecanismo de controle
do CL é bem mais complexo, e pode envolver fatores produzidos tanto dentro do CL como fora

do ovario.

A progesterona tem efeito luteotréfico (ROTCCHILD, 1981) e influencia a sintese de
esteroide pelo CL (KOTWICA; REKAWIECKI; DURAS et al., 2004) em muitas espécies. A
acdo da progesterona de forma autdcrina por meio do receptor de progesterona parece manter a
funcdo enddcrina do CL, pois suprime o inicio da apoptose (SKARZYNSKI e OKUDA, 1999).
A expressdo de seus receptores no CL equino aumenta concomitantemente com o aumento da
progesterona circulante em células luteais grandes, enquanto ndo encontraram expressao em
células luteais pequenas (FERREIRA-DIAS e SKARZYNSKI, 2008).

Ao longo de todo o ciclo, percebe-se a regido que separa o tecido luteo (menos ecogénico)
do estroma ovariano (mais ecogénico, tecido mais denso e menos vascularizado) devido a
diferenca de impedancia dos ecos na interface dos tecidos. Deste modo, o CL é facilmente
identificado no ovério ao longo de todo o ciclo, até regredir (BERGFELT e ADAMS, 2011).
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Desta forma, informagcdes morfoldgicas (area, diametro e ecogenicidade luteal) e
funcionais (fluxo sanguineo) tornam-se extremamente Uteis, pois tém alta correlagdo com
caracteristicas enddcrinas (producdo de progesterona) ao longo da maturacdo e regressao
durante o ciclo estral e inicio da gestacdo (SAMPER et al., 2007).

Conforme a maturacdo do CL ocorre, as células luteais aumentam de diametro,
apresentam nucleo vesiculado e vacuolos pequenos no citoplasma, indicando um aumento de
sintese celular e secrecdo de progesterona. Concomitantemente com estas alteracfes
morfolégicas e funcionais tipicas da luteinizacdo, a génese de vasos sanguineos e linfaticos
acompanha a invasdo do tecido luteal pelo estroma. Nesta fase, o tecido € mais esparso, as
células sdo maiores e secretoras e o0 fluxo sanguineo e linfatico para o corpo liteo € maior. Desta
forma justifica-se a menor ecogenicidade apresentada pelo CL maduro durante o meio do
diestro. A regressao luteal é caracterizada por uma ecogenicidade aumentada novamente
durante o final do diestro (GINTHER, 1992).

Outra avaliacdo morfoldgica avaliada € a medida do diametro do corpo ldteo, realizada
na maior imagem ao ultrassom encontrada e congelada. A maior medida de um lado a outro é
feita e em seguida uma medida perpendicular a esta. Calcula-se a média das duas e determinam-
se 0 diametro médio (BERGFELT e ADAMS, 2011).

Durante os dias 0 e 5 pds ovulacdo (diestro inicial) ocorre uma maturacdo funcional do
CL, evidenciada por um aumento progressivo das concentracdes de progesterona circulantes
associada com um aumento do didametro e area do CL. Ginther et al. (2007) detectaram um
decrescimo gradual na area do CL do d4 ao d19. Entretanto o volume das células produtoras de
progesterona aumenta significativamente do inicio da fase luteal ao meio, quando o volume
maximo é atingido (AGUILAR et al., 2006).

Apos o dia 9, ¢ iniciada a regressao funcional do CL, que se caracteriza por diminuicao
progressiva dos niveis de progesterona, do didmetro, area e vascularizagdo do CL e um aumento
de sua ecogenicidade. As mudancas morfologicas do CL antecedem mudancas funcionais tanto
na maturagdo como na regressao (BERGFELT e ADAMS, 2007).

O corpo lateo é um dos tecidos mais vascularizados do corpo e durante seu rapido
crescimento fisiologico, um intenso processo de angiogénese se inicia (MULLER;
ELLENBERGER; SCHOON, 2009) que é essencial para sua formacdo e desenvolvimento,
resultando em uma rede capilar extensa (REDMER e REYNOLDS, 1996) e uma pronta
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producdo de progesterona pela estrutura recém-formada (ROBERTO DA COSTA et al., 2005).
Sua regressao, por sua vez, envolve alteracdes e morte celular por apoptose das mesmas células

vasculares que permitiram seu grande crescimento (FERREIRA-DIAS et al., 2006).

A quantidade de capilares é tdo grande que cada célula lutea pelo menos estd em contato
com um dos capilares recém-formados (ZHENG; REDMER; REYNOLDS, 1996).
Exemplificando esta proximidade, 59% das células luteais estavam diretamente adjacentes a
um capilar e 37% adjacente ao tecido intersticial proximo a um capilar. Essa proximidade
otimiza a funcdo da glandula enddcrina temporéria de sintese de progesterona, pois fornece
precursores necessarios e uma eficiente distribuicdo da progesterona produzida para a
circulagdo (AL ZI’-ABl et al., 2003).

Um aumento na area de microvascularizagdo do CL nas fases iniciais e no meio do diestro
ocorre apesar do numero de vasos ser maior no meio e final do diestro. O aumento do nimero
de vasos e diminuicdo das areas vasculares pode ser explicado por uma diminui¢do no limen
do vaso sanguineo e contracao do vaso, tendo aspecto de anéis concéntricos (FERREIRA-DIAS
et al., 2006). Essa redugdo no didmetro vascular pode levar a uma diminui¢cdo do fluxo
sanguineo, e iniciar ou acelerar o processo de regressdo do CL (GAYTAIN et al., 1999). No
corpo albicans ocorre a oclusao dos vasos gque desaparecem junto com a estrutura em regresséo,
reduzindo seu numero e densidade (FERREIRA-DIAS et al., 2006).

Uma série de fatores anti-angiogénicos provavelmente exercem fungédo na regressdo do
CL e modulacdo da angiogénese como a angiostatina, endostatina, trombospondina e fator
plaquetario quatro. Alguns destes fatores anti-angiogénicos podem participar também da
formac&o do corpo lateo para garantir que ndo ocorra uma vascularizagao excessiva e mediar
apoptose durante a regressdo luteal. As células do endotélio microvascular sdo as primeiras a
sofrer apoptose, que aumenta na fase luteal tardia e a mitogénese endotelial diminui
FERREIRA-DIAS et al., 2006).

Por ser uma das partes mais vascularizadas do corpo na égua, a avaliacdo do fluxo
sanguineo do CL pode ser usada como indicador de integridade fisioldgica no ovério
(BERGFELT e ADAMS, 2011). O fluxo sanguineo para o recém-formado corpo liteo foi
avaliado utilizando ultrassonografia modo B e Color Doppler (GINTHER et al., 2007). Neste
estudo, trés regides diferentes foram escaneadas a cada 12 horas até o dia 6 do ciclo, sendo elas
o terco basal, médio e apical. O inicio da vascularizagéo do corpo luteo apds a ovulagdo ocorreu

na base, onde alguns vasos do foliculo permaneceram. Notou--se entdo um padrdo de
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vascularizacao crescente da base em direcdo ao dpice ao longo dos 6 préximos dias (6 dias pos
ovulacdo) (GASTAL, 2011).

Estudos detectaram (GINTHER et al.,, 2007a) um aumento progressivo nas
concentracdes plasmaticas de progesterona e porcentagem de fluxo sanguineo no corpo llteo
até niveis maximos durante a primeira semana ap6s a ovulacdo. Este padrdo ocorreu nas éguas
com ovulagbes denominadas de evacuagdo normal. Nas éguas com ovulagdes do tipo septadas
foi notada outro tipo de vascularizacdo, sendo que todas as partes do corpo liteo eram
vascularizadas desde o inicio, sugerindo que vasos de toda a periferia contribuam para a

vascularizacao do novo corpo luteo (GASTAL, 2011).

Um aumento no fluxo sanguineo acontece entre os dias 0 e 5 pos ovulacdo (BERGFELT
e ADAMS, 2011). De acordo com Bollwein et al. (2002), o nimero médio de pixels por imagem
de CL atinge valor maximo no dia 5, diminuiu entre 7 e 15 pds ovulacédo, sendo associado com
a regressdo luteal. Entre os dias 5 e 7 p6s ovulacdo, atingem-se as maiores concentraces
circulantes de progesterona, maxima vascularizacdo e minima ecogenicidade. Do 5° dia em

diante, a vascularizacdo do CL comega gradualmente a diminuir (GINTHER et al., 2007Db).

A partir do 10° dia p6s ovulacdo, uma queda na progesterona indica regressdo funcional
do CL, em conjunto com uma diminuicdo do diametro e area, e reducdo no fluxo sanguineo
(ADAMS, 2011).

As concentracdes séricas de progesterona sdo dependentes da quantidade de tecido
esteroidogénico, fluxo sanguineo e capacidade do tecido esteroidogénico de produzir
progesterona. A quantidade de tecido esteroidogénico € dependente do nimero e tamanho das
células luteais, que aumentam no decorrer do desenvolvimento luteal (NISWENDER et al.,
2000).

No momento da ovulacéo tanto o estradiol como a inibina diminuem no inicio do diestro
(BERGFELT, 2009), aumentando imediatamente a progesterona na hora da ovulacéo, iniciando
cedo na fase luteal e acompanhada por um aumento dos receptores de progesterona e
proliferacdo de células luteais grandes até o meio da fase luteal (ROBERTO DA COSTA et al.,
2005).

Apos a ovulacdo ocorrem aumentos periodicos de baixa magnitude de LH que serdo
luteotroficos e garantirdo o desenvolvimento e manutencdo do CL, e resultam no aumento das

concentracdes de progesterona. Paradoxalmente, este aumento da progesterona fara com que
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aconteca um feedback negativo no LH e consequente diminuicdo dos seus niveis até atingirem
o0 nivel basal novamente ao redor do dia 6 pos ovulacdo. As concentracdes de progesterona vao

aumentando até o dia 8 p6s ovulagdo (AURICH, 2011).

Sem o suporte luteotréfico do LH as concentragdes de progesterona diminuem
levemente e se mantém moderada durante o meio e final do diestro (BERGFELT, 2009),

quando decrescem até 0 momento da lutedlise aproximadamente no dia 14 (AURICH, 2011).

3.4 Avaliagao do CL com ultrassom Doppler colorido

Em 1842, o pesquisador austriaco Johann Christian Doppler descreveu o efeito doppler
como a alteracdo na frequéncia de uma onda emitida ou refletida por um objeto que se encontra
em movimento em relacdo ao observador (CERRI et al., 1998a). Seguindo este principio, a US
Doppler baseia-se na movimentacdo das hemacias em relacdo ao transdutor, de forma que
alteracBes de velocidade e sentido do fluxo sanguineo séo representados por imagens com
especificas cores e tonalidades (GINTHER, 2007).

Entre as biotécnicas, a US Doppler demonstrou ser uma alternativa efetiva e pratica para
avaliagdo ndo invasiva e em tempo real da perfusdo sanguinea do trato reprodutivo de animais
de grande porte. Seguindo este principio, a US Doppler baseia-se na movimentacdo das
hemécias em relacdo ao transdutor, de forma que alteragdes de velocidade e sentido do fluxo
sanguineo sao representados por imagens com especificas cores e tonalidades (GINTHER,
2007).

Com a ferramenta da ultrassonografia (US) colorida Doppler na reproducdo equina, foi
possivel reavaliar conceitos antes considerados definitivos quanto a fisiologia da reproducao.
Essa técnica demonstrou ser efetiva e préatica para a avaliacdo ndo invasiva e em tempo real da

perfusdo vascular do trato reprodutivo de equinos (GINTHER, 2007).

Em éguas, o exame Doppler é a Unica técnica atualmente disponivel para o estudo in
vivo das alteracdes imediatas da perfusdo vascular uterina e ovariana. Essas informacdes podem
ser utilizadas para a avaliacdo de diferentes fenémenos fisioldgicos e patolégicos do sistema
reprodutivo, como, por exemplo o potencial ovulatério de foliculos, a fungéo secretora do corpo

luteo (CL), o reconhecimento maternal da gestacdo, a viabilidade embrionaria e a sexagem fetal.
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A ecogenicidade do CL pode ser classificada por um escore de tons de cinza no Modo B
do ultrassom. Escores baixos indicam escuro, ou seja, hipoecogénico e escores altos
representam tecido claro, mais ecogénico. A avaliacdo visual do CL é baseada em um escore
de cinza de 0 (preto, anecoico) a 4 (branco, hiperecoico) (BERGFELT e ADAMS, 2011).
Utilizando andlises subjetivas e objetivas por mensuracao de pixels da imagem, Ginther (1995)
mostrou paralelismo entre os resultados, demonstrando a confiabilidade da avaliacéo subjetiva.
Como a avaliacdo subjetiva é mais prética, ela pode ser utilizada como ferramenta diagndstica
no desenvolvimento do corpo liteo (GINTHER, 1995).

Um corpo lateo ainda no inicio do diestro apresenta alta ecogenicidade, devido a aposi¢ao
das paredes foliculares, e o tecido durante o processo de luteinizagao é mais denso. Os escores
de ecogenicidade aumentam apds a ovulacdo, atingindo valores maximos entre 24 e 48h. A
partir deste momento, os valores diminuem progressivamente, até chegarem a valores baixos
no dia 9 pos ovulacdo (BERGFELT e ADAMS, 2007).

O aparelho de ultrassonografia Doppler apresenta trés modos de acédo distintos: modo-
B, modo Doppler e modo-Espectral. O modo-B utiliza escalas de cinza e € primordialmente
empregado para a identificacdo anatdmica de estruturas. Através do modo-Doppler,
subdividido em fungdes color e powerflow, é possivel estimar a perfusdo sanguinea tecidual,
levando-se em consideracdo a percentagem de tecido com pixels coloridos durante o exame. A
adequada mensuracdo das velocidades de fluxo sanguineo durante o exame espectral é
dependente da correta angulagéo entre o transdutor e o vaso sanguineo avaliado (GINTHER,
2007).
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RESUMO

Objetivou-se correlacionar a producao de P4 com as dimens6es do foliculo e o aporte sanguineo
do CL por ultrassonografia Doppler para determinar o melhor dia para inovulacdo de embrides
através da taxa de P4, tébnus uterino, perfusdo vascular e dimensées do CL nos dias mais
utilizados para inovulacdo de embrido em um programa comercial; e validar o método de
avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular do CL por ultrassonografia Doppler. Foram utilizadas
30 eguas mesticas divididas aleatoriamente entre os 4 grupos de acordo com os dias pds
ovulacdo: G1(3 dias), G2(4 dias), G3(5 dias) e G4(6 dias). Cada CL foi avaliado um unico dia
com o modo Color-Doppler. Foi realizada a aplicagdo do agente luteolitico, monitoramento
utrassonografico modo-B até que o maior foliculo atingisse 33 mm e o endométrio apresentasse
edema 2 ou 3, momento da inducgédo da ovulagdo e exames ultrassonograficos modo-B, até a
ovulacdo. A PV luteal e do endométrio, foram avaliados de maneira subjetiva e objetiva. A
mensuracdo de P4 foi determinada por um sistema automatizado de quimioluminescéncia. A
concentracdo de P4 encontrada foi de, G1 7,49+3,07, G2 6,49+1,37, G3 9,63+1,35, G4
20,67+3,37 (P < 0,05), PV CL objetiva foi de G1 612+131, G2 905+153, G3 1059495, G4
1084+267 (P>0,05), PV CL subjetiva foi de G1 42,29+9,23, G2 43,44+3,71, G3 49,64+2,55,
G4 57,52+2,17 (P>0,05). As correlagdes obteve-se: PV CL objetiva x PV CL subjetiva (r=
0,72), P4 x PV CL subjetiva (r = 0,63) P4 x diametro do CL (r = 0,12) . Diametro x PV CL
objetivo (r = -0,03). Tonus uterino x P4, (r=0,22), PV CL objetiva e tonus uterino x PV CL
subjetiva (r=0,22). Conclui-se que entre os dias analisados o 6° dia p6s ovulacao é o melhor dia
para realizar a inovulacdo de embrido, por possuir o maior nivel plasmatico de P4, ndo havendo

diferenca entre as dimensdes do CL, a PV do CL e o tonus uterino. As dimensbes do CL nédo
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demonstram sua funcionalidade e sim a vascularizagdo por estar relacionada com a producao
de P4, indicando que o Modo-Doppler é o método mais eficiente para avaliacdo da
funcionalidade do CL. A analise subjetiva possui forte correlagdo com a objetiva, sendo de facil
e rapida realizagéo.

Palavras-chave: Corpo Luteo, Progesterona, Doppler, Vascularizagao.

ABSTRACT

It was aimed to correlate the P4 production with the CL blood supply and its dimensions with
Doppler Ultrasound; determine the best day to transfer the embryo through the P4 level, uterine
tone, vascular perfusion and CL dimensions at the most used timing to embryo transfer in a
commercial program; and to validate the method of subjective evaluation of the VP of the CL
by Doppler ultrasound. It was used 30 mixed breed mares randomly divided in 4 groups
according to the post ovulation days: G1 (3 days), G2 (4 days), G3 (5 days) and G4 (6 days).
Each CL was evaluated in only one day with the color-doppler mode. It was administered the
luteolytc agent and ultrasound monitoring in mode-B until the biggest follicle reached 33mm
and the endometrial showed level 2 — 3 of edema, the moment of the ovulation induction and
ultrasound exams mode-b until ovulation. The luteal and endometrial VP was evaluated in a
subjective and objective way. The P4 mensuration was determined by an automatized system
of chemiluminescence. The P4 concentration founded was G1 7,49+3,07, G2 6,49+1,37, G3
9,63+1,35, G4 20,67+3,37 (P < 0,05), CL VP objective was G1 612+131, G2 905+153, G3
1059+95, G4 1084+267 (P>0,05), CL VP subjectivewas G1 42,29+9,23, G2 43,44+3,71, G3
49,64+2 55, G4 57,52+2,17 (P>0,05). The correlations was: CL VP objective x CL VP
subjective (r=0,72), P4 x CL VP subjective (r = 0,63) P4 x diameter of CL (r = 0,12). Diameter
x CL VP objective (r = -0,03).Uterine tonex P4, (r=0,22), CL VP objectiveand uterine tone x
CL VP subjective (r=0,22). It was concluded that between the days evaluated, the 6! day post
ovulation is the best day to transfer the embryo, because it has the highest plasmatic level of
P4, and there is no difference between the CL dimensions, VP of CL and uterine tone. The CL
dimensions do not demonstrate its functionality but the vascularization once its related to the
P4 production, indicating that the mode-doppler is the most efficient method to evaluate the CL
functionality. The subjective analysis has a strong correlation with the objective, been easier

and faster.

Key words: Corpus Luteum, progesterone, Doppler, vascularization.
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INTRODUCAO

O corpo lateo (CL) € o local de producdo da progesterona (P4). A P4 promove 0
encerramento dos sintomas de estro, mantém a fémea nao receptiva ao macho e prepara o Utero
para a recepcao do embrido. Quando a fémea se encontra prenhe, hd a manutengédo do corpo
lateo, mediada pela presenga do embrido no limen uterino; caso contrario, o corpo luteo regride
sob a acdo luteolitica da prostaglandina F», produzida pelas glandulas endometriais. A secrecao
continua de progesterona € essencial para o inicio e a manutencdo da prenhez em fémeas
equinas (PARRYWEEKS et al., 1987; POOL et al., 1987; WAELCHI et al., 1994).

Apos a ovulacéo, as células da granulosa sdo estimuladas a se transformar em celulas
luteinicas. Estas células invadem o coagulo sanguineo originando o corpo hemorrégico. Entre
os dias 1 e 2 apds a ovulacdo, esta estrutura comeca a produzir progesterona e, quando a
concentracdo plasmatica supera 1 ng/mL, inicia-se o diestro, desaparecendo as caracteristicas e
0 comportamento associados ao estro (NEELY et al., 1979). A concentracdo de progesterona
aumenta rapidamente, atingindo o pico aproximadamente no dia 6 do ciclo, quando mantém
um platd. Com a maturacdo do corpo lateo, o sangue coagulado ¢é absorvido e substituido por
células luteinicas, causando  diminuicdo no tamanho do corpo luteo. Por volta de 8 a 10 dias,
o0 corpo luteo decresce de tamanho e aparece no ovario anatomicamente como uma area firme
e esponjosa dentro do estroma ovariano. O corpo luteo maduro produz de 8 a 10 ng/mL de
progesterona até aproximadamente 14 e 15 dias apds a ovulacdo, quando sofre lutedlise. Apds
a lise do CL, o nivel de progesterona diminui rapidamente em 1 a 2 dias para menos de 1 ng/mL
e a égua retorna ao estro (HUGHES et al., 1972).

Apesar da evidente importancia da existéncia e funcionalidade do CL durante o ciclo
estral e a gestacdo, a presenca e o estagio da glandula luteinica ndo podem ser avaliados com
precisdo através de palpacao retal. As dosagens de progesterona representam um meio eficiente
para indicar a atividade da glandula luteinica, porém ndo podem ser utilizadas para uma
avaliagdo imediata. Outra possivel analise € por ultrassonografia Modo-B, em tempo real
detectando e avaliando o desenvolvimento folicular e de corpos luteos, sendo analisados pelo
tamanho, forma e caracteristicas de ecogenicidade (PIERSON e GINTHER, 1984; KAHN,
1994). Além desses aspectos atualmente pode-se utilizar a ultrassonografia Doppler a qual
demonstra ser uma alternativa efetiva e pratica para avaliacdo ndo invasiva e em tempo real da
perfusdo sanguinea do trato reprodutivo das éguas (GINTHER et al., 2007).

Levando-se em consideracao que o desenvolvimento, regressao e funcionalidade luteal
estdo estritamente relacionados com o rapido desenvolvimento e regressdo de um extenso

sistema vascular local, a US Doppler é de grande valia para a avaliacdo do status funcional do
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CL. Uma intima relacdo entre a perfusdo sanguinea luteal e a funcdo secretora do CL equino
foi descrita por Ginther et al. (2007a, b, 2008), que descreve que ha um aumento simultaneo da
vascularidade luteal e da concentracao plasmatica de P4 entre os dias D1 e D6, enquanto que a
lutedlise funcional é acompanhada por uma diminuicdo progressiva na perfusao sanguinea do
CL (GINTHER et al., 2007b, 2008).

Portanto, objetivou-se correlacionar a producdo de P4 com o aporte sanguineo do CL
por ultrassonografia Doppler e suas dimensdes; determinar o melhor dia para inovulagéo de
embrides atraves da taxa de P4, tdnus uterino, perfusdo vascular e dimensdes do CL nos dias
mais utilizados para inovulacdo de embrido em um programa comercial; e validar o método de

avaliacdo subjetiva da perfuséo vascular do CL por ultrassonografia Doppler.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante a estacdo reprodutiva 2014/2015 e 2015/2016 na
Fazenda Lagoa do Monteiro localizada no municipio de Itabaiana-PB, a uma latitude 7° 19’ 44”
sul e a uma longitude 35° 19° 58” oeste a uma altitude de 58 metros, na regido agreste do estado
da Paraiba.

Foram utilizadas 30 éguas mesticas, com idade entre cinco a dez anos, pesando 350 a
450 Kg. Foram selecionadas por meio de exame clinico ginecoldgico, comprovando sua
higidez. Os animais foram mantidos a pasto de Panicum maximum, cultivar mombaca, com
agua e sal mineral ad libitum.

O experimento teve inicio com a aplicacdo de 7,5 mg de dinoprost-trometamina, via
intramuscular (IM) e monitoramento utrassonografico modo-B até que o maior foliculo
atingisse 33 mm e o0 endométrio apresentasse edema 2 ou 3, quando foi realizado a inducao da
ovulacdo com 1500mg de acetato de deslorelina (Sincrorelin®, Ouro fino Sadde Animal,
Brasil) (IM), seguindo com os exames ultrassonograficos modo-B, diariamente, até a ovulacéo
ser detectada.

As 30 éguas foram divididas aleatoriamente entre 4 grupos, de acordo com os dias pds
ovulacdo: G1(3 dias) 3 eguas, G2 (4 dias) 8 éguas, G3 (5 dias) 13 éguas e G4 6 éguas (6 dias),
sendo estes dias escolhidos por serem os dias mais utilizados para realizacdo da transferéncia
de embrides em programas comerciais. Cada receptora teve seu CL avaliado em um Unico dia,
com o modo Color-Doppler, de acordo com o grupo selecionado. Para 0s exames
ultrassonograficos foi utilizado o aparelho S2V, Sono Scape Co, Ltda., China, equipado com

Transdutor transretal linear de 10-5 Mhz.
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A area (mm?) foi mensurada a partir de uma imagem fixa em modo-B, através das
ferramentas de mensuracéo (elipse) disponiveis no aparelho de ultrassom, os diametros luteais
foram determinados de acordo com Ginther et al., (1995).

A avaliacdo perfusdo vascular (PV) luteal foi realizada inicialmente de maneira
subjetiva considerando o percentual de tecido luteal com sinais Doppler coloridos durante o
exame continuo de no minimo um minuto, conforme descrito e validado por Ginther et al.,
(2007), a avaliacdo da PV do endométrio foi pontuada em escores de 1 a 4, sendo 1 menor
vascularizagdo e 4 maxima vascularizagao.

Posteriormente, realizou-se a analise objetiva, com intuito de validar o método
subjetivo. Foram selecionadas trés imagens do CL de cada exame com maior quantidade de
sinais coloridos na area luteal e salvas em formato BMP, utilizando-se o programa Adobe
PhotoShop 5.5 (Adobe Systems, San Jose, CA). O numero total de pixels e a intensidade foram
gerados pelo programa Image) 1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD). A
quantidade de pixels coloridos foi transformada em area luteal vascularizada seguindo a
férmula: 1 pixel colorido corresponde a area de 0,0465 mm. Para a analise estatistica utilizou-
se a média do resultado da analise das trés imagens. Para a avaliagédo da correlacdo entre as
variaveis, foi levado em consideracdo os dados de todos os animais independente dos grupos.

O tonus uterino foi avaliado pelo mesmo operador em todos os animais, observando a
firmeza ao toque pontuando de 1 a 4 sendo 1 muito flacido e 4 tdnus maximo como descrito
por Hayes e Ginther (1986). A coleta sanguinea foi realizada por venopuncéo da jugular, com
auxilio de tubo Vacuette® com acelerador de coagulo (SiO2) de 4 mL e agulha 25x8 multipla
com capa de borracha. A mensuracdo de P4 foi determinada por um sistema automatizado de
quimioluminescéncia (Immulite I ® 103, Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Los Angeles,
104 CA, USA) utilizando um imunoensaio competitivo que se baseia na tecnologia de 105
guimioluminescéncia direta, com uma sensibilidade analitica de 0,2 ng/mL e uma precisdo 106
intra-ensaios de 6,3 a 16%, e precisao inter-ensaios de 5,8 a 16%.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS 16.0 empregando-se a
analise de variancia (ANOVA). Para todas as analises, os valores foram considerados
significativos (P< 0,05). Antes das analises, dados percentuais para vascularizagdo do corpo
luteo na analise subjetiva, foram transformados em arco seno. Os resultados foram expressos
em média + erro padrdo. Uma vez que os dados ndo foram distribuidos normalmente,
correlacdes entre a concentracdo de P4 e area do CL, pixel de cor e area do CL, e os outros

dados foram examinadas usando o coeficiente de correlagdo de Pearson.
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RESULTADOS

Os resultados da anéalise de P4, dimensdes do CL e PV do CL e endométrio nos grupos
estudados encontram-se descritos na tabela 1, na qual observou-se G1 7,49+3,07; G2
6,49+1,37; G3 9,63+1,35; G4 20,67+3,37 (P < 0,05). A PV CL objetiva foi de G1 612+131; G2
905+153; G3 1059+95; G4 1084+267 (P>0,05). A PV CL subjetiva foi de G1 42,29+9,23; G2
43,44+3,71; G3 49,64+2,55; G4 57,52+2,17 (P>0,05). Ao avaliar estes dados percebe-se que
0s mesmos ndo apresentaram diferenca estatistica, porém apresentaram diferenca entre 0s
grupos.

Quanto as dimensdes do CL foram observadas a area G1 10,24+0,7, G2 7,6+0,75, G3
7,440,72, G4 7,9+1,29; o didmetro G1 35,13+0,97a, G2 31,38+1,48, G3 30,83+1,58, G4
31,21+2,27, (P>0,05), ndo sendo possivel observar uma linha de crescimento entre 0s grupos.

PV do endométrio na analise subjetiva foi G1 2,66+0,33, G2 2,25+0,25, G3 1,92+0,27,
G4 1,33+0,21a, (P>0,05) e na analise objetiva da area de pixel coloridos foi de G1
145,71+35,89, G2 196+49,9, G3 206,9+74,02, G4 288,24+22,56, (P>0,05).

Tabela 1: Andlise de Progesterona (P4), Dimensdes do Corpo Luteo (CL) e Perfusdo Vascular

(PV) do CL e endométrio nos grupos estudados

VARIAVEIS G1 (D3) G2 (D4) G3 - (D5) G4 (D6)

P4 7,49£3,07 a 6,49+1,37a 9,63+1,35a 20,67+£3,37b

PV Objetiva 612+131 a 905+153a 1059495 a 1084+267 a
PV CI Subjetiva 42,2949,23 a 43,44+3,71a 49,64+2 55a 57,52+2,17 a

Area CL 10,24+0,7 a 7,6+0,75a 7,4+0,72 a 7,9+£1,29 a
Diam. CL 35,13+0,97 a 31,38+1,48a 30,83+1,58 a 31,21+2,27 a

PV endométrio 2,66+0,33 a 2,25+0,25a 1,92+0,27 a 1,33£0,21 a

Subjetiva
PV do endométrio 145,71+35,89 a 196+49,9 a 206,9+74,02 a 288,24+22 56 a

Objetiva

Letras diferentes na mesma linha (P<0,05).

Tabela 2: Correlagfes entre Progesterona (P4), Perfusao Vascular (PV) do Corpo Luteo (CL)

objetiva, PV CL Subjetiva e Dimensfes do CL
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VARIAVEIS CORRELACAO
PV Objetiva x PV subjetiva 0,72
P4 x PV CL Objetiva 0,54
P4 x PV CL Subjetiva 0,63
P4 x Didmetro CL 0,12
P4 x Area CL -0,12
P4 x PV endométrio -0,33
Diametro CL x Area do CL 0,98
Diam. CL x PV CL Obj. -0,03
Area CL x Pixel Obj. -0,06
Tonus x P4 0,22
Ténus x Diam. -0,15
Tonus x Pixel Obj. 0,23
Tonus x Pixel Subj. 0,22

As correlagdes foram realizadas utilizando os dados de todos 0s grupos, nas quais se
observou uma forte correlacdo entre o PV CL objetiva e PV CL subjetiva (r= 0,72), validando
a analise subjetiva, que é mais pratica e rapida de ser realizada.

Ao avaliar as correlac6es com o P4 obtém-se uma forte correlacdo com a PV CL objetiva
e PV CL subjetiva (r = 0,54 e r = 0, 6343) respectivamente; fraca correlagdo com as dimensdes,
didmetro (r = 0,12) e area do CL (r = -0,12); e moderada negativa com a PV endométrio (r= -
3,33). Esses dados demonstram ndo existir interferéncia do tamanho do CL no indice de P4
circulante; forte relacdo entre a vascularizacdo e a producdo de P4; e que o aumento da
concentracdo de P4 interfere negativamente na vascularizagcdo do endométrio.

Analisando as dimensdes do CL observamos: uma forte correlacdo entre o didmetro e a
area (r=0,98), uma correlagdo inexistente com o PV CL objetivo, didmetro (r = -0,03) e &rea (r
=-0,06), demonstrando ndo existir interferéncia das dimensdes na vascularizagdo do CL.

Ao avaliar as correlagBes entre o tbnus uterino e as demais variaveis foi observado:
moderada positiva (r = 0,22) com a concentracdo plasmatica de P4; fraca negativa (r = -0,15)

com o diametro; moderada positiva com a PV CL objetiva e PV CL subjetiva (r = 0,22 er =
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0,23) respectivamente.

DISCUSSAO

Analisando a Tabela 1, observa-se um crescimento de P4 entre os grupos, havendo
diferenca estatistica (p<0,05) no G4 que corresponde ao 6° dia pdés ovulagdo, o que
corroborando com Ginther et al., (2007), Ginther et al., (2008) e Bollwein et al., (2002a) os
quais descreveram que a producgdo de progesterona atinge os valores maximos no 5° dia e se
mantém constantes até o dia 11° péds ovulacédo, devido a uma rapida proliferacdo das células
endoteliais e o0 estabelecimento de uma densa rede de capilares, que ocorre durante a fase luteal
inicial e intermediaria, sendo necessaria para sintese e secrecdo de P4.

Esta proliferacdo capilar foi demonstrada em nosso experimento, por uma forte
correlacdo entre os niveis de P4 e a PV CL objetiva e subjetiva (r = 0,54 e r = 0,63),
respectivamente, atestando ainda que a atividade funcional do CL ndo depende de sua
dimensdo, uma vez que ndo houve relacdo entre a area luteal e a concentracdo plasmatica de P4
(r=-0,12). Estudo de Romano, (2013), apresentou alta correlacdo entre a PV luteal subjetiva e
a concentracdo plasmatica de P4 (r=0,94), também encontrando uma fraca concentracao
plasmatica da area do CL com P4 (r=0,13). Dados conflitantes com os resultados de Brogan et
al., (2015), que obteve correlagdo semelhante entre P4 e a area do CL (r = 0,45) e a
vascularizacdo (r = 0,39), como ocorreu em estudo envolvendo vacas de leite, que Herzog et
al., (2010) descreve o que o fluxo sanguineo foi um superior ao tamanho luteal como indicador
dos niveis de P4, quando Luttgenau et al., (2011) indica ndo haver associacdo entre estas
variaveis.

Para transferéncia de embriGes a janela de ovulacdo de 1 dia antes (d - 1) e 3 dias ap6s
(d+3) da égua doadora, sendo - antes da ovulacdo da doadora e + depois (STOUT, 2003), o que
é confirmado por nosso estudo que observa maiores niveis de P4, 20,67+3,37 (P<0,05), no 6°
dia pds ovulagdo, o que corresponderia ao d+2. No entanto, outros autores mostraram que taxas
aceitaveis de prenhez podem ser alcancadas, utilizando uma janela mais ampla, como descrito
por Wilshire e Allen (2009) que transferiram embrides dia 10 (Dia 0 = ovulagédo) para receptoras
que ovularam um dia antes da transferéncia (d+7) obtendo 37,5% (3/8) de taxa de prenhez e
Wilsher et al. (2010) que alcancou taxas de prenhez entre 100% (08/08) e 63% (08/05) ao
transferir embrides Dia 10 para receptoras com graus de sincronia variando entre -2 e +6 dias.

A taxa de P4 obtidos neste trabalho estdo de acordo com a citacdo de Arruda et al.,
(2001), que registraram niveis de P4 entre 4,0 e 12,0 ng/mL para éguas em diestro. Portanto, os

niveis plasmaticos de progesterona apresentados e avaliados no presente trabalho podem ser



48

aceitos como normais para fémeas equinas, porém estando 0s niveis maximos do 6° dia
superiores aos supracitados, mas no intervalo relatado por Allen, (2001), que obteve de 12-20
ng/mL entre os dias 5 e 10 ap6s a ovulagéo.

Quando avaliado a correlacao entre o tdnus uterino e a concentracdo observou-se uma
relagdo moderada positiva (r = 0,22); PV CL objetiva (r = 0,23) e PV CL subjetiva (r = 0,22).
Estes dados séo reforgados por McCue et al., (1999) que encontraram uma relacéo entre tonus
uterino bom e excelente com concentracdo plasmaética de progesterona mais alta. No entanto,
esta relacdo ndo foi observada por Alonso (2007), mesmo descrevendo uma maior taxa de
prenhez em receptoras com maior tonus.

Ao avaliar a PV do endométrio, ndo foi observado diferenca estatistica entre os grupos,
porém é percebido uma diminuicdo deste indice por volta do 5° dia, como reportado por Ignacio
et al., (2012) e Bollwein et al., (1998) e Ginther, et al., (2007) que descrevem que entre 0 5° e
6° dia é indicado um declinio desta vascularizacdo que segue até 0 10° dia, voltando a aumentar
entre 0 10° e 0 13° dia, sendo também observado nos dados da correlacdo (r =-0,33) moderada
negativa, demonstrando-se inversamente proporcional, quanto maior P4 menor vascularizagao

no endomeétrio.

CONCLUSAO

Conclui-se que entre os dias analisados o 6° dia p6s - ovulagdo € o melhor dia para
realizar a inovulacdo de embrido, por possuir o maior nivel plasmatico de P4, ndo havendo
diferenca entre as dimensfes do CL, a PV do CL e o tonus uterino. As dimens@es do CL nédo
demonstram sua funcionalidade e sim a vascularizacdo por estar relacionada com a producao
de P4, indicando que o Modo - Doppler € o método mais eficiente para avaliacdo da
funcionalidade do CL. A analise subjetiva possui forte correlagdo com a objetiva, sendo de facil

e rapida realizacao.
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