MARLON DE VASCONCELOS AZEVEDO

AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DOPPLER DA
VASCULARIZACAO OVARIANA DE EGUAS SUBMETIDAS A
DUPLA OVULACAO

RECIFE
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAVETERINARIA

MARLON DE VASCONCELOS AZEVEDO

AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DOPPLER DA
VASCULARIZACAO OVARIANA DE EGUAS SUBMETIDAS A
DUPLA OVULACAO

Tese apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncia Veterinaria do
Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de
Pernambuco, como requisito parcial para
obtencdo do grau de DOUTOR em

Ciéncia Veterinaria.

Orientador:

Prof. Dr. Paulo Fernandes de Lima.

RECIFE
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAVETERINARIA

AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DOPPLER DA
VASCULARIZACAO OVARIANA DE EGUAS SUBMETIDAS A
DUPLA OVULACAO

Tese de Doutorado elaborada por

MARLON DE VASCONCELOS AZEVEDO

Aprovada em 29 /02 /2016

BANCA EXAMINADORA

Prof Dr. PAULO FERNANDES DE LIMA
Orientador — Departamento de Med. Veterinaria da UFRPE

Prof Dr. MARCOS ANTONIO LEMOS DE OLIVEIRA
Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE

Prof. Dr. CLAUDIO BARTOLOMEU COUTINHO
Departamento de Medicina Veterindria da UFRPE

Dr*. ADRIANA TAVEIROS WANDERLEY
Médica Veterinaria da Policia Militar do Estado de Pernambuco

Dr. LEOPOLDO MAYER FREITAS NETO
Médico Veterinario Autonomo



Ficha catalografica

C837a  Azevedo, Marlon Vasconcelos

Avaliacao utrassonografica doppler da vascularizagio
ovariana de éguas submetidas a dupla ovulagdo / Marlon
Vasconcelos Azevedo. — Recife, 2016.

80 f. :il.

Orientador: Paulo Fernandes de Lima.

Tese (Doutorado em Ciéncia Veterinaria) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Medicina
Veterinaria, Recife, 2016.

Inclui referéncias e apéndice(s).

1. GnRH 2. Foliculo 3. Vascularizacdo 4. Super ovulacdo
5. Corpo Liuteo I. Lima, Paulo Fernandes de, orientador II. Titulo

CDD 636.089




v

DEDICATORIA

“ Aos meus pais, de familias humildes de Monteiro, no Cariri paraibano, familia de
bancdrios nomades, que iniciou no Banco do Brasil servindo café e chegou a Supe-
rintendente Estadual, que ja foi trabalhar com roupa emprestada, palito no ombro
porque ndo servia, que acordava de madrugada para deixar tudo pronto da varrida da
casa ao jantar, s6 para os meninos poderem estudar. Tudo com um unico propdsito,
vencer na vida e dar oportunidade a seus filhos. Vocés merecem muito mais, mas é
com muito orgulho, que dedico estes anos de estudo. Muito Obrigado.”

Valdemir Azevedo Pereira e
Maria Veroneide de Vasconcelos Azevedo

“Ao mestre, que exerce o magistério como sacerddocio, que dedicou toda a sua vida
para doar aos alunos o que ele tem de melhor: sabedoria e humildade. Muito obriga-
do Professor Paulo Fernandes de Lima. Que me deu a honra de ser seu aluno ndo so

por 10 anos, mas por uma vida . Meu segundo PAI, muito obrigado!”.

Paulo Fernandes de Lima.



AGRADECIMENTOS

eus, uni presente, com as palavras de sua sagrada escritura, escritas por Davi,

apos estar diante do Rei Filisteu, quando fingiu loucura e foi salvo.

Salmo 33:

2Bendirei continuamente ao Senhor,
seu Louvor ndo deixara meus labios,

3 Glorie-se minha alma ao Senhor;
oug¢am-me os humildes, e se alegrem.
4Glorificai comigo o Senhor,

justos exaltemos o seu nome.

s Procurei o Senhor e me atendeu,
livrou me de todos os temores,

6 Olhai pra ele a fim de vds alegrardes,
e nao se cobrir de vergonha o vosso
rosto.

7Vede, este miseravel clamou e o Se-
nhor o ouviu,

de todas as angustias o livrou.

8 O anjo do Senhor acampa

em redor dos que o temem, e os salva.
9Provai e vede que o Senhor ¢ bom.

feliz o homem que se refugia junto dele.

10Reverenciai o Senhor, vos, seus fiéis,
porque nada falta aquele que o temem.
110s poderosos empobrecem e passam
fome,

mas aos que buscam o Senhor nada lhes
falta.

12 Vinde, meus filhos, ouvi-me:

eu vos ensinei o temor do Senhor.

13 Qual ¢ o homem que ama a vida,

e deseja longos dias para gozar de feli-
cidade?

14 Guarda tua lingua do mal,

e teus labios das palavras enganosas.

15 Aparta-te do mal e faze o bem;

busca a paz e vai ao seu encalco.

16 Os olhos do Senhor estdo voltados
para os justos

e seus ouvidos atentos aos seus clamo-
res.

17 O senhor volta a sua face irritada con-
tra os que fazem o mal,

para apagar da terra a lembranca dele.
18 Apenas clamaram os justos, o Senhor
os atendeu e

os livrou de todas as suas anglstias

19 O Senhor esté perto dos contritos de
coragao,

e salva os que tém o espirito abatido.

20 S0 numerosas as tribulagdes do jus-
to,

mas de todas o livra o Senhor.

21Ele protege cada um de seus 0sso:
nem um s6 deles serd quebrado.

22 A malicia do impio o leva & morte,

e 0s que odeiam o justo serdo castiga-
dos.

23 O Senhor livra a alma de seus servos;
ndo serd punido quem a ele se acolhe.



Agradeco a minha Amada Esposa Natdlia Matos Souza Azevedo, que me aca-
lenta, anima e afaga em todos os momentos, com sua voz doce e palavras meigas. Que
jé& enfrentou comigo as mais diversas batalhas, sendo sempre meu cajado minha segu-
ranca. Te amo muito.

A minha LINDA FILHA Marilia Matos Azevedo, que apesar de nao té-la visto
quando escrevi estas palavras, tenho certeza que ¢ o maior presente que Deus poderia
me dar, que desde o dia que planejamos concebé-la ja te amava muito. Me esforcarei ao
maximo para ser um bom pai, carinhoso, compreensivo ¢ amavel.

A meus Pais, Valdemir Azevedo Pereira e Maria Veroneide de Vasconcelos
Azevedo, que sempre me deram forcas para seguir meu caminho, me ajudando e aconse-
lhando, sendo minha rocha em todos os momentos. Quem me deu discernimento e ho-
nestidade para enfrentar a vida sempre de cabega erguida e ser uma homem de bem.
Quem desde a primeira infancia me ensinou a amar a Deus acima de todas as coisas e ao
proximo como a si mesmo. Amo Voces.

A meus irmaos, Max, Thais e Breno, meus guias, que nunca me faltaram e sem-
pre me protegeram em cada passo da minha vida, que me deram lindos sobrinhos(as) e
cunhadas(os), que sao como irmas. Emilene, a mais proxima, que sempre me viu como
irmao, minha conselheira. Amo Vocés.

Meus Lindos Sobrinhos: Maria Luiza, Jodo Pedro, Pedro e Arthur, obra prima
do Senhor. Muito obrigado por existirem.

Meus Tios e Primos, nosso cla, onde todos tém titulo de Grao mestre, todos tem
sabedoria e forga pra dar e vender.

Meus Mestres:

Paulo Fernandes de Lima, que me criou e tornou real a frase: O professor ¢ um
pai. Foi ele que guiou meus passos na minha vida académica, desde que cheguei na sua
sala, com Natalia, na época minha amiga, para castrar dois cavalos, nunca mais sai. E ja
foram tantas aulas praticas, projetos de extensdo, Pibic, monitoria, mestrado e doutora-
do. Sempre me dando grandes oportunidades e me aconselhando. Meu Mestre, meu
Professor , quem me tomou como filho e me formou MEDICO VETERINARIO.

Marcos Antonio Lemos de Oliveira, que sempre me da os puxdes de orelha, do
jeito dele, mas sempre querendo nosso melhor e dizendo acorda...

Claudio Bartolomeu Coutinho, nosso orientador, sempre disposto a tirar nossas

davidas sempre com muito zelo, atencao e paciéncia.



vi

Joana D’Arc, Alcir, Sonia e Guiomar, nossos técnicos e funciondrios, que des-
de o inicio da graduacdo estavam do nosso lado, nos mostrando o melhor caminho a
trilhar, nos acompanhando em aulas praticas e experimentos, grandes amigos ... irmaos.
Aos que nos deixaram, como disse, Arriano Suassuna:

“Encontrou-se com o unico mal irremediavel, aquilo que ¢ a marca do nosso es-
tranho destino sobre a terra, aquele fato sem explicagdo que iguala tudo o que ¢ vivo
num s6 rebanho de condenados, porque tudo o que é vivo morre”

Tia Valdeluce
Vovo Pedro
Vovo Da Paz
Vovo Ozael
Vovo Teonas

Tia Socorro

Que uma vida foi pouco para convivermos. Seus ensinamentos serdo eternos!

A minha terra Itabaiana, terra de poetas Zé da Luz, Sivuca e Jessier Quirino, a quem

homenageio, com os versos que de tdo simples sdo geniais:

A TERRA CAIU NO CHAO

Zé da Luz Com carinho e com cuidado,
Visitando o meu sertdo, numa ripa do telhado,

que tanta grandeza encerra, o saquinho pendurei...

trouxe um pedacinho de terra,
com muita satisfacao. Uma doenga apanhei...

E vendo bem proxima a morte,
Fiz isso na intencao, lembrando as terras do norte,
como fez Pedro Segundo, do saquinho me lembrei...
de quando eu deixasse o mundo,
leva-lo no meu caixao! Que cruel desilusao!!!

As tracas, sem coragao

Chegando ao Rio pensei: meteram os dentes no saco,
guarda-lo s6 para mim, fizeram um grande buraco...
e num saquinho de brim, E a terra caiu no chao!!!...

essa reliquia encerrei!



v
RESUMO

Este estudo foi dividido em trés experimentos, teve com objetivo induzir
ovulagdes multiplas em éguas utilizando baixas doses de GnRH (deslorelina);
avaliar a viabilidade folicular apds tratamento superovulatério através do
acompanhamento ultrassonografico doppler dos foliculos subordinados e
dominante; detectar alteracdes vasculares que precedem o momento da
divergéncia. Correlacionar a producao de P4 com a vascularizagdao do CL por
ultrassonografia Doppler e suas dimensdes; determinar o melhor dia para
inovulagdo de embrides através da taxa de P4, tonus uterino, perfusdo vascular
e dimensdes do CL, avaliar a interferencia da vascularizagdo na taxa de
prenhez. No experimento 1, Foram utilizadas seis éguas doadoras de embrido
da raga Mangalarga Machador. O G1 iniciou com a aplica¢dao do luteolitico e
monitoramento diario com o Modo-B, acrescentando o uso do Modo-Doppler,
a partir de foliculos com 25 mm até a ovulagdo. A indu¢do de ovulacdo e a
inseminacgao artificial foram realizadas no mesmo momento, quando o foliculo
atingia de 33 a 35 mm de didmetro e edema uterino grau 2 a 3. O G2
diferenciou-se do G1 pelo tratamento superovulatério, apartir de foliculo
>23mm e o >18mm, at¢é o momento da inducdo de ovulacdo. O percentual de
éguas com ovulagdes multiplas no G1 0% (0/6) e no G2 83,3% (5/6) (P<0,05).
Taxa de crescimento folicular G1 2,79+0,34, G2 FD 3,37+0,55, G2 F-cD 2,64
+ 0,82 (P>0,05). A vasculariza¢ao da parede folicular, G1 FD 31,93 £10,11,
G2 FD 31,33 +8,82 e do G2 F-cD 32,54 + 9,23 (P>0,05) e do G1 Fsub, 12,92 +
0 (P<0,05). O Experimento 2 foram utilizadas apenas €guas inovuladas, 15
¢guas, divididas em Prenhas (G1) e Vazias (G2), a inovulagdo ocorreu entre o
4° e 6° dia pds ovulacao e o diagnodstico de prenhez quando o embrido estava
com 16 dias. O indice de Prenhez encontrado foi de 53,33%, a concentracao de
P4 foi de G1 10,64 = 1,13 e G2 7,19 £3.49, (P>0,05). A PV CL objetiva G1
1216,97+ 74,45 e G2 661,81 £117,11, (P<0,05). Na PV CL subjetiva
51,00+2,07 e 48,45 = 2,15, (P>0,05), Area do CL G1 7,66%0,36 ¢ G2 7,41 = 0,
91, (P>0,05), didmetro do CL G1 31,53+1,84 e G2 30,68 +1,82, (P>0,05). PV
subjetiva endométrio, G1 1,87+0,39 e G2 2,14 £0,43, (P<0,05), PV objetiva
endométrio, G1 357,56 £103,93 e G2 181,37+54,60; tonus uterino 2,75+0,36 ¢
G2 2,57 £0,40, (P>0,05). Correlagao entre P4 ¢ a PV CL objetiva 1=0,63
(P<0,05) e com PV CL Subjetiva r=0,69, (P<0,05), entre o PV do CL objetiva
e subjetiva r =0,66 (P<0,05). Entre as dimensdes do CL e o nivel plasmatico de
P4 obteve-se, Diametro CL r= -0,28 (P>0,05) e Area do CL r=-0,20 (P>0,05).
Entre a area e o diametro do CL r=0,98 (P<0,05), dimensdes do CL com a PV
CL Objetiva r=0,03 (P>0,05). Entre o tonus uterino e o nivel plasmatico de P4
=0,25 (P>0,05), com o PV CL Objetivo r=0,29 (P>0,05) e com o didmetro do
CL r=-0,29 (P>0,05). No experimento 1, Conclui-se que a administragdo de
GnRH em baixa dose ¢ eficiente em induzir dupla ovulagdo e consequente
aumento na taxa de embrides recuperados, que interferiu positivamente no
crescimento do foliculo dominante e co-dominante e na taxa de vascularizagio
do foliculo co-dominante. Em relacdo as alteracdes vasculares que precedem o
momento da divergéncia, constatou-se que hd diminuicao da vascularizagdo no
foliculo subordinado, 24h antes da divergéncia e aumento na vascularizagdao do
foliculo dominante. No experimento 2 Conclui-se que a PV CL ¢ indicativo de
prenhez por refletir a concentracao plasmatica de P4, sendo a PV CL a melhor
andlise para selegdo de receptoras tendo em vista que a concentragao plasmati-



ca de P4 tem correlagdo significativa com a PV CL objetiva e subjetiva e ndo
apresenta correlagdo significativa com as dimensodes do CL e com o Tonus ute-
rino. A avaliagdo subjetiva ¢ eficaz, sendo um método mais pratico e em tempo
real para determinar a funcionalidade do CL.

Palavras-chave: Gnrh, Foliculo,Vascularizagdo, Superovulagdo, Corpo Luteo

ABSTRACT

This study divided into three experiments was carried out to induce multiple
ovulation in mares using low doses of GnRH (deslorelin); evaluate the follicu-
lar viability after superovulation by doppler ultrasound monitoring of subordi-
nate and dominant follicles; detect vascular abnormalities that precede the time
of divergence. Correlate the production of P4 with the vascularization of the
CL by Doppler ultrasonography and its dimensions; determine the best day to
embryo transfer embryos through P4 rate, uterine tone, vascular perfusion and
dimensions of CL, to evaluate the interference of vascularization in pregnancy
rate. In experiment 1, it was used six donor mares embryo Mangalarga Macha-
dor race. The luteolitic G1 and daily monitoring with the B-mode, adding the
use of the Doppler mode, from follicles 25 mm up to ovulation. The induction
of ovulation and insemination are performed at the same time when the follicle
reached 33- to 35 mm in diameter and uterine edema grade 2 to 3. The diffe-
rentiated G2 to G1 by superovulation, starting follicle> 23 mm and the>
18mm, up to the time of ovulation induction. The percentage of mares with
multiple ovulations in G1 0% (0/6) G2 and 83.3% (5/6) (P <0.05). follicular
growth rate G1 2.79 + 0.34, 3.37 + 0.55 FD G2, G2 F-cd 2.64 + 0.82 (P> 0.05).
The vascularization of the follicle wall, G1 FD 31.93 +£10.11, 31.33 £ 8.82 FD
G2 and G2 F-cd 32.54 + 9.23 (P> 0.05) and G1 fsub, 0 + 12.92 (P <0.05. In
experiment 2, they have been used only inovulated mares, 15 mares, dividindas
in pregnant (G1) and Empty (G2), embryo transfer took place between the 4th
and 6th day after ovulation and pregnancy diagnosis when the embryo was 16
days. The pregnancy rate was found to be 53.33%, the concentration of P4 is
G1 and G2 10.64 £ 1.13 7.19 £ 3.49 (P> 0.05). PV CL lens G1 and G2 1216.97
+ 74.45 661.81 = 117.11 (P <0.05). In PV CL subjective 51.00 + 2.07 and
48.457 £2.15 (P> 0.05), CL area G1 7.66 £ 0.36 and 7.41 = 0.91 G2 (P> 0.05),
diameter CL G1 31.53 + 1.84 and 30.68 = 1.82 G2 (P> 0.05). Correlation
between P4 and PV objective CL r=0,63 (P<0,05) and PV CL Subjective
r=0,69, (P<0,05), between the CL PV objective and subjective r =0,66
(P<0,05). Among the dimensions of the plasma level CL and P4 are obtained,
CL diameter r=-0,28 (P>0,05) and area CL = -0,20 (P>0,05). Among the area
and the diameter CL 1=0,98 (P<0,05), with the dimensions CL CL Lens PV
r=0,03 (P>0,05) with the uterine tone and P4 serum levels r=0,25 (P>0,05) and
Purpose with the PV CL r=0,29 (P>0,05) and the diameter CL r=-0,29
(P>0,05). In experiment 1, it concluded that the GnRH administration in low
dose is effective in inducing double ovulation and conseguente increase in the
rate of recovered embryos, which had a positive influence on the growth of the
dominant follicle and co-dominant and vascularization rate of co follicle -
dominant. Regarding the vascular changes that precede the time of divergence,
it was found that there is a decrease in the vascularization cross follicle, 24 h
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before the divergence and increase in vascularization of the dominant follicle.
Referring to the experiment 2 appears that the largest PV CL rate in pregnant
recipients on the day of embryo transfer and strong positive correlation
between plasma concentration of P4 and vascular perfusion luteal, associated
with the absence of dimensional changes of the SC and the uterine tone has
moderate correlation with P4 and pregnancy, indicating that the Doppler
technology is a more effective method for evaluation of luteal function and the
strong correlation between the PV CL objective and PV CL subjective valida-
tes this method, It is more practical and easy.

Keywords: GnRH, Follicle, vascularization, superovulation, Corpus Luteum.
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1. INTRODUCAO

A equideocultura ¢ a terceira atividade agropecudria que mais emprega no Brasil e vem
vivendo uma grande expansdo de suas atividades nos ultimos anos, sendo hoje responsavel pela
geracdo de mais de 4 milhdes de empregos diretos, além do surgimento de inlimeras empresas
farmacéuticas, que experimentam grande crescimento principalmente no ramo de nutracéuticos.

O nordeste ¢ o grande impulsionador deste desenvolvimento, pois € a vaquejada que retne
mais de 600 animais em apenas uma prova e gera milhdes em negocios todo final de semana, prova
que esta enraizada em nossa cultura, como grande manifestacao popular, esta grande movimentagao
demonstra o poder desta atividade na economia local, tendo em vista que cada cavalo necessita que
3 trés pessoas o acompanhem por prova o que totaliza 1800 pessoas envolvidas diretamente com o
cavalo, sendo adicionado ainda veterinarios, locutores, juizes e vaqueiros do curral, bem como
todos os trabalhadores autonomos envolvidos de forma indireta nos servigos e alimentagdo ¢
producao de arreios e acessorios.

A cidade de Cachoerinha, situada no agreste pernambucano, tem sua economia baseada na
producdo do couro e do ago visando sua utilizagdo na equideocultura, assim como Aldeia, distrito
de Camaragibe, que possui uma atividade equestre intensiva, com uma relagdo de 5,6 cavalos por
cavalarico, gerando uma importante fonte de receitas com o aluguel de boxes nos centros equestres,
tendo como média salarial acima do salario minimo adotado no Brasil (MANSO et al., 2008).

O Brasil possui um dos maiores rebanhos equinos do mundo. Existem varias associacdes de
raca com nimero expressivo de criadores e animais. Deve-se salientar que as ragas nativas estdo em
fase de formagao e assim, qualquer meio capaz de reduzir o intervalo de geragdes e aumentar o
numero de bons reprodutores e matrizes ¢ de grande valia no aprimoramento de nossos animais
(CARVALHO, 2000).

A ultrassonografia desde que foi incorporada a rotina da reproducdo equina na década de 80
estabeleceu uma nova dimensao para o controle de diferentes eventos reprodutivos, tais como:
acompanhamento da gestacao, principalmente durante os primeiros 60 dias, periodo que ocorrem as
maiores perdas embriondrias, evitando assim perda de tempo e dinheiro por parte do criador, além
de dar suporte ao profissional para viabilizacdo de técnicas como a inseminagdo artificial (IA) ou
transferéncia de embrides (TE), acrescidas da sexagem fetal que agrega valores econdmicos aos
servicos e produtos oferecidos pelo criatério (TAVEIROS, 2008).

Em rela¢dao a TE, o Brasil ocupa lugar de destaque na utilizagdo desta técnica ao lado dos
Estados Unidos e da Argentina, sendo um dos lideres, realizando em torno de 3.500 transferéncias
por ano, de acordo com levantamento da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides -

IETS (CARNEIRO, 2005).
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A utilizagdo da TE em equinos tem aumentado rapidamente nas ultimas duas décadas.
Contudo, algumas caracteristicas bioldgicas peculiares, assim como problemas técnicos, tém limita-
do seu amplo uso na espécie equina quando comparado com a espécie bovina (SQUIRES et al.,
1999).

A fémea equina por natureza ¢ monovular, o que significa dizer que a cada ciclo estral,
geralmente, uma unica ovulacdo ira ocorrer. A possibilidade de se incrementar o nimero de
ovulagdes no ciclo estral da égua traz consigo beneficios em potencial, como o aumento no nimero
de odcitos disponiveis para aplicacdo de diferentes técnicas de reprodugdo assistida e aumento no
nimero de embrides recuperados em uma Unica colheita, com consequente redugdo dos custos do
programa de TE (BONIN e ALVARENGA et al., 2009).

A ocorréncia de ovulagdes duplas espontaneas em éguas ¢ um fator que incrementa a
recuperagdo de embrides. Assim sendo, alguns grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo dos
fatores responsaveis pela baixa recuperagdo embrionaria em éguas superovuladas e ao
desenvolvimento de protocolos que driblem esses fatores, que produzam menos efeitos adversos e
promovam estimulacao moderada e ndo excessiva dos ovarios (ALVARENGA et al., 2008).

As taxas de recuperagdo embriondria apos lavagem uterina e de prenhez relatadas no Brasil
tém variado entre 45,5% a 83,3% segundo relatos de Farinasso (2004); Meira e Henry (1991);
Pastorello et al. (1996).

Pesquisas realizadas por Farinasso (2004), utilizando baixa dose de Extrato de Pituitaria
Equina (EPE), na superovulagdo obtiveram bons resultados, no entanto existiram dificuldades na
producdo e padronizagdo do farmaco. Outra linha de pesquisa ¢ a indu¢do de multiplas ovulacdes
com baixa dose de Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), realizada por Nagao et al.
(2010), que obtiveram o percentual de 85% das éguas que responderam ao tratamento com pelo
menos duas ovulagdes por ciclo. Bem como os resultados de Azevedo et al. (2015) com 86,6% de
dupla ovulagado.

A ultrassonografia (US) colorida Doppler na reproducdo equina trouxe a possibilidade de se
reavaliar conceitos antes considerados definitivos no que diz respeito a fisiologia da reprodugao.
Essa técnica demonstrou-se efetiva e pratica para a avaliacdo ndo invasiva e em tempo real da
perfusdo vascular do trato reprodutivo de equinos (GINTHER, 2007).

A primeira descri¢do do efeito Doppler foi em 1842, pelo pesquisador austriaco Johann
Christian Doppler, que a relatou como a alteracdo na frequéncia de uma onda sonora emitida ou
refletida por um objeto que se encontra em movimento em relacdo ao observador (CERRI, 1998).
Seguindo este principio, a US Doppler baseia-se na movimentacdo das hemacias em relagdo ao
transdutor, de forma que alteracdes de velocidade e sentido do fluxo sanguineo sdo representados

por imagens com especificas cores e tonalidades (GINTHER, 2007).



A US Doppler apresenta dois modos de agdo distintos: modo-Doppler e modo-Espectral.
O modo-Doppler ¢ subdividido em duas funcdes color e Power-flow, sendo possivel estimar a per-
fusdo sanguinea tecidual, observando a percentagem de tecido com pixels coloridos durante o exa-
me. O modo-espectral ¢ quantitativo, fornecendo valores exatos de indices Doppler vasculares e
teciduais (GINTHER e MATTHEW, 2004). A adequada mensuragdo das velocidades de fluxo san-
guineo durante o exame espectral ¢ dependente da correta angulacao (angulo Doppler) entre o
transdutor e o vaso sanguineo avaliado (GINTHER, 2007).

Devido a grande tortuosidade das artérias presentes no mesométrio, ovarios e utero, ndo ¢é
possivel determinar os seus respectivos angulos Doppler. Entretanto, como os indices de resisténcia
(RI) e pulsatilidade (PI) ndo sofrem influéncia dessa angulacao, eles sdo indicados para a avaliacao
espectral do trato reprodutivo de éguas (SILVA et al., 2005; FERREIRA et al., 2010). RI ¢ PI
apresentam correlagdo negativa com a perfusdo vascular do tecido irrigado pela artéria em questao,
ou seja, quanto menores RI e PI maior serd a perfusdo vascular no tecido suprido por aquele vaso
(GINTHER, 2007).

Miéquinas de ultrassonografia de alta resolu¢ado com modo B (escala de cinza) e modos Do-
ppler trouxeram uma dimensdo poderosa para a avaliagdo do foliculo pré-ovulatorio nos ultimos
anos. Estas tecnologias permitiram o desenvolvimento de estudos em maior profundidade cientifica
e clinica no que diz respeito as caracteristicas do foliculo pré-ovulatoério e o processo de ovulagao.
Resultados de estudos recentes t€ém demonstrado o potencial para fornecer informagdes clinicas
sobre o status e o sucesso futuro de um foliculo de ovular e seu dévulo para ser fertilizado e gerar um
embrido / gravidez (GASTAL e GASTAL, 2011).

Durante os ultimos anos a égua tornou-se um modelo cada vez mais produtivo a pesquisa na
area da foliculogénese (GASTAL 2009, 2011). As semelhangas entre éguas ¢ mulheres na  dina-
mica folicular e alteragdes hormonais durante o intervalo pré-ovulatorio e da onda folicular ovulato-
ria (GINTHER et al., 2004a,c; GINTHER, 2005;), em mudangas ultrassonograficas do foliculo
pré-ovulatério antes da ovulagao (PIERSON e CHIZEN, 1994; GASTAL et al., 1998, 2006a,b), ¢
em processos de envelhecimento reprodutivos (GINTHER et al., 2008, 2009) fornecem justificativa
para o uso e destaca a importancia da égua como um modelo experimental para o estudo da folicu-
logénese em mulheres. O modelo de equinos permite o teste de hipoteses utilizando tecnologias nao
invasivas e pode fornecer informagdes adicionais que também pode ser considerado 1til para outras
espécies de animais de fazenda e na medicina clinica humana (GASTAL e GASTAL, 2011).

Diante do exposto a superovulagdo em equinos possibilita uma maior recuperagao
embriondria, aumentando o potencial produtivo da fémea equina. Associando esse conhecimento ao
da US Doppler ¢ possivel rever e validar varios conceitos da fisiologia bésica potencializando os

resultados de recuperagao embriondria e prenhez em um programa comercial de TE.



OBJETIVOS:

Avaliar o momento ideal para o inicio do tratamento superovulatorio com baixa dose de
deslorelina;

Avaliar a viabilidade folicular, apds tratamento superovulatorio, através do
acompanhamento ultrassonografico Doppler dos foliculos subordinado e dominante;

Avaliar a ovulagao do segundo foliculo determinando sua viabilidade em produzir oocitos;
Observar se um maior aporte sanguineo no corpo luteo (CL) interfere positivamente, na
producdo de progesterona, na qualidade do CL e na taxa de prenhez de éguas receptoras de

embrido.



3. REVISAO DE LITERATURA:

3.1-Histérico da transferéncia de embrides:

A primeira transferéncia de embrides (TE) em animais ocorreu em 1890, na Universidade de
Cambridge — Inglaterra, onde Walter Heape realizou o procedimento em animais de laboratorio
(coelha), com insucesso. Na espécie bovina, o primeiro relato foi descrito por Willett et al. (1951)
na Universidade de Wiscosin (EUA), resultando no nascimento do primeiro bezerro fruto da
biotecnologia. Em 1960, o mesmo grupo de pesquisadores relatou a importancia da sincronizagao
do estro entre doadoras e receptoras (GONSALVES et al., 2002).

O primeiro relato de TE na espécie bovina no Brasil foi realizado Hahn (1977), na
Universidade Federal de Santa Maria — RS, viabilizando a técnica aos meados dos anos 80 para
todo o pais (GONSALVES et al., 2002). Na espécie equina, os estudos envolvendo a TE foram
realizados em 1969 por um grupo de pesquisadores japoneses. O mesmo grupo de pesquisadores
relatou mais tarde (1972) uma taxa de 45% de sucesso nas colheitas dos embrides, porém nenhuma
concepgao foi confirmada (OGURI e TSUTSUMI, 1972).

Dois anos depois, os mesmos pesquisadores seguindo a mesma linha de estudo, coletaram
18 embrides em 20 éguas, transferindo 15 destes pelo método ndo cirargico transcervical, para
éguas receptoras em sincronismo de —5 a +7 dias, em relacdo as doadoras, obtendo um percentual
de concepgao de 40% dos embrides transferidos (OGURI e TSUTSUMI,1972).

Em 1972, na Inglaterra, foi relatado o nascimento do primeiro potro nascido de um
programa de TE através da técnica cirurgica (ANDRADE, 1986). No Brasil, a TE na espécie equina
teve seus primeiros relatos com Fleury et al., (1987), pelo método cirurgico e por Meira e Henry
(1991) pelo método nao cirtrgico.

O método mais utilizado atualmente ¢é o transcervical, sendo a colheita de embrido realizada
entre o 7° ou 8° dia pos ovulagdo. Mesmo com o aumento consideravel da utilizacao da TE em todo
o mundo, sdo muitas as limitacdes para o uso desta biotécnica, tais como: custo elevado, restri¢ao
de seu uso em algumas racas, dificuldade na utilizacdo da superovulagdo em quantidade limitada de

embrides por ciclo e as perdas embriondarias das receptoras (TAVEIROS, 2008).

3.2 - Dinamica Folicular e Ciclo estral das éguas:

As éguas apresentam ciclicidade durante a fase de maior luminosidade do ano, sendo
classificadas como monovulatorias poliéstricas estacionais. Elas atingem a maturidade sexual
(puberdade) por volta dos dois anos de idade, podendo esta ser alterada pela influéncia das
condigdes corporais, peso, niveis de energia, ferormonios, raca e a estagdo do ano (GINTHER e

BERGFELT, 1993).
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O ciclo reprodutivo da égua ¢ o mais vulneravel as variagdes climaticas entre as espécies
domésticas (GINTHER e BERGFELT, 1993). A espécie depende da exposicao didria a
luminosidade, condi¢dao que justifica sua atividade reprodutiva durante todo o ano a baixa latitude,
onde ndo ha grandes variagdes de luminosidade (GINTHER e BERGFELT, 1993).

Eguas mantidas sob dias longos (16h de luz/dia) apresentam atividade ovariana ciclica,
enquanto que ¢éguas mantidas em dias curtos (8,5h) apresentam ovario sem ciclicidade. Esta
variavel ocorre em fungdo de dias curtos, quando se associa ao decréscimo na secrecdo de
gonadotrofinas hipofisérias acarretando uma redugao da atividade ovariana (NAGY et al., 2000).

Segundo Taveiros (2008), éguas quando mantidas em climas de alta luminosidade,
continuam ciclicas, o que pode ser observado em éguas no Rio de Janeiro nos meses de novembro a
abril e em Pernambuco nos meses de maio a outubro, possibilitando a coleta de embrides durante
todo o ano, no entanto, observou-se que a elevagdo do indice pluviométrico, leva a uma diminui¢ao
da atividade reprodutiva de algumas éguas, ocasionando uma queda na producdo de embrides e
prenhez.

O ciclo estral na espécie equina ¢ uma combinacao de eventos fisioldgicos que ocorrem
entre duas fases, estro e diestro (ANDRADE, 1986), podendo-se também denomina-las de fase foli-
cular e fase luteal (DIELEMAN et al., 1986), que sdo intervaladas entre dois periodos sucessivos de
cio (ANDRADE, 1986). A defini¢ao de ciclo estral de éguas mais proxima da ideal ¢ a do periodo
entre duas ovulagdes, no qual existe uma fase onde a égua apresenta evidentes sinais de estro, ou
quando esses sinais ndo sdo aparentes, onde ha uma baixa concentragdo de progesterona, inferior a
I ng/mL (HUGHES et al., 1986).

O ciclo estral em éguas apresenta uma duragao média de 21,7 £+ 3,5 dias. A fase folicular ou
de estro apresenta uma duragdo média de 6,5 + 2,6 dias e a fase luteal ou de diestro 14,9 + 2,8 dias
durante a estacdo fisioldgica de monta. A duragdo da fase folicular ¢ primariamente influenciada
pela estagdo do ano, podendo também sofrer variagdes individuais ou raciais. A durag@o do estro
decresce com o avanco da estacdo, coincidindo com o auge do verdo, €poca nas quais os dias sao
mais longos, o fotoperiodo ¢ maior e a foliculogénese ¢ acelerada. A duracao média do estro para
observacdes individuais varia de 2 a 12 dias e parece, imparcialmente, ter repetibilidade em cada
individuo (GINTHER, 1992).

A fase de estro ou fase folicular, em éguas, ¢ caracterizada pela presenca de um foliculo com
mais de 25 mm de diametro no ovéario, onde sdo produzidos elevados niveis de estrogenos pelas
células da granulosa (GINTHER, 1992).

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos ovarianos induzem ndo so

ao comportamento de estro como também a elevagdo dos niveis de Hormoénio Luteinizante (LH), e
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ativagdo dos receptores para LH nas células da granulosa, e consequentemente a ovulacdo e a
formacao do corpo luteo (CL) (GINTHER, 1992).

A elevagdao dos niveis de estrogeno durante a fase estral ¢ também responsdvel pela
formagdo do edema uterino; o qual tende a ser diminuido nos dois dias que antecedem a ovulagao
(GINTHER e BERGFELT, 1993). J4 a fase de diestro ou luteal é caracterizada pelo término das
manifestacdes dos sinais do cio, que ocorrem entre 24h e 48h apos a ovulagdo, resultando na
formacao do CL e consequente producdo de progesterona (HAYES e GINTHER, 1986). Sirois et al.
(1989) consideram a ovulagdo como o inicio da fase luteal, e a fase final culminando com a
luteolise, apresentando niveis plasmaticos de progesterona inferiores a 1ng/mL.

Na fase luteal, o CL produz progesterona em quantidades crescentes do segundo ao décimo
dia pos-ovulagdo. Esta secrecdo se mantém estavel até o décimo segundo dia, quando ocorre uma
reducdo acentuada nas concentragdes plasmaticas de progesterona, em consequéncia da luteolise
que ocorre entre o décimo quarto e o décimo sexto dia do ciclo estral (GINTHER, 1992). A luteoli-
se ¢ desencadeada pelo inicio da produgdo de estrogeno pelo foliculo dominante que por sua vez
aumenta os receptores de ocitocina no endométrio, sendo a ocitocina o gatilho para a sintese de
prostaglandina endometrial. O foliculo dominante préximo a lutedlise também secreta inibina que
inibe a produ¢do de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH), levando a atresia dos foliculos subordi-

nados (GINTHER, 1992).

Ovulation FSH Oestradiol

/" Size of the
largest follicle

Oestrus
0 S 10 15 20

Figura 1: Niveis de FSH e Estradiol no ciclo estral. Fonte: AURICH (2011).

Alteragdes fisiologicas podem ser observadas a palpagdo uterina, via toque retal, sendo
usada clinicamente e experimentalmente como uma forma para determinar o estagio do ciclo estral
nas €guas (HAYES e GINTHER, 1986).

Durante o estro o tonus uterino ¢ relativamente flacido, tornando-se mais tenso durante o

diestro, por volta do 16" ao 25° dia de gestacdo, quando o tutero apresenta sua tensdo maxima. No



inicio da gestagdo o tonus uterino ¢ de suma importancia para a fixagdo e orientagdo da vesicula
embrionaria (HAYES e GINTHER, 1986).

Bonafos et al. (1994) afirmaram que a progesterona ¢ o Unico fator capaz de promover um
aumento do tonus uterino. A partir do 30° dia de gesta¢do o tonus uterino ndo apresenta diferenca
entre éguas ndo prenhes, tratadas desde o dia da ovulagdo com 100 mg de progesterona e éguas
prenhas. No entanto, entre os dias 11° e 29° de gestacdo as €guas prenhes apresentam um maior
tonus devido a uma estimulagdo local realizada pelo concepto durante o periodo de mobilidade.
Porém, Hayes e Ginther (1986), utilizando éguas ovariectomizadas, constataram que a progesterona
¢ capaz de causar tonus equivalente ao observado no diestro, mas o tdnus maximo, semelhante ao
tonus encontrado por volta do 160 25° dias pos-ovulagdo, s6 ¢ detectado quando a progesterona
esta associada ao estrogeno.

Samper (1997) afirmou que o edema uterino ¢ um indicador confidvel da competéncia
estrogénica do foliculo dominante, mas Watson et al. (2003) demonstraram que o edema uterino
pode ocorrer na presenga de foliculos anovulatorios, at¢ mesmo quando estes foliculos produziram
baixas concentrac¢des de estradiol.

Com o uso da ultrassonografia na reproducdo equina na década de 80, uma maior precisao
da atividade ovariana, no que diz respeito ao recrutamento, crescimento, divergéncia e atresia
folicular, pode ser estudada, tendo sido correlacionada a dindmica folicular aos mecanismos
reguladores hormonais (MAPLETOFT et al., 1994; FORTUNE, 1994).

Em equinos, semelhante aos bovinos e ovinos, durante a fase luteal ocorre o
desenvolvimento de ondas de crescimento folicular, diferente do que ocorre em ratos, suinos e
primatas, onde o crescimento folicular fica restrito a fase folicular (FORTUNE, 1994).

Com a formagdo do antro folicular, os foliculos tornam-se dependentes de gonadotrofinas
para novo desenvolvimento, o qual ¢ evidente pela expressdao de receptores de FSH nas células da
granulosa e de receptores de LH nas células da teca interna, ocorrendo o crescimento de varios
foliculos em sincronia, estabelecendo-se uma onda de crescimento folicular (WEBB et al., 1999).

Segundo Ginther (1992) a defini¢do de onda folicular maior se aplica a um conjunto de
foliculos que inicialmente exibem crescimento sincronizado, sucedidos pelo crescimento
preferencial de apenas um, ocasionalmente dois foliculos. A onda folicular maior divide-se em onda
primaria e onda secundaria. A onda folicular priméria inicia-se na metade do diestro e da origem ao
foliculo ovulatério (>35mm). A onda secundaria emerge no inicio do estro e usualmente resulta na
formagdo de grandes foliculos anovulatérios (>20 mm) ou, mais raramente, em ovulagdo durante o
diestro. As ondas que nao apresentam foliculos dominantes sao classificadas como ondas menores.

A ocorréncia de ovulagdes durante o diestro, observadas em ¢éguas (ovulagdes secundarias

com incidéncia de 25%) durante uma fase em que as concentra¢gdes de LH encontram-se baixas,
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com a presenca de alta progesterona, sugere que o aumento pré-ovulatério de LH ndo e um pré-
requisito absoluto para o processo de ovulagao nesta espécie. Como consequéncia, essas ovulagdes
secundarias podem levar a uma condicdo de persisténcia luteal, j4 que no momento em que o
endométrio esta secretando prostaglandina F2 (PGF2,), este CL secundario estaria refratario a a¢ao
luteolitica do mesmo (DAELS e HUGHES, 1993).

Estudos comparativos da dindmica folicular entre ragas tém indicado maior predisposicao a
duas ondas foliculares para as racas puro sangue inglés (PSI), Apallosa e Quarto de Milha
(GINTHER e BERGFELD, 1993), quando comparadas com as ragas Arabe e¢ Ponei (GINTHER,
1992; DIMMICK et al., 1993) na primeira metade da estag¢do reprodutiva.

Meira e Buratini (1998) realizaram um estudo visando a caracterizagdo do desenvolvimento
folicular em éguas Mangalarga. Os foliculos maiores que 10 mm de diametro, no dia 17 do ciclo
estral, foram diariamente monitorados individualmente por ultrassonografia. Uma ou duas ondas
foliculares foram detectadas, respectivamente, em 81,25% (13/16) e 18,75% (3/16) dos ciclos.

A ovulagao na espécie equina ocorre quando o foliculo atinge por volta de 35 a 60 mm, com
média em torno de 45 mm (SHIRAZI et al., 2004). O crescimento diario dos foliculos recrutados
durante as ondas foliculares pode variar de 2,5 a 3,0mm (GINTHER, 1986). Porém, quando se
beneficiam da estimulacdo ovariana através de preparados hormonais, o crescimento folicular didrio
pode alcancar 3,0 mm ou mais (MOURA e MERKT, 1996).

A atividade ovariana também tem sido estudada entre €guas jovens, adultas e idosas,
apresentando uma maior queda desta atividade a partir dos quinze anos de idade, onde se observa
um atraso na emergéncia das ondas foliculares, no prolongamento do intervalo interovulatorio e
redu¢do da populacdo de foliculos nas ondas foliculares (GINTHER e BERGFELT, 1993;
CARNEVALE e GINTHER, 1995).

Mckinnon et al. (1988), estudando foliculos pré-ovulatérios observaram que a ovulacao
ocorre num periodo de 5 a 90 segundos, quando pouco ou nenhum liquido folicular fica interno ao

foliculo apds a ovulagao.

Progesterone

LH PGF,,

Ovulation
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Day of the oestrous cycle

Figura 2: Niveis de LH, Progesterona e PGF no ciclo estral. Fonte: AURICH (2011).
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Na égua, a secrecao do LH ndo ocorre de maneira abrupta como nos outros mamiferos, mas
sim de maneira crescente € essa produgdo se inicia 6 a 8 dias antes da ovulagdao. A producao mais
alta de LH ir4 ocorrer aproximadamente entre o 1°e 3° dia pds-ovulacao. No final da maturagao do
oocito a ruptura do foliculo e a evacuagdo do fluido folicular tém que ser bastante coordenada para
que ocorra um sucesso na ovulagdao (PIERSON, 1993). Greaves et al. (2001) sugeriram que a queda
na liberagdo de LH pds-ovulacao ocorre devido a um “feedback™ negativo entre a progesterona e o
GnRH. A progesterona age na hipdfise, alterando a responsividade ao GnRH e com isso promove
reducdo da secrecdo de LH, sendo o GnRH ¢ o regulador mais expressivo da secre¢do tanto de LH

quanto de FSH em éguas em diestro.

3.3 - Frequéncia de ovulacdes multiplas na égua:

Ovulagdes multiplas (predominantemente ovulagdes duplas) podem ocorrer normalmente
em ¢éguas, sendo esta caracteristica uma variagao individual, tendo sua incidéncia relacionada a
varios fatores como, raga, predisposi¢do genética, estagio reprodutivo, estagdo do ano e nutri¢do,
podendo variar de 4 a 43%, a dependeder dos fatores anteriormente citados (GINTHER, 1992).

ZNccari et al. (2002) ao acompanharem o ciclo estral de 122 éguas da raga pantaneira entre
os anos 1995 e 2000, nao observaram nenhuma ovulacao multipla, ja Pimentel et al. (1995) identifi-
caram 7,1% de ovulagdes multiplas entre as 3361 éguas, predominantemente da raca Criolo
Gatcho, abatidas em Pelotas — RS entre 1988 e 1989, das quais 6,5% de dupla, 0,5% de tripla e
0,1% de quadrupla, na raca puro-sangue, j4 em cavalos de tracdo a incidéncia de ovulagdes
multiplas, variou entre 15 e 30%, enquanto que em poneis apresentou-se menor (2-10%).

Carmo et al. (2003), estudaram a incidéncia de ovulagdes duplas em éguas da raga Brasileiro
de Hipismo e suas implicacdes em um programa de TE. De um total de 829 ciclos estrais
analisados, 47% foram de ovulagdes simples e 53% de ovulagdes multiplas (duplas ou triplas),
obtendo uma taxa de recuperagdo embrionaria de 59% nos ciclos de ovulacdo simples e 88% nos
ciclos de ovulagdes multiplas.

Squires et al. (1987) estudaram as caracteristicas reprodutivas de éguas que apresentaram
ovula¢des simples ou duplas espontaneas. A recuperacdo  embrionaria no sétimo dia pos-ovulagao
foi de 58,2% para éguas com ovulagdo simples e de 106% para éguas com ovulagdo dupla esponta-

nea, demonstrando que a dupla ovulagdo apresenta aumentou a taxa de recuperagao embriondria.

3.4 — Superovulacio:
Economicamente, hd uma necessidade de aumentar a taxa de sucesso da TE e isto € possivel

com a indugdo de ovulagdes duplas ou de superovulagdo, da égua doadora, aumentando a taxa de
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recuperacdo embriondria por lavado uterino. Nao esquecendo, no entanto, que esta melhoria conti-
nua a depender do manejo reprodutivo preciso e sincronizagao das éguas doadoras com as recepto-
ras (RAZ et al., 2006).

O tratamento superovulatorio aumenta significativamente a eficiéncia e diminui
potencialmente o custo de um programa de TE. No entanto, a indug¢do de ovulagcdes multiplas na
espécie equina nao ¢ um procedimento tao eficaz quando comparado a outras espécies domésticas.
De acordo com Scherzer et al. (2008) a superovulagdo em éguas se encontra com sucesso limitado
atualmente, na qual as taxas de recuperacdo embrionaria sdo inconsistentes e abaixo das
expectativas (ALVARENGA et al., 2001; NISWENDER et al., 2003).

De fato, a anatomia do ovario e a auséncia de um produto que induza ovulagdes multiplas de
forma precisa, sdo as duas principais razdes para que a superovulacao nao seja uma técnica
comumente utilizada na reprodu¢do de equinos (SQUIRES, 2006).

Varios hormonios tém sido estudados a fim de melhorar os indices de coleta de embrides,
tais como: Hormonios Liberador de Gonodotrofinas (Gnrh), Horménio Foliculo Estimulante (FSH)
suino (FSH-p) e equino (FSH-e), gonadotrofina coridnica equina (ECG), imunizagdo contra inibina,
extrato de pituitdria eqliino (EPE) (NISWENDER et al., 2003; SQUIRES e MCCUE 2007). Den-
tre estes, o FSH-e ¢ o EPE sdo os que apresentam resultados mais consistentes. Contudo, a baixa
taxa de recuperagdo embriondria ainda ¢ o maior entrave na superovulagdo em éguas (BONIN
e ALVARENGA., 2009).

A partir de 2003, um purificado FSH-e (Bioniche Animal Health Canadd) tornou-se
disponivel comercialmente, consequentemente poucos e recentes experimentos foram conduzidos
usando este produto na superovulagdo em éguas. Além disso, este produto ndo é encontrado no
mercado brasileiro, sendo entdo de custo elevado para aquisicdo, 0 que torna incomum seu uso a
campo (ALVARENGA et al., 2008).

Os protocolos usualmente utilizados sdo baseados na administragdo de 12 mg de FSH-e duas
vezes ao dia, resultando em taxas de 3,4 a 5,2 ovulagdes por égua (NISWENDER et al., 2003).

De 170 éguas tratadas com EPE, foi obtida uma média de 3,2 ovulacdes e foram
recuperados 1,96 embrides por égua, contrastando com o grupo nao tratado que recuperou apenas
0,65 embrido por égua (SQUIRES e MCCUE, 2007). Alvarenga et al. (2001) utilizando 25 mg de
EPE, duas vezes ao dia, demonstraram uma melhora no percentual de ovulacdes, apresentando uma
média de 4 a 7 ovulagdes por €gua, porém com baixa taxa de recuperagao embrionaria.

Carmo et al. (2005) e Carmo (2007) avaliaram ovitutos quanto a presenca ¢ quantidade de
odcitos obtidos em éguas superovuladas com EPE, 25 mg, duas vezes ao dia, a partir do dia 7 pos-
ovulacdo e um grupo controle. Constataram a superioridade do nimero de ovulagdes das éguas

superovuladas (4,41 £ 2,90) ao grupo controle (1,16 = 0,40), e obtiveram uma taxa de recuperacao
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de odcito/ovulacio proximo de 60% no grupo superovulado contra 85% de recuperacdo no grupo
controle, demonstrando que ocorre algum problema na captagdo dos odcitos para o oviduto em
¢guas superovuladas, sendo percebido apenas a formacao de um grande coagulo que poderia impos-
sibilitar a captagdo dos odcitos pelas fimbrias. Contudo, no grupo de éguas superovuladas, as que
responderam com menos de 3 ovulagdes apresentaram taxa de recuperagdo de oocito no oviduto
simular a obtida no grupo controle (80%).

Em busca de desenvolver uma terapia que permita uma maior taxa de embrides recuperados
por ovulagdo tem sido proposto baixas doses de EPE (6 mg) ou de FSH-e (5mg), ambos com uma
unica dose ao dia, demonstrando eficacia de tal procedimento (FARINASSO, 2004; ARAUJO et
al., 2009).

Farinasso (2004) ¢ foi pioneiro na indugao de multiplas ovulagdes utilizando baixa dose de
EPE. Utilizando éguas no diestro (6 a 9 dias), as éguas foram induzidas ao cio com PGF», e subme-
tidas ao tratamento didrio com baixa dose de EPE, por via intramuscular, at¢ o momento em que um
ou mais foliculos atingissem 35 mm de didmetro. Foram testados trés doses de EPE 2, 4 e 6mg.
Apenas as doses de 4 e 6 mg, duas vezes ao dia, elevaram a taxa de ovulagdo em relacdo ao grupo
controle e promoveram aumento significativo de ovulagdes duplas e triplas em 76,9% dos ciclos
tratados. Para o tratamento com 6 mg foi obtida a média de 1,84 + 0,75 embrides/ciclo. Desta for-
ma, o protocolo garantiu um embrido/lavado, o que pode tornar o uso de EPE economicamente via-
vel.

A observacgdo que a taxa de recuperagdo embrionaria por ovulagdo ¢ mais alta em éguas com
3 ou menos ovulacgdes indica que a utilizagdo de baixa dose de EPE ou de FSH-e, aponta ter uma
resposta ovariana menor, o que parece ser o melhor modo para progredir o nimero de embrides
produzidos em programas de TE (ALVARENGA et al., 2008). Para Araujo et al. (2009) realizando-
se um leve ajuste na dose e na frequéncia de administragdo do FSH-e, juntamente com a selegdo de
animais, baseando-se na populagao folicular, serd constantemente possivel induzir ovulacdes duplas
e triplas, com recuperagdo de embrido satisfatoria, a um custo inferior aos protocolos
superovulatorios convencionais.

O tratamento com Gnrh vinha sendo descrito como capaz de induzir ovulagdo em éguas em
anestro, fora da época reprodutiva (GINTHER e BERGFELT, 1993). No entanto, quando em esta-
¢do de monta, este hormonio nao apresentava relatos de eficacia na indugdo de ovulagdes multiplas
(HARRISON et al., 1990; HARRISON et al., 1991). Porém, resultados recentes de Nagao et al.
(2010), revolucionam as perspectivas quanto ao uso deste  hormonio, ao relatarem a indugdo de
ovulacdo dupla, utilizando, baixa dose de GnRH, obtendo um percentual de 85%, de éguas com
pelo menos duas ovulagdes por ciclo, com um namero de ovulagdes por ciclo (26/48) e a por-

centagem de embrides recuperados por ciclo (55% / 90%), para controle e tratados, respectivamen-
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te, o que ¢ confirmado por Azevedo et al. (2015), que obteve um percentual de éguas com ovula-
coes multiplas 86,66% no grupo tratado, com uma média de recuperagdo embrionaria 1,066 +

0,497; um percentual de recuperagdo embrionaria por lavado de 80% no grupo tratado.

3.5- Ultrassonografia Doppler:

3.5.1- Historico e fundamentos da técnica Doppler

Em 1842, Christian Johann Doppler descreve a situacdo na qual uma fonte de ondas
(sonoras ou eletromagnéticas), que estd em movimento em relagdo a um receptor, altera a
frequéncia de onda durante este processo, aumentando a frequéncia durante a aproximagao da fonte
e diminuindo durante o seu distanciamento. Assim, na ultrassonografia, o chamado efeito Doppler
pode ser definido como sendo o principio fisico no qual se verifica a alteragdo da frequéncia das
ondas sonoras refletidas quando o objeto (corpo) refletor se move em relagdo a uma fonte de onda
sonora (KAWAKAMA et al., 1993).

Quando se trata de um som audivel, o efeito Doppler ¢ um fenomeno natural observado em
nosso cotidiano, como por exemplo, o som da buzina de um carro movimentando-se em relagdo a
uma pessoa parada. O efeito Doppler ¢ baseado na frequéncia Doppler, que ¢ a diferenga entre a
frequéncia de ecos recebidos e ecos emitidos pelo transdutor sendo o referencial estatico o transdu-
tor, ¢ a hemacia o objeto em movimento, que ira gerar a diferenga entre a frequéncia de ecos emiti-
dos e recebidos (GINTHER e UTT, 2004).

A diferenca entre a frequéncia do som transmitido (ft) e a daquele refletido (fr) ¢ chamada
deslocamento de frequéncia Doppler (fd) (SZATMARI et al., 2001). Se o sentido do fluxo
sanguineo fr na direcdo do transdutor, entdo a fd serd positiva, isto €, o eco retornado terd uma
frequéncia mais alta. Se a dire¢do do fluxo sanguineo for ao sentido contrario ao do transdutor,
entdo a fd serd negativa (isto ¢, a frequéncia do ultrassom refletido ¢ mais baixa do que aquela
transmitida). Assim, a velocidade de aproximacdo do objeto serd a componente vetorial do
movimento paralela ao feixe sonoro, proporcional ao co-seno do angulo de aproximagdo (CERRI,

1998).
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Figura 3: Esquema da variacao das ondas sonoras transmitidas ¢ emitidas pelo transdutor em: A — objeto
imovel — reflete a onda com a mesma frequéncia que foi emitida, B — objeto com movimentagdo em diregdo
ao transdutor — reflete a onda com frequéncia maior que a emitida, C — objeto com movimentagdo em dire-
¢do contraria ao transdutor — reflete a onda com frequéncia menor do que a emitida. Fonte: CARVALHO

(2009).

Esta técnica apresenta diferentes modos de a¢ao, que podem ser escolhidos de acordo com a
area alvo de interesse: 0 modo Doppler - espectral e 0 modo Doppler - colorido. O modo Doppler -
espectral ¢ utilizado para avaliagcdo das velocidades, da pulsatilidade e resisténcia do fluxo sangui-
neo, de uma artéria especifica. Nesta andlise € necessario posicionar o cursor inteiramente sobre o
lumen do vaso sanguineo, para a mensuracao das velocidades e producao de um grafico espectral.
As alteracdes de frequéncia e amplitude do fluxo sanguineo sdo exibidas em forma de ondas, e cada

onda representa um ciclo cardiaco CARVALHO (2009).

Figura 4: Imagem ultrassonografica Doppler - modo espectral, de uma artéria localizada no mesométrio
uterino. O cursor Doppler (Verde) esta posicionado sobre o limen do vaso sanguineo para obtencao de um
grafico espectral. A velocidade do pico sistolico (PSV) e velocidade diastdlica final (EDV) representam a

velocidade maxima e velocidade final de um ciclo cardiaco, respectivamente. Fonte: (Arquivo pessoal).
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O ponto mais elevado no tracado do grafico gerado no modo espectral- Doppler representa a
velocidade méaxima do fluxo sanguineo no pico sistélico (PSV), enquanto o ponto mais baixo,
anterior ao inicio do préximo ciclo cardiaco, representa a velocidade do fluxo sanguineo no pico
diastolico final (EDV). A velocidade méxima média (TAMV) ¢é gerada pelo calculo da média de
todas as velocidades méaximas dividida pelo tempo de duragdo do ciclo (GINTHER, 2007).

A angulacdo entre a intersec¢ao dos ecos emitidos pelo transdutor com o movimento das
células sanguineas ¢ denominada angulo Doppler ou angulo de insonagdo. Este angulo deve estar
entre 30 e 60 graus para produzir um grafico espectral com valores das velocidades do fluxo
sanguineo confiaveis, durante o exame Doppler - espectral (GINTHER e UTT, 2004). Entretanto, a
determinagdo do angulo Doppler em vasos uterinos e ovarianos de pequeno calibre ¢ dificil por
apresentarem grande tortuosidade (SILVA et al., 2006).

Os indices Doppler sio uma alternativa para minimizar os erros de mensuragdo das
velocidades do fluxo sanguineo, por ndo dependerem do angulo de insonagdo (GINTHER, 2004).
Os indices de resisténcia (RI) e pulsatilidade (PI) sdo gerados pelas equagdes [(PSV-EDV) /PSV)]
e [(PSV- EDV) /TAMYV)], respectivamente, € sdo especialmente tteis em mensuragdes de fluxo
sanguineo de vasos de pequeno calibre e tortuosos, que ndo permitem a estimacao dos valores reais
do fluxo sanguineo. Estes indices expressam a relagdo entre a extensdo da resisténcia (RI) e exten-
sao da pulsatilidade (PI), e apresentam uma relagdao inversamente proporcional com a perfusao vas-
cular (PV) (ACOSTA et al., 2004a; GINTHER, 2004).

O modo Doppler - colorido ¢ utilizado para andlise de estruturas ou 6rgdo como um todo,
permitindo uma avaliagdo geral da perfusdo sanguinea (SILVA, 2010). A area de fluxo sanguineo ¢
exibida em pontos coloridos sobrepostos em uma imagem ultrassonografica em modo-B, em campo
total de visdo ou em uma area delimitada pelo operador (box). Este modo apresenta duas fungdes: a
Color - Flow e Power - Flow (GINTHER, 2007).

A funcao Color — Flow representa a Perfusdo Vascular (PV) da estrutura em duas cores: azul
e vermelha, baseada no sentido do movimento em relacao ao transdutor. As hemaécias que se afas-
tam ou se aproximam do transdutor sao expressas nas cores azul e vermelha, respectivamente. A
tonalidade da cor indica a velocidade do fluxo, sendo que tons claros representam maior velocidade
do fluxo sanguineo (GINTHER, 2004).

A funcdo Power - Flow, que devido a maior sensibilidade, permite uma avaliacdo mais
precisa de vasos sanguineos com menor didametro ou baixo fluxo de sangue, que muitas vezes nao
sdo perceptiveis na fungdo Color - Flow. As imagens do fluxo sanguineo sdo exibidas em escala de
uma cor ou mais cores e, a intensidade da cor varia de acordo com a velocidade do fluxo sanguineo

(GINTHER, 2007).
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A avaliacdo da imagem nos modos Color-Flow e Power-Flow pode ser feita de forma obje-
tiva ou subjetiva. Na avalia¢dao objetiva uma imagem com vascularizagdo maxima ¢ escolhida e os
pixels coloridos contados por programas de computador, fornecendo uma medida quantitativa da
perfusdo. Tendo como desvantagem trabalhar com apenas uma imagens e ndo fazer avaliagdo em
tempo real. Uma vez que a determinagdao da imagem a ser mensurada ¢ feita pelo avaliador, pode
haver influéncia neste momento, ou a imagem nao ser demonstrativa de toda a area do 6rgao alvo
(GINTHER, 2007).

A avaliacdo subjetiva no qual escores de avaliagdo sdo dados para a vascularizagdo, sendo a
minima 1 e a maxima 4. Este método facilita a identificagdao do perfil e a analise estatistica durante
um periodo e entre os grupos experimentais, tendo como desvantagem a subjetividade, porém tendo
como grande vantagem em tempo real e de forma pratica (GINTHER, 2007; FERREIRA e MEIRA,
2011).

3.6 - Fornecimento de Sangue Genital na égua:

3.6.1 - Artéria Uterina

O utero recebe sangue do ramo uterino da artéria ovariana, uma fonte principal da artéria
uterina, € o ramo uterino da artéria vaginal (Figura 6). A artéria uterina origina a partir da artéria
iliaca externa na égua. A aorta continua como um tronco comum de alguns centimetros entre as
origens das artérias iliacas internas e externas. Apos o mesométrio a artéria uterina constitui um

ramo cranial e caudal (GINTHER, 2007).

3.6.2 - Artéria Ovariana
A artéria ovariana sai da aorta, como mostrado na Figura 6, corre dorsalmente ao longo da
parede abdominal, e entra no mesovario. A artéria direita atravessa ao longo da veia cava ventral. A

artéria do ovario passa ao longo da face craniana do mesovario. Em éguas artéria ovariana ¢ de
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poucos centimetros caudal a veia utero - ovariana relativamente simples de ser localizado. O ramo
uterino da artéria ovariana ou anastomose utero - ovariana ¢ altamente varidvel entre os individuos e
os lados (GINTHER, 2007). A descricdo detalhada do local de artérias uterinas e ovarianas,

utilizando ultra-som Doppler sao revisados por Ginther (2007).

MARE p— S —

A

Figura 6: Visdo Lateral do suprimento sanguineo arterial no trato genital da égua. Legenda: cvc V. cava
caudal; dca A. circunflexa ilio profunda; eia A. iliaca externa; iia A. iliaca interna; ipa A. pudenda interna; oa
A. ovariana; ov V. ovariana; ua A. uterina; uboa R. uterino para A. ovariana; ubva R. uterina para A. vaginal;

va A. vaginal. Fonte: (GINTHER 2007).

3.7- Fluxo sanguineo ovariano durante o ciclo estral na égua:

A caracterizagdo da PV (perfusdo vascular) ovariana durante ciclo estral de éguas foi
realizada por Bollwein et al. (2002), baseado nos valores de PI, obtidos por meio da avaliagdo
ultrassonografica Doppler modo-espectral da artéria ovariana. Neste estudo observou-se que
durante a fase de diestro, os ovarios que possuiam o CL, apresentaram maior fluxo sanguineo,
enquanto no estro nao foi observada diferenca entre o fluxo sanguineo entre os ovarios.

Entre DO e D2 os valores de PI da artéria ovariana ipsilateral ao CL apresentam-se altos
(BOLLWEIN et al., 2002). Periodo este correspondente a formagdo do corpo hemorragico e a um
processo de vascularizacdo ainda incompleto, por meio da andlise histopatoldgica (AL-ZI’ABI et
al., 2003). Apos este periodo, ocorre um decréscimo dos valores do PI até D6, representando o
aumento na perfusdo sanguinea ovariana. A partir de entdo, os valores de Pl aumentam lentamente
durante a fase progesterOnica intermedidria, apresentando valores maximos no D15 (Figura 7;

BOLLWEIN et al., 2002).
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Figura 7: Média (+e.p.m), para o PI das artérias ovarianas ipsi (®) e contralateral (o) ao foliculo dominante
ou CL, durante o ciclo estral de éguas com ovulagdes espontaneas (D0=dia da ovulagdo) Fonte: Bollwein et
al, (2002).

Inicialmente, as avaliacdes da hemodinamica do trato reprodutivo eram realizadas por meio
de mensuragdes da artéria uterina ¢ ovariana (BOLLWEIN et al., 2002; BOLLWEIN et al., 2003).
As artérias de grande calibre como a artéria uterina e ovariana permitem um exame mais rapido e
facil, porém, se ramificam e irrigam outros tecidos além do utero e ovario. Além disso, podem ficar
relativamente distantes da drea de interesse, como por exemplo, de estruturas ovarianas como
foliculos e CL. Desta maneira, ¢ possivel que haja influéncia de outros fatores nos valores das
velocidades do fluxo sanguineo das artérias de grande calibre, e nao apenas alteracdes relacionadas
aos eventos que ocorrem no ovario e utero.

Neste contexto, novas pesquisas tem mostrado um novo método de avaliagdo do trato
reprodutivo. O estudo da PV uterina tem sido realizado diretamente na area alvo de interesse, por
meio da avaliacdo de vasos presentes no miométrio, endométrio e mesométrio (FERREIRA et al.,
2010). A mesma metodologia tem sido utilizada para estudo de estruturas ovarianas, como foliculos
e CL, por meio da avaliacdo de vasos presentes na parede folicular (GASTAL et al., 2006a; SILVA
et al., 2006) ou no tecido luteal (GINTHER et al., 2007).

3.8 - Avaliac¢ao do ciclo estral por ultrassonografia Doppler:
3.8.1- Deteccao do inicio do ciclo estral:

A deteccdo precoce do inicio da atividade ciclica ¢ uma ferramenta valiosa no manejo
reprodutivo de equinos, pois possibilita uma maior produg¢ao de embrides ao longo da estagdao de
monta ¢ evita a realizagdo de coberturas e tratamentos indutores de ovulacdo desnecessarios.
Através da US Doppler, ¢ possivel determinar o potencial ovulatorio de foliculos dominantes

durante o periodo de transicdo de primavera (ACOSTA et al., 2004a).
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O periodo de transi¢do ¢ caracterizado pela presenga de ondas foliculares menores e/ou
ondas maiores anovulatorias. Acosta et al. (2004a) demonstraram que o diametro maximo ¢ a taxa
de crescimento folicular ndo sdo bons indicadores do status ovulatorio de foliculos durante o
periodo de transicdo, ao contrdrio da vascularidade da parede folicular. Foliculos dominantes
ovulatdrios apresentam um aumento progressivo da vascularizagdo a partir da divergéncia folicular,
enquanto que foliculos anovulatérios apresentam baixa vascularizagdo independente de seu
didmetro.

Acredita-se que esta vascularizacdo diminuida de foliculos maiores anovulatérios esteja
relacionada com a baixa concentragao sérica de LH durante o periodo de transi¢do. Esta deficiéncia
de LH resultaria na baixa concentragao de fatores intra - foliculares, como estradiol, fator de cres-
cimento endotelial vascular (VEGF) e inibina (GINTHER et al., 2003). As baixas concentragdes de
estradiol e inibina resultam no aumento na concentragcdo sérica de FSH e continuo crescimento
folicular, enquanto que a baixa concentracdo de VEGF ocasiona disturbios na angiogénese das
células da parede folicular (GINTHER, 2007).

No que diz respeito ao fluxo de sangue do foliculo pré-ovulatorio, estudos recentes t€ém
mostrado um aumento didrio na vascularizagdo da parede do foliculo dominante enquanto
amadurece e se aproxima o dia da ovulacdo (GASTAL et al., 2006a, 2007a; PALMER et al., 2006;
GINTHER et al., 2009).

Area de fluxo sanguineo ja era menor em foliculos anovulatérios dominantes do que para
foliculos ovulatérios estas determinagdes de fluxo de sangue comecaram antes dos 25 mm
(GINTHER et al., 2004b). A este respeito, as alteracdes vasculares pré-ovulatorias foram compara-
das entre as primeiras e posteriores ovulagdes do ano em 40 éguas ponei durante 6 dias antes da
ovulagdo. Embora a area de fluxo de sangue aumentado para o foliculo no dia da ovulacdo em am-
bos os grupos, os resultados demonstraram que a vasculariza¢ao do foliculo e do surgimento de LH
foram atenuadas no que precede a primeira ovulagdo do ano, sem qualquer indicagdo de que o es-
tradiol esteja envolvido nas diferengas entre as primeiras e posteriores ovulagoes (GASTAL et al.,
2007a).

Nos mamiferos, um foliculo pré-ovulatério é constituido por um antro cheio de liquido
encapsulado progressivamente (de dentro para fora) por granulosa, teca interna, e camadas da teca
externa (HUNTER, 2003). O extrato granuloso avascular ¢ separado a partir das camadas
vasculares da teca por uma membrana basal. A teca interna ¢ uma camada de células glandulares
que se misturam com um rico plexo capilar. A teca externa ¢ mais fibrosa, mas contém uma rede
importante de arteriolas e vénulas. A medida que o foliculo amadurece, a expansio dos vasos e ca-
pilares da teca envolve a formagdo de novos vasos, bem como a dilatagdo dos vasos existentes

(FAMILIARI et al., 1991).
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Estudo realizado em éguas ciclicas, ou seja, que apresentam atividade reprodutiva que
culminem na ovulacdo, descreve que o futuro foliculo ovulatério apresenta um aumento progressivo
de vascularizagdo um dia antes da divergéncia até o dia da ovulagdo (OV). Enquanto foliculos
subordinados apresentam baixo fluxo sanguineo ao longo de todo o ciclo (ACOSTA et al., 2004b).

Alteragdes na ecotextura detectdveis em escala de cinza e Color — Doppler do fluxo
sanguineo podem ser detectaveis na parede do futuro foliculo dominante, 1 ou 2 dias antes do inicio
da divergéncia folicular haver alteragdes em didmetro em éguas (ACOSTA et al., 2004b). Depois
disto, como o amadurecer folicular e a ovulag@o se aproximando, varias mudangas na ultrassonogra-

fia podem ser vistas na parede do foliculo pré-ovulatorio.

3.8.2 - Dominancia Folicular:

Orlandi (2008) demonstrou que ao iniciar a superovulagdo (SOV) préximo ao momento da
divergéncia folicular (20-23mm) ¢ possivel reduzir o tempo de tratamento mantendo a taxa de
OV/égua. Como descrito anteriormente a divergéncia ¢ precedida por alteragdes vasculares, e ¢
provavel que a US Doppler possa ser uma ferramenta util para determinar o momento ideal para o
inicio de tratamentos superovulatorios. Entretanto, estudos a esse respeito ainda se fazem
necessarios.

Em um estudo de Acosta et al., (2004b), observando as alteragdes vasculares associadas ao
inicio do desvio folicular, o futuro foliculo dominante foi avaliado por ultrassonografia com Color -
Doppler transretal até o foliculo ter cerca de 30 mm (4 dias antes da ovulagdo). Os resultados
demonstraram que o desvio no fluxo de sangue entre os dois maiores foliculos ocorreu 1 ou 2 dias
antes de desvio de didmetro durante a selecdo do foliculo em éguas. Esta conclusdo ¢ compativel
com uma demonstracdo anterior de Gastal et al., 1999, de que uma banda circundante anecodica na
camada da granulosa do foliculo dominante comec¢a a expandir-se diferentemente entre os dois

maiores foliculos um dia antes do inicio do desvio de diametro.

3.8.3 - Predicao de Ovulacio:

Ao inseminar éguas com sémen congelado ¢ imprescindivel determinar a iminéncia da OV
para que o depdsito do sémen seja realizado o mais proximo possivel do momento da liberagdo do
oocito (SAMPER et al., 2007). A US Doppler acrescenta novas informagdes quanto a maturagao
folicular final e a proximidade da OV, podendo ser utilizada para o acompanhamento do
desenvolvimento folicular de éguas doadoras de embrides, principalmente quando se utiliza sémen
congelado.

Previsao de ovulacdo em éguas ¢ uma meta desejavel para a induastria equina e para fins de

pesquisa. Atualmente, existem agentes hormonais, como gonadotrofina coridnica humana (HCG), o
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hormonio liberador de gonadotropina (GnRH), e LH equino recombinante (LHRH), que podem
induzir a ovulagdo na maioria éguas (60 a 90%) dentro de um tempo previsivel apds o tratamento
(de 24 a 48 horas); no entanto, ha uma propor¢ao de éguas (10 a 40%) que ndo respondem em
tempo habil a administragdo destes hormonios. Portanto, independentemente do uso ou ndo de
tratamento hormonal, existem varias situagdes praticas que necessitam da previsdo da ovulacao
iminente dentro de 24 horas ou mesmo dentro de algumas horas (GASTAL e GASTAL, 2011).

De acordo com Pierson e Ginther (1985) e Gastal et al. (2006a), ¢ possivel predizer o mo-
mento da ovulacdo através da US modo-B, levando-se em consideragdo alteragdes morfoecogénicas
do foliculo dominante. Adicionalmente, a US Doppler surge com um método complementar para
predizer com maior precisdo o momento da ovulagdo em animais de grande porte.

Alteragdes na forma do foliculo de esférico para ndo esféricas pode ser notado a partir de 3
dias antes da ovulacdo, com a frequéncia mais elevada que ocorre dentro de 24 a 12 horas antes da
ovulacdo (GASTAL et al., 1998).

Em um estudo recente, perda da forma esférica foi associado a diminui¢ao da turgescéncia
foliculo, indicado pela pressao do transdutor ocorreu principalmente entre as ultimas 24 a 12 horas
antes da ovulacdo (GASTAL et al., 2006b). O aspecto da subjetividade para a avaliacdo das
caracteristicas anteriores podem produzir resultados diferentes entre os operadores que podem ser
pelo menos em parte atribuivel aos critérios utilizados para diferenciar entre os foliculos e variagdes
esféricas e nao esféricas e na pressao do transdutor (GASTAL et al., 1998).

Caracteristicas discretas e qualitativas, detectadas por modo B t€ém sido descritas para o
foliculo pré-ovulatério e podem ser tteis para predizer o momento da ovulagdo, sem a necessidade
de avaliar o progresso quantitativo. Estas caracteristicas incluem o seguinte: 1) Diminuicao da
turgidade do foliculo sob pressdo do transdutor (CARNEVALE et al., 1988); 2) perda de forma
esférica (PIERSON e GINTHER, 1985); 3) superficie interior irregular da granulosa denominado
serrilhado (GINTHER et al., 2007); 4) formato do foliculo fino apical em forma de cone ou do
mamilo (futuro local ovulagdao) (PIERSON e GINTHER, 1985); 5) segmentos aparentes destacadas
de granulosa ou na parede do foliculo (CARNEVALE et al., 1988); 6) pontos ecéicos flutuantes no
antro folicular (CARNEVALE et al., 1988).

O futuro foliculo ovulatorio apresenta um aumento progressivo na vascularizacdo até o dia
da ovulagao (OV) (ACOSTA et al., 2004b). Gastal et al. (2006b) avaliou as variagdes de fluxo
sanguineo folicular durante as 36 horas que antecedem a OV espontanea ou induzida com HCG,
demonstrando que, em casos de OV espontanea, o fluxo sanguineo folicular ¢ maximo (80 a 90%
da parede folicular apresenta pontos coloridos durante o exame ultrassonografico entre as horas 36
e 12 que antecedem a OV, e que a quantidade de pixels coloridos Doppler diminui abruptamente

durante as ultimas quatro horas pré - OV. Ja a vascularizacdo do foliculo dominante de éguas



22

tratadas com HCG aumenta progressivamente durante as primeiras 24 horas pds-tratamento e
diminui nas quatro ultimas horas pré-OV, de forma semelhante ao observado em casos de OV
espontanea.

Considerando que o foliculo de éguas induzidas com HCG apresentam um aumento na
perfusdo sanguinea nas primeiras 24 horas e ovulam em média entre 36 e 42 horas pos-tratamento
(GASTAL et al., 2006b), a US Doppler permite a avaliacdo precoce da eficacia de tratamentos

indutores de ovulagao.
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Figura 8: Representagdo esquematica da proposta de modelo de trabalho, ilustrando a relagdo entre o fluxo
sanguineo do foliculo pré-ovulatorio e serrilhado da granulosa para éguas com uma ovulagdo normal versus

uma ovulacdo septada prolongada. Fonte: GASTAL, (2011).

Em ovulag¢des normais, o fluxo sanguineo foliculo atinge o seu maximo, 24 horas antes da
ovulacdo e comeca a diminuir significativamente ao longo das 6 horas antes da ovulagdo. Durante
as horas antes da ovulagdo, a serrilha da granulosa aparece na parede e estd associada com sinais de
fluxo de sangue na base do foliculo e do lado oposto a uma zona apical fina e avascular. Em
ovulagdes septadas, o fluxo sanguineo do foliculo continua a aumentar entre 24 ¢ 1 hora antes do
inicio da ovulacdo. Sinais de serrilha e cor de fluxo estdo dispersas por toda a periferia do foliculo,

incluindo um potencial regido apical (GASTAL e GASTAL, 2011).

3.8.4 - Vascularizacio do foliculo pré-ovulatorio em relacio a fertilidade:
A avaliacdo do grau de perfusdo sanguinea de foliculos avaliados por ultrassonografia Do-

ppler colorido ou Power Doppler, tem sido utilizados como nova tecnologia com potencial para a
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producdo de estudos clinicos de hemodinamica ovariana para prever a fertilidade em bovino,
equinos e seres humanos (GASTAL e GASTAL, 2011).

O aumento do fluxo sanguineo do foliculo, juntamente com um rapido aumento de LH na
fase terminal da maturacdo folicular, tem sido associada com a retomada da meiose e da realizagao
da maturac¢do dos odcitos. Maior vascularizacdo do foliculo pré-ovulatério tem sido associada com
maior diametro do foliculo, a maior taxa de recuperagdo de odcitos, a maior taxa de recuperacgao de
odcitos maduros a maior taxa de fertilizacdo in vitro em éguas (GINTHER et al., 2007) e em
novilhas (SIDDIQUI et al., 2009a) bem como o incremento da taxa de prenhez em ¢guas (SILVA et
al., 2006) e em novilhas (SIDDIQUI et al., 2009a). Tendo em vista estes achados encontrados em
¢guas e em outras espécies, a avaliagdo do fluxo sanguineo folicular demonstra-se um parametro
importante na fertilidade do odcito.

Os estudos utilizados Color e Power - Doppler indicou que o fluxo de sangue do foliculo foi
maior em éguas (SILVA et al., 2006) e novilhas (SIDDIQUI et al., 2009a) que ficaram prenhas. Em
ambos os estudos, as ¢éguas e novilhas foram previamente tratadas com HCG e GnRH,
respectivamente, para induzir a ovulagdo. O fluxo sanguineo do foliculo foi avaliado no momento
do tratamento da monta natural ou inseminagdo artificial. Foram encontradas diferengas estatisticas
entre os animais que ficaram prenhes e ndo prenhes em cada estudo.

No estudo de Silva et al. (2006), ecogenicidade em modo B, a espessura da camada granulo-
sa ¢ a proeminéncia da banda anecoica abaixo da granulosa aumentou de forma semelhante em am-
bos os grupos de prenhes e ndo prenhes. Um aumento no didmetro do foliculo e porcentagem de
circunferéncia foliculo com sinais Color Doppler foi maior entre o tempo de tratamento HCG (hora
0) e inseminacao artificial (30 horas) no grupo de prenhes que no grupo nao prenhes. Medi¢oes Es-
pectral - Doppler foram feitas no sinal de cor da artéria ovariana mais proeminente.

Siddiqui et al. (2009a), investigaram o efeito de uma dose de indu¢do de ovulagdao de HCG,
em grupos com presen¢a de anticorpos anti - HCG sobre o fluxo sanguineo do foliculo pré-
ovulatorio, maturidade e a qualidade dos odcitos recuperados as 30 horas pos-tratamento. A percen-
tagem de parede do foliculo com sinais de fluxo de sangue era inferior no grupo positivo para anti-
corpos do que no grupo negativo. A taxa de recuperagdao do oocito (62%, 37/60) entre 0 HCG anti-
corpo-positivas (44%) e éguas negativas (68%) tendem a ser diferentes. O grupo positivo para anti-
corpos teve o6citos menos maduros e mais atipicos que o grupo anticorpos negativos.

Estudos em éguas apontam a hipdtese de que o maior fluxo de sangue para o foliculo pré-
ovulatorio € associado com maior foliculo e as taxas de maturagao do oocito, recuperacao de odci-
tos, indices de qualidade, e taxas de prenhes. Resultados semelhantes foram observados no estudo
de novilha (SIDDIQUI et al., 2009a), o que demonstra que os foliculos pré-ovulatérios altamente

vascularizados sdo mais susceptiveis de ser associados com maiores taxas de prenhez.
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3.8.5- Luteogénese, Funcionalidade e Perfusdo Vascular:

A formacao do CL apds a ovulagao ¢ resultado de um dindmico e complexo processo de
luteinizacao das células do foliculo, regulado por luteotrofinas (FERREIRA-DIAS e SKARZYNS-
KI, 2008; SKARZYNSKI et al., 2008), essencial para sintese da progesterona (MURPHY, 2004).
Esta glandula transitoria torna-se inica no ovario de mamiferos e ¢ essencial para que a gestacao
possa se estabelecer (MIYAMOTO et al., 2009).

Logo apds a ovulacdo, ocorre uma desestruturagdo e reorganizagdo da parede folicular,
ruptura da membrana basal ocorrendo uma invasdo de fibroblastos e vasos sanguineos da teca
interna para o corpo luteo em desenvolvimento ao mesmo tempo em que ocorre a hipertrofia das
células da granulosa (BERGFELT, 2009; GASTAL, 2011).

A luteinizacdo envolve a morfogénese estrutural e funcional das células da granulosa
produtoras de estrogeno para células luteais produtoras de progesterona (MURPHY, 2004; BERG-
FELT e ADAMS, 2007; BERGFELT, 2009).

No inicio do diestro, as células luteais produtoras de progesterona estdo em intensa mitose
(AGUILAR et al., 2006). A maioria das células que estdo em proliferacao durante o processo de
formagdo do novo CL sdo células endoteliais que se encontram em condi¢des de hipoxia. Por isso
uma intensa angiogénese regulada por fatores angiogénicos, como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) produzido pelas proprias células luteais se inicia (AL-ZI’ ABI et al., 2003).

Durante os dias 0 e 5 pos - ovulacao (diestro inicial) ocorre uma maturagdo funcional do CL,
evidenciada por um aumento progressivo das concentragcdes de progesterona circulantes, sendo
funcional por cerca de 14 a 15 dias durante o ciclo ndo fertilizado, até sofrer lutedlise (SAMPER et
al., 2007). Ginther et al., (2007) detectaram um decréscimo 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 ¢ atingido (AGUILAR et al., 2006). Ap6s o dia 9,
¢ iniciada a regressao funcional do CL, que se caracteriza por diminui¢do progressiva dos niveis de
progesterona, do didmetro, area e vascularizacdo do CL e um aumento de sua ecogenicidade. As
mudancas morfologicas do CL antecedem mudangas funcionais tanto na maturacdo como na
regressao (BERGFELT e ADAMS, 2007).

A fossa ovulatoria € o resultado de um rearranjo estrutural unico do ovario equino que ¢
estabelecido antes da puberdade (GINTHER, 1992). Diferente do que ocorre em outras espécies
domésticas. O CL ¢ totalmente contido no estroma ovariano, o que torna a avaliagdo por palpacao
muito dificil e subjetiva. O exame ultrassonografico por sua vez ¢ uma forma imediata e objetiva
(GINTHER, 1995), sendo a abordagem segura para pesquisadores, clinicos responsaveis pelo

manejo reprodutivo, pois permite uma avaliacdo precisa, eficiente e segura do ovario e da glandula
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luteal, além do controle do desenvolvimento e detec¢do de um potencial mau funcionamento
(BERGFELT e ADAMS, 2007).

Desta forma, informagdes morfoldgicas (area, diametro e ecogenicidade luteal) e funcionais
(fluxo sanguineo) tornam-se extremamente uteis, pois t€m alta correlagdo com caracteristicas
endocrinas (produgdo de progesterona) ao longo da maturacdo e regressdo durante o ciclo estral e
inicio da gestagao (ARRUDA et al., 2001; SAMPER et al., 2007).

Conforme a maturacdo do CL ocorre as células luteais aumentam de didmetro, apresentam
nucleo vesiculado e vactiolos pequenos no citoplasma, indicando um aumento de sintese celular e
secrecdo de progesterona. Concomitantemente a estas alteragdes morfologicas e funcionais tipicas
da luteinizagdo, a génese de vasos sanguineos e linfaticos acompanha a invasdao do tecido luteal
pelo estroma. Nesta fase, o tecido ¢ mais esparso, as células sdo maiores e secretoras ¢ o 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 regressdo luteal ¢ caracterizada por uma
ecogenicidade aumentada novamente durante o final do diestro (GINTHER, 1992).

O corpo lateo ¢ um dos tecidos mais vascularizados do corpo e durante seu rapido
crescimento fisiolodgico, um intenso processo de angiogénese se inicia (ROBERTO DA COSTA et
al., 2005; MULLER et al. 2009) que ¢ essencial para sua formacdo e desenvolvimento, resultando
em uma rede capilar extensa ¢ uma pronta producdo de progesterona pela estrutura recém-formada
(ROBERTO DA COSTA et al., 2005). Sua regressdo, por sua vez, envolve alteracdes e morte
celular por apoptose das mesmas células vasculares que permitiram seu grande crescimento (AL-
ZI’ABl et al., 2003).

A quantidade de capilares ¢ tdo grande que cada célula lutea pelo menos esta em contato
com um dos capilares recém-formados (DHARMARAJAN et al., 1985.). Exemplificando esta
proximidade, 59% das células luteais estavam diretamente adjacentes a um capilar e 37% adjacente
ao tecido intersticial préximo a um capilar. Essa proximidade otimiza a funcdo da glandula
endocrina tempordaria de sintese de progesterona, pois fornece precursores necessarios € uma efici-
ente distribui¢do da progesterona produzida para a circulagao (AL ZI’-ABI et al., 2003).

Um aumento na area de microvascularizagdo do CL nas fases iniciais € 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 diminui¢do das areas vasculares pode ser explicado por uma diminui¢do no limen do vaso
sanguineo e contracdo do vaso, tendo aspecto de anéis concéntricos (FERREIRA-DIAS e SKAR-
ZYNSKI, 2008). Essa reducao no didmetro vascular pode levar a uma diminui¢ao do fluxo sangui-
neo, e iniciar ou acelerar o processo de regressdo do CL. No corpo albicans ocorre a oclusdo dos
vasos que desaparecem junto com a estrutura em regressdo, reduzindo seu numero e densidade

(FERREIRA-DIAS e SKARZYNSKI, 2008).
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Uma série de fatores anti-angiogénicos provavelmente exercem fung¢do na regressao do CL e
modulacdo da angiogénese como a angiostatina, endostatina, trombospondina e fator plaquetario
quatro. Alguns destes fatores anti-angiogénicos podem participar também da formagdao do corpo
luteo para garantir que ndo ocorra uma vascularizagdo excessiva e mediar apoptose durante a
regressao 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 ¢ SKAR-
ZYNSKI, 2008).

Por ser uma das partes mais vascularizadas do corpo na égua, a avaliacdo do fluxo sangui-
neo do CL pode ser usada como indicador de integridade fisioldgica no ovario (BERGFELT e
ADAMS, 2011). O fluxo sanguineo do recém-formado corpo luteo foi avaliado utilizando
ultrassonografia modo B e Color Doppler (GINTHER et al., 2007). Neste estudo, trés regides dife-
rentes foram escancadas a cada 12 horas até o dia 6 do ciclo, sendo elas o ter¢o basal, médio e
apical. O inicio da vascularizacdo do corpo liteo apds a ovulagcdo ocorreu na base, onde alguns
vasos do foliculo permaneceram. Notou-se entdo um padrao de vascularizagao crescente da base em
dire¢do ao apice ao longo dos 6 primeiros dias pds - ovulagdo (GASTAL, 2011).

Bollwein et al., 2002 e Ginther et al., 2007 detectaram um aumento progressivo nas concen-
tracdes plasmaticas de progesterona e porcentagem de fluxo sanguineo no corpo liteo até niveis
maximos durante a primeira semana apds a ovulacao. Este padrao ocorreu nas éguas com ovulagdes
denominadas de ovulagdes normais. Nas éguas com ovulacdes 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 vascularizagdo do novo corpo luteo

(GASTAL, 2011).
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Figura 9: Média (e.p.m) para area luetal, area de fluxo sanguineo luteal e concentragdo plasmatica de pro-
gesterona durante o ciclo estral de éguas com ovulagdes espontaneas. Asteriscos indicam aumento ou de-
créscimo significativo (P<0,05) dentro de cada momento. Dia 0 = dia da ovulagdo. Fonte: Ginther et al.,
(2007).
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Um aumento no fluxo sanguineo acontece entre os dias 0 e 5 pds - ovulacdo (BERGFELT e
ADAMS, 2011). De acordo com Bollwein et al. (2002), o nimero médio de pixels por imagem de
CL atingiu valor maximo no dia 5, diminuiu entre 7 ¢ 15 pos - ovulagdo, sendo associado com a
regressao luteal. Entre os dias 5 e 7 pos - ovulacdo atingem-se as maiores concentragdes circulantes
de progesterona, maxima vascularizacdo e minima ecogenicidade. Do 5° dia em diante, a vasculari-
zagdo do CL comeca gradualmente a diminuir (BERGFELT e ADAMS, 2007; GINTHER et al.,
2007b).

A partir do 10° dia pds - ovulagdo, uma queda na progesterona indica regressao funcional do
CL, em conjunto com uma diminuicdo do didmetro e 4rea, e reducdo no fluxo sanguineo
(GINTHER et al., 2007b; BERGFELT e ADAMS, 2011).

As concentragdes 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 niimero e tamanho das células luteais, que
aumentam no decorrer do desenvolvimento luteal (NISWENDER et al., 2000).

Com o evento da ovulacao, tanto estradiol como inibina caem no inicio do diestro (BERG-
FELT, 2009). Ocorre um aumento imediato de progesterona no momento da ovulacdo, iniciando-se
a fase luteal e ¢ acompanhada por um aumento dos receptores de progesterona e proliferacdo de
c€lulas luteais grandes até o meio da fase luteal (ROBERTO DA COSTA et al., 2005).

ApoOs a ovulacdo ocorrem aumentos periddicos de baixa magnitude de LH que serdo
luteotroficos e garantirdo o desenvolvimento e manutengdo do CL, e resultam no aumento das
concentragdes de progesterona. Paradoxalmente, este aumento da progesterona fard com que acon-
tega um “feedback” negativo no LH e consequente diminui¢cdo dos seus niveis até atingirem o nivel
basal novamente ao redor do dia 6 pos - ovulagdo. As concentragdes de progesterona vao aumen-
tando até o dia 8 pds - ovulagdo (GINTHER et al., 2007b; AURICH, 2011). A partir de entdo, as
concentragdes de progesterona diminuem levemente sem o suporte luteotrofico do LH e se mantém
moderada durante o meio e final do diestro (BERGFELT, 2009), quando decrescem até o momento

da lutedlise aproximadamente no dia 14 (AURICH, 2011).
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AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DOPPLER DA VASCULARIZACAO
OVARIANA DE EGUAS SUBMETIDAS A UM PROTOCOLO DE INDUCAO DE DUPLA
OVULACAO
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ovulation
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RESUMO

Objetivou-se induzir ovulagdes multiplas em €guas utilizando baixas doses de GnRH (deslorelina);
avaliar a viabilidade folicular apds tratamento superovulatorio através do acompanhamento
ultrassonografico doppler dos foliculos subordinados e dominante; e detectar alteragcdes vasculares
que precedem o momento da divergéncia. Foram utilizadas seis éguas doadoras de embrido da raga
Mangalarga Machador, com idade entre cinco e dez anos, em plena atividade reprodutiva. O G1
consistiu na aplicag¢ao de 7,5 mg de dinoprost-trometamina e monitoramento diario do ciclo estral
com o Modo-B, acrescentando o uso do Modo-Doppler, uma vez ao dia, a partir de foliculos com
25 mm atéa ovulagdo. A indugdo de ovulagdo e a inseminacao artificial foram realizadas no mesmo
momento, quando o foliculo atingia de 33 a 35 mm de didmetro e edema uterino grau 2 a 3. O G2
diferenciou-se do G1 quando detectado o maior foliculo entre 23 a 25mm e o segudo >18mm,
iniciando-se o tratamento superovulatorio até que o maior foliculo atingisse 33 a 35mm, sendo
realizada neste momento a inducdo de ovulagdo. O percentual de éguas com ovulagdes multiplas no
G1 foi de 0% (0/6) e no G2 foi de 0,833 + 0,372 (5/6) (P<0,05). Taxa de crescimento folicular G1
2,79+0,34, G2 FD 3,37+0,55, G2 F-cD 2,64 + 0,82 (P>0,05). A vascularizacao da parede folicular,
G1FD 31,93 £10,11, G2 FD 31,33 +8,82 e do G2 F-cD 32,54 + 9,23 (P>0,05) e do G1 Fsub, 12,92
+ 0 (P<0,05). Conclui-se que a administracdo de GnRH em baixa dose em doadoras de embrido,
interferiu positivamente no crescimento do foliculo dominante e co-dominante e na taxa de
vascularizagao do foliculo co-dominante, sem haver interferéncia na taxa de crescimento médio de
ambos os foliculos avaliados. Em relacdo as alteracdes vasculares que precedem o momento da
divergéncia, constatou-se que o foliculo subordinado possui menor vascularizagdo um dia antes da
divergencia, ndo apresentando auteracao durante todo ciclo e que o foliculo dominante tem aumento

progessivo da sua vascularizacdao. Desta forma observou-se um aumento na incidéncia de duplas
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ovulagdes, refletindo em uma maior taxa de recuperagdo embriondria por ciclo, permitindo um
incremento na eficiéncia reprodutiva das éguas tratadas em programa comercial de transferéncia de

embrides.

Palavras-chave: Embrido, baixa dose GnRH, Foliculo dominante, foliculo co-dominante, dupla

ovulagao.
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ABSTRACT

It was aimed to induce multiples ovulations in mares using low doses of GnRH (deslorelin);
evaluate the follicular viability after super ovulatory treatment through doppler ultrasound tracking
of the subordinate and dominant follicle; and detect vascular changes that precede the divergence
time. It was used 6 donor mares of Magalargamarchador breed, between 5 and 10 years old, in
reproductive activity. The group one consisted in applying 7,5mg of dinoprost-tromethamine and
dairy monitoringthe estrous cycle with the mode-B, adding the use of Doppler mode, once a day,
from 25mm follicles until the ovulation. The ovulation induction and the artificial insemination
were performed at the same time, when the follicle reached 33 to 35mm of diameter and uterine
edema grade 2-3. The G2 distinguishes from G1 when the biggest follicle was detected between 23
— 25mm and the following >18mm, starting the super ovulatory treatment until the biggest follicle
reached 33-35mm, when ovulation induction was performed. The percentage of mares with multi-
ples ovulations in G1 was 0% (0/6) and in G2 was 0,833 + 0,372 (5/6) (P<0,05).The follicular
growth rate in G1 was2,79+0,34, G2 FD 3,37+0,55, G2 F-cD 2,64 + 0,82 (P>0,05). The follicular
wall vascularization was in G1 FD 31,93 £10,11, G2 FD 31,33 +8,82 and in G2 F-cD 32,54 +£ 9,23
(P>0,05) and G1 Fsub, 12,92 £ 0 (P<0,05). It was concluded that the administration of GnRH in
low doses in donor mares interfered positively at growth of dominant and co-dominant follicles and
at the vascularization rate of the co-dominant follicle, without having any interference at average
growth rate of both assessed follicles. Regarding the vascular changes that precede the divergence
time, it was found that there is a decrease of vascularization at the subordinate follicle, 24 hous
before the divergence, and a increase of vascularization in the dominant follicle. Therefore it was
found an increase in double ovulation rate, reflecting in a highest embryo recovery rate in each cy-
cle, allowing an increase at the reproductive efficiency in mares that were treated in a commercial
program of embryo transference.

Key words: embryo, GnRH low dose, dominant follicle, co-dominant follicle, double ovulation.
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INTRODUCAO

O acompanhamento da dinamica folicular em éguas ¢ realizado rotineiramente por meio da
ultrassonografia convencional, levando-se em consideragdo alteragdes morfoecogénicas (GASTAL
et al,, 1998). Porém, a tecnologia doppler oferece uma nova alternativa para avaliacdo do
desenvolvimento e potencial ovulatério de foliculos dominantes (FERREIRA et al., 2011) devido a
mudancas na hemodindmica ovariana, as quais podem ser detectadas durante todo desenvolvimento
folicular e estdo relacionadas com o remodelamento do tecido ovariano e do sistema vascular
responsavel por sua irrigagao (GINTHER, 2007).

Em éguas, o periodo de transi¢ao ¢ caracterizado pelo desenvolvimento de ondas foliculares
maiores anovulatorias. Nessa fase, foliculos dominantes anovulatérios apresentam taxa de
crescimento ¢ dimensdes semelhantes ao observado durante a estacdo reprodutiva, entretanto, um
aumento progressivo na vascularizagdo a partir da divergéncia ocorre somente em futuros foliculos
ovulatdrios, enquanto foliculos anovulatorios possuem baixa vasculariza¢do independentemente de
seu diametro (ACOSTA et al., 2004).

Acredita-se que isto esta relacionado a diminui¢do na concentracdo de LH resultando em
diminui¢do na concentragdo de estradiol, VEGF e inibina o que promove a um aumento na
concentracdo de FSH e continuo crescimento folicular (GINTHER et al., 2003).

Orlandi (2008), demonstrou que ao iniciar a superovulagao (SOV) préximo ao momento da
divergéncia folicular (20-23mm) ¢ possivel reduzir o tempo de tratamento mantendo a taxa d
OV/égua. Como a divergéncia éprecedida por alteracdes na vascularizagdo folicular, éprovavel que
a US Doppler seja uma ferramenta util para determinar o momento ideal para o inicio de tratamen-
tos superovulatorios. Entretanto, estudos a esse respeito ainda se fazem necessarios.

A inducdo de ovulagdes multiplas na espécie equina nao ¢ um procedimento tdo eficaz
quando comparado a outras espécies domésticas (NISWENDER et al., 2003), devido
principalmente a dois fatores: a anatomia do ovario e a auséncia de um produto que induza
ovulagdes multiplas de forma precisa, resultando em taxas de recuperacdo embrionaria
inconsistentes e abaixo das expectativas (SQUIRES, 2006).

O horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) tém-se tornado uma alternativa para a
inducdo de duplas ovulagdes, haja vista que Ginther e Bergfelt (1990) ao tratar éguas fora da es-
tacdo de monta, por logos periodos com baixa dose de GnRH-A (analogos de GnRH),
demonstraram haver um incremento no numero de ovulagdes duplas em comparacdo ao grupo
controle. Nagao et al., (2010) utilizando baixa dose de GnRH, relatou um percentual de ovulagdes
duplas por ciclo de 85% assim como Azevedo et al., (2015), com 86,66 %, ampliando assim as

possibilidades de uso deste horménio.
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Portanto, objetiva-se induzir multiplas ovulagdes em éguas utilizando baixas doses de
GnRH; avaliar a viabilidade folicular apds tratamento superovulatério através do acompanhamento
ultrassonografico doppler ¢ modo B dos foliculos subordinados ¢ dominante e detectar alteracdes

vasculares que precedem o momento da divergéncia.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante a estagao reprodutiva 2014 e 2015 entre os meses de
setembro a fevereiro, periodo sem incidencia de chuva, na Central de Reprodugdo Equestre,
localizada no municipio de Itabaiana, a uma latitude 7° 19 44" sul e a uma longitude

35° 19" 58" oeste, a uma altitude de 45 metros, situada na regido agreste do estado da Paraiba.

Foram utilizadas seis éguas doadoras de embrido, da raga Mangalarga Machador, com idade
entre cinco a dez anos e pesando 350 a 450 Kg. As éguas foram selecionadas por meio de exame
clinico ginecologico, atestando sua higidez. Os animais foram mantidos em baias com feno de
Tifton (Cynodon nlemfuensis), 4gua e sal mineral (Kromium® Tortuga®, Brasil) ad libitum e 4 kg
de ragdo equitage laminados (Guabi® nuti¢cao animal) peletizada, dividida em dois fornecimentos
ao dia.

Luteolitico 1000 Ul Hea
1500 L& Deslorerina

cL Foliculo 33 a 35 mm Ovulagdo

Figura 01- Demonstrativo do tratamento controle, Grupo G1.

O Grupo controle (G1), consistiu na aplicacdo de 7,5 mg de dinoprost-trometamina e
monitoramento didrio do ciclo estral com o Modo-B, acrescentando o uso do Modo-Doppler a partir
de foliculos com 25 mm atéa ovulagdo, uma vez por dia. A inducao de ovulacao e a inseminagao
artificial foram realizadas no mesmo momento, quando o foliculo atingia de 33 a 35 mm de
diametro e edema uterino grau 2 a 3. Para inducdo da ovulagdo utilizou-se 1500 pg de acetato de
deslorelina intramuscular (IM) (Sincrorelin®, Ouro Fino, Brasil) associado a 1000 UI de hCG
intravenosa (IV), Chorulon® MSD Satide Animal, Brasil). A colheita de embrido foi realizada no

oitavo dia pos-ovulagao.
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100 ug de acetato de deslorelina Bid

Luteolitice 1000 Ul Hea
1500 LLE Deslorerina

I Superovulagdo

cL Foliculo 23 mm
> 18 mm

Foliculo 33 a 35 mm Ovulagdo

Figura 2- Demonstrativo do tratamento indutor de dupla ovulag¢ao, Grupo G2.

O Grupo experimental (G2), consistiu da aplicagao de 7,5 mg de dinoprost-trometamina,
sendo realizados os exames de ultrassom modo B uma vez ao dia, iniciando no dia da aplicagdo do
agente luteolitico, até detec¢do do maior foliculo com didmetro de 23 a 25 mm e o segundo foliculo
>a 18mm, quando foi iniciado o tratamento superovulatorio, com 100 pg de acetato de deslorelina,
a cada 12 h, até que o maior foliculo atingisse o diametro de 33 a 35 mm, momento que foi
realizado a indugio da ovulagdo com 1500 pg de acetato de deslorelina (IM) (Sincrorelin®, Ouro

Fino, Brasil) associado a 1000 UI de hCG IV.

Os exames ultrassonograficos nos dois grupos foram executados com o auxilio do aparelho
S2V, SonoScape® Co., Ltda, China, Equipado com Transdutor transretal linear de 10-5 Mhz, foram
realizados diariamente iniciando no dia da aplicacao do agente luteolicico com Modo-B e a partir
do foliculo com 22 mm de didmetro foi iniciado a ultrassonografia Modo-Doppler, uma vez ao dia.

Ap6s a indugdo de ovulagdo passou a ser realizada em um intervalo de 12 horas.

Modo-B Color-Doppler 24 horas Color-Doppler 12 horas
Luteolitico Foliculo =22 mm Indugio da Ovulagio Crrulagdo

Figura 3 — Demonstrativo dos exames ultrassonografico Modo-B e Modo Color-Doppler, realizado

nos dois grupos.

A perfusao vascular (PV) dos foliculos foi avaliada de forma subjetiva, como descrito por
Ginther et al., (2007), levando em considera¢do o percentual de parede folicular com a presenca de
pontos coloridos (pixels) Doppler, durante um exame continuo de um minuto de duracdo, tendo

como orientagdo o diagrama APENDICE A.
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A avaliacdo espectral Doppler foi realizada na arteria ovariana ipsilateral ao ovario com
crescimento folicular e no contra lateral, durante o0 mesmo exame.Foram avaliados os seguintes
indices Doppler: Indice de Resisténcia (RI), Indice de Pulsatilidade (PI), Pico de Velocidade
Sistolica(m/s), (PSV), Pressao sistolica final (mmHg), (Pg), Tempo de desaceleragdo (s), Pico de
Velocidade (cm/s), (PeaKV), Aceleragdo (cm/s?), (AccV), Na andlise espectral Doppler do G2 para
o foliculo co-dominante, foram utilizadas apenas os dados dos ciclos com crescimento folicular nos
dois ovariossimultaneamente, por nao ser possivel diferenciar a vascularizacdo da artéria ovariana
para o ovario com dois foliculos em crescimento.

O GnRH (Acetato de Deslorelina) utilizado no trabalho, como indutor de dupla ovulagao,
foi produzido no Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento de Reprodugdo Animal e

Radiologia Veterinaria, FMVZ, Unesp-Botucatu, SP, Brasil.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS 16.0 empregando-se a analise de
variancia (ANOVA). Para todas as andlises, os valores foram considerados significativos (P<
0,05). Antes das andlises, dados percentuais para vascularizagao da parede do foliculo foram

transformados em arcoseno. Os resultados foram expressos em média + erro padrao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de éguas com ovulagdes multiplas no (G1) foi de 0% (0/6) e no (G2) foi de
0,83+0,37 (5/6) (P<0,05). A média de ovulagao no G1 foi de 1,00 + 0,00 e de 1,86 = 0,23 no G2
(P<0,05). Em um dos ciclos foi observado falha da ovulagdao, com desenvolvimento de foliculo he-
morragico em um dos dois foliculos em desenvolvimento, com o co-Dominante chegando a
ovulagdo no ovario contra lateral ao foliculo hemorragico, possibilitando assim a producdo de
embrido. Nos ciclos com mais de uma ovulagdao as mesmas ocorreram em intervalo de tempo médio

de 4 horas.

Quanto a produgdo de embrides verificou-se que o G1 teve 3, enquanto que o G2 7, com
uma média de embrides por ciclo de 1,16 = 0,27 e no G1 0,504+0,50 (P<0,05). O percentual de
embrides por ovulacdo foi de 50 % (3/6) no G1 e 54,54% (11/6)no G2. Tendo um percentual de
lavados positivos de 50% no G1 e G2 foi de 100%.
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Tabela 1 — Resultados da producao embrionaria, nimero de ovula¢des, média de dupla ovulagdo e
taxa de recupercdo embrionaria por lavado, para o Grupo Controle (G1) e Grupo Experimental (G2)
tratado com baixa dose de Deslorelina (GnRH), durante a estagao reprodutiva 2014/2015, na

Equestre Central de Reprodu¢ao Equina, Itabaina-PB.

VARIAVEIS G1 G2
Numero de Animais 6,00 6,00
Numero Ovulagdes 6,00 11,00
Ovulagdes por Egua 1,00£0a 1,83+£0,27b
Eguas com Dupla 0,00 a 0,83+0,37b
Ovulacoes
Numero de Embrides 3,00 7,00
Embrides por ciclo 0,50 £0,50a 1,16+0,27b
Embrides por Ovulagao 50 % 54,54%
(%)

Lavado Positivo (%) 50% 100%

Letras diferentes na mesma linha (P<0,05).
X:Média; EPM Erro Padriao da Média
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Neste experimento o tratamento com andlogo de GnRH (G2) foi capaz de estimular com
eficiéncia a indugao de ovulagdes multiplas, tendo em vista que a média de éguas com duas
ovulagoes foi de 0,83+0,37 (5/6) enquanto o G1 foi de 0 (0/6), o que corresponde em percentual a
83,33% e 0 %, respectivamente. Apresentando maiores resultados do que os reportados para
tratamentos com baixa dose de EPE, como os relatados por Bonin et al., (2009) com 65%; Douglas
(1979) 75,00%; Farinasso (2004) 76,90%; Carmo (2009) 84,00%; e Rocha Filho (2004) 30,80%.
Estudos utilizando baixa dose de GnRH apresentam valores proximos aos encontrados nesse

experimento, como Nagao et al., (2010) com 85,00% e Azevedo et al., (2015) com 86,66%.

Na tabela 1 observa-se que houve um incremento no nimero de ovulagdes com o uso do
GnRH em baixas doses, 6 ovulagdes no G1 para 11 no G2, com uma média de 1,00+0,23 no G1 e
de 1,83%0,27 no G2, (P< 0,05) concordando com Ginther e Bergfelt (1990), Nagao et al., (2010) e
Azevedo et al., (2015), que obtiveram um aumento no nimero de multiplas ovulagdes nas €guas
submetidas ao tratamento com analogo de GnRH, obtendo 75,00% e 85,00% e 86,66% de éguas

com ovulagdes multiplas, respectivamente.

Em um dos ciclos no G2 foi observado falha da ovulagdo com desenvolvimento de foliculo
hemorragico o que seria esperado segundo Lapin e Ginther (1997) para éguas submetidas a

tratamento superovulatorio.

Este aumento no nimero de ovulagdes resultou em um incremento no niumero de embrides
recuperados que no G1 foi de apenas trés, enquanto no G2 foi de 7,00 embrides, com uma média de
0,50+0,50 no G1 e de 1,16+0,27 no G2 (P<0,05), concordando com Ginther, (1993) ¢ Carmo et al.,
(2009), os quais relatam que o aumento na taxa de ovulagcdo aumenta o nimero de embrides
recuperados. A média do grupo G2 foi muito proxima aos resultados reportados por Carmo et al.,
(2009) utilizando EPE , na dose de 25,00 mg , Bid, obteve a média 1,1; Bonin et al., (2009)
utilizando EPE, na dose de 7,0 mg, Bid, obteve a média de 1.

No experimento o tratamento com baixa dose de GnRH ¢ capaz de produzir apenas
ovula¢des duplas, como descrito em trabalhos anteriores de Nagao et al.,(2010) e Azevedo et
al.,(2014), Azevedo et al.,(2015), possivelmente ndo ocorra mais ovulagdes devido ao tratamento
com GnRH estimular apenas a liberagdo endogena de gonodotrofinas e o nivel méximo atingido
seja incapaz de manter o crescimento de mais de dois foliculos. Este fato também foi observado por
Azevedo et al., (2015) que ao iniciar o tratamento com baixa dose de GnRH precocemente, 48h
apos a aplicagdo do agente luteolitico, onde houve um maior recrutamento folicular, trés ou quadro

foliculos, mais nenhum chegou a dominancia.
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A inducado de ovulacdo realizada neste experimento, trata-se da associagdo de dois farmacos
indutores, acetato de deslorelina e Heg, esta associagdo se fazes necessaria devido a continua
estimulagdo da secrec¢ao de FSH e LH da adeno-hipofise, dinduzida pelo tratamento com baixa
dose de GnRH, exaurino as reservas de LH enddgena, o que torna o tratamento apenas com GnRH

insuficiente para induzir a ovulagao.

A média de recuperacdo embrionaria do G1 0,50+0,50 observa-se que foi semelhante a
relatos anteriores como (0,60 embrides/ciclo) Alvarenga et al., (2008) e de 0,70 reportada por Hunt

et al., (2005).

O numero de embrides recuperados por ovulacao foi de 50,0 % (3/6) no G1 e 54,54% (11/6)
no G2. Comparando com resultados encontrados em outros trabalhos utilizando EPE nossos
resultados mostram-se superiores aos dados encontrados por Alvarenga (2001); Scoggin et al.,
(2002); Carmo et al., (2009); Machado et al., (2003), onde obtiveram 49,00%, 43,20%, 30,20% ¢

26,00%, respectivamente.

A taxa de recuperagao embrionaria por lavado foi de 50,00% no G1 e de 100,00% no G2,
resultados superiores aos reportados por Guimaraes et al., (2007) 72,70% utilizando tratamento com
EPE em baixa dose e por Taveiros et al., (2008) com 86,30% sem tratamento superovulatdrio. Os
resultados comprovam a a¢do do GnRH, como dito por Greaves et al., (2001) que este hormdnio € o
regulador mais expressivo da secrecdo de LH e FSH em éguas. Sua a¢do provavelmente aumentou
os niveis de FSH e LH cicurlantes, possibilitando a co-dominancia folicular, culminando com

ovula¢des duplas nas éguas tratadas com baixas doses dessa substancia.
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Tabela 2 — Crescimento Folicular Médio e Tamanho Folicular Médio do Foliculo Dominante no
Gl e do Foliculo Dominante no G2 e do Foliculo Co-Dominante no G2. G2 ciclos tratados com
baixa dose de Deslorelina (GnRH), durante a estacao reprodutiva 2014/2015, na Equestre Central
de Reprodugdo Equina, Itabaina-PB.

G2
VARIAVEIS G1 Dominante Co-Dominante
X+EPM X+EPM X+EPM
Tamanho 32,06+6,79a 32,46 +£7,70a 28,975 +6,73b
folicular médio
Crescimento 2,79+0,34a 3,37+0,55a 2,64 £0,82a
folicular médio
Letras diferentes na mesma linha, (P < 0,05).
X:Média; EPM Erro Padrao da Média
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DO ¢é referente ao dia de inicio dos exames modo Doppler
FD: Foliculo Dominantes; fs: Foliculo subordinado; Vasc FD: Vascularizagdo Foliculo Dominante; Vasc fs: Vasculari-
zagdo foliculo subordinado.

Figura 4 - Crescimento folicular e da vascularizagao do foliculo dominante e subordinado no G1.
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O DO ¢ referente ao dia de inicio do modo doppler e tratamento de dupla ovulagao.
FD: Foliculo Dominantes;F-cD: Foliculo Co-Dominante; Vasc FD: Vascularizagdo Foliculo Dominante; Vasc F-cD:
Vascularizagao foliculo co-Dominante.

Figura 5 - Crescimento folicular e da vascularizagdo do Foliculo Dominante e Co-Dominante no
G2.

O crescimento do foliculo dominante (FD) e do foliculo Co-dominante (F-cD) no G2
(Figura 5), ocorre de forma semelhante ao FD do Gl (Figura 4) seguindo a mesma média de
crescimento por dia, FD G1 2,79+0,34, FD G2 3,37+0,55, F-cD G2 2,64+0,82 (P<0,05), estando
proximo dos 3 mm de crescimento médio descrito por Ginther et al., (2008), demonstra que o
tratamento com baixa dose de GnRH estimula a liberagdo suficiente de gonodrofinas possibilitando
um perfeito desenvolvimento do dois foliculos, com totais condi¢des de gerar um embrido viavel.

O tamanho folicular médio do G1 32,06+£6,79, do G2 FD 32,46 £7,70 ¢ do G2 F-cD
28,97+6,73, foi observado diferénga (P<0,05) no F-cD o que também pode ser observado na Figura
5, possivelmente este menor didmetro devese ao fato do F-cD iniciar seu crescimento um pouco
menor em relacdo ao FD o que leva a uma asincronia na ovulagdo, com o F-cD ovulando 4 a 12
horas apos o FD.

No grafico 1 observa-se que apos o FD atingir a divergéncia (>25 mm), o foliculo subordi-
nado (Fs) entra em atresia, diminuindo de didmetro e mantendo a baixa vasculariza¢gdo, enquanto
que a vascularizacao do FD tem um crescimento ascendente. A PV do Fs se mantem baixo durante
todo o ciclo, estando mais baixo que o FD um dia antes da divergéncia, como descrito por Acosta et

al.,(2004).
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Tabela 3 — Vascularizagdo percentual média da parede folicular ¢ média dos indices Doppler
Velocimentricos: RI, PI, PSV, Pg, Tempo de Desaceleracao, PeaKV, AccV; Para G1 FD, G1 Fs, G2
FD e G2 F-cD. G1 ciclos Controle e G2 ciclos tratados com baixa dose de Deslorelina (GnRH),
durante a estacdo reprodutiva 2014/2015, na Equestre Central de Reprodugdo Equina, Itabaina-PB.

G1 G2
VARIAVEIS FD Fs FD F-cD
PV parede do 31,93+10,11a 12,92+0,00b 31,33+8,82a 32,54 £9,23a
foliculo(%)
RI 0,83+0,01a 0,87+0,028a 0,832+0,034a 0,84+0,06a
PI 2.46+0,09a 2,38+0,40a 2,164+0,23 a 2,38 +0,40a
PSV (m/s) 42,15+7,98a 58,955+6,85a 64,22+8,19a 69,24 £8,91a
Pg (mmHg) 0,812+0,28a 1,46+0,32a 1,76+0,42a 2,02 +£0,53a
Tempo de Desacele- 0,32 £0,02a 0,44+0,95a 0,33+0,05a 0,32 +0,01a
ragdo (s)
PeaKV (cm/s) 42,92+17,79a 114,23+37,05a 64,47+18,01 a 70,06+£19,23a
AccV (cm/s?) 114,23+37,05a 114,23+37,05a 159,71+£37,45a 167,95+9,6a

Letras diferentes na mesma Linha, (P<0,05).
Indice de Resistencia(RI), Indice de Pulsatilidade (PI), Pico de Velocidade Sitélica (PSV), Presséo Sistolica Final (Pg),
Tempo de desaceleragdo, Pico de Velocidade Sistolica (PeaKV), Aceleracdo (AccV), Foliculo Dominante (FD), Folicu-
lo Subordinado (Fs), Foliculo Co-Dominante (F-cD)
Foram utilizados no G2 apenas os ciclos que tiveram desenvolvimento folicular em ovarios diferentes.
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Na tabela 3 observa-se que ndo hé diferenca nos indices doppler velocimétricos da artéria
ovariana (P>0,05). Segundo Ferreira et al., (2011) isso ocorre devido a artéria ficar relativamante
distante da area de interesse e se ramificar, irrigando outros tecidos, sofrendo influéncia de diversos
fatores ndo relacionados ao ovéario, outro fato ¢ que seguindo Ginther, (2007) a mensuragdo
adequada das velocidades de fluxo sanguineo no exame espectral ¢ dependente da angulagdo correta
(angulo Doppler) entre o transdutor € o vaso sanguineo avaliado, porem a grande tortuosidade das
arterias presentes nos ovarios € no utero, ndo permite determiner os seus respectivos angulos
Doppler, porém RI e PI ndo sofrem influéncia do angulo Doppler e neste estudo ndo foi observado
diferenga estatistica entre os indices Doppler analisados, demonstrando que estes RI e PI também
ndo retratam as auteragdes do fluxo sanguineo durante o ciclo.

A avaliagdo da vascularizagao da parede do foliculo apresenta diferenca (P<0,05) entre o
foliculo subordinado e os demais G1FD, G2FD e F-cD, demonstrando que o tratamento indutor de
dupla ovulagdo estimulou a liberagdo de gonodotrofinas pela adeno-hipofise em nivel suficiente
para o desenvolvimento do F-cD demonstrado pelo desenvolvimento capilar folicular, que esta
relacionado com o nivel intrafolicular do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que
sofre influencia direta de LH. Espresando que esta técnica tem maior sensibilidade em relagdo a
avaliacdo espectral da arteria ovariana, sendo uma tecnica de avaliagdo mais rapida e pratica, ndo
necessitando de sedacao ou contencao fisica, possibilitando uma avaliagdo em tempo real da

perfusao sanguinea do foliculo.

As Figura 6 e 7 correlacionam a variagao dos indices Doppler velocimétricos e crescimento
folicular. Nao ha diferenca (P>0,05) entre os dias do ciclos, o que nos leva a inferir que estes

indices sofrem interferéncia de outros fatores, ndo inerentes a dinamica folicular.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a administragdo de Gnrh (Acetato de Deslorelina) em baixa dose foi efetivo
em estimular o crescimento do foliculo co-dominante sem interferir no desenvolvimento do foliculo
dominante, elevou a taxa de vascularizagdo do foliculo co-dominante, sem alterar a perfusao
vascular do foliculo dominante, aumentando assim a incidéncia de duplas ovulagdes, refletindo em
uma maior taxa de recuperacdo embriondria por ciclo. As alteragdes vasculares que precedem o
momento da divergéncia, constatou-se que a vasclarizagao do foliculo subordinado ja € menor um
dia antes da divergéncia nao alterando durante o ciclo e que o foliculo dominante apresenta

aumento progressivo da vascularizagao, durante todo o ciclo.
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AVALIACAO POR ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER DA VASCULARIZACAO DO
CORPO LUTEO E DO iNDICE DE PRENHEZ DE RECEPTORAS, EM UM PROGRAMA
COMERCIAL DE TRANSFERENCIA DE EMBRIAO EQUINO.
Ultrasonography for assesment of doppler corpus luteum vascularization and recioents of pregnancy
rate in program commercial equine embryo transfer.
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RESUMO

Objetivou-se descrever uma relagdo entre a taxa de prenhez de receptoras de embrido e a
perfusao vascular do CL, como também entre a concentragdo de P4, com o dia da ovulacao e com
o tonus uterino. Correlacionar os niveis de P4 com a perfusao vascular e com as dimensdes do CL.
Avaliar a vantagem da utilizagdo do modo Doppler para sele¢do de receptoras de embrido. Validar
a analise subjetiva correlacionando com a analise objetiva. Foram utilizadas 15 éguas mestigas
iniciando o experimento com o agente luteolitico € 0 monitoramento utrassonografico modo-B até
que o maior foliculo atingisse de 33 a 35 mm e o endométrio apresentasse edema dois ou trés,
momento que foi realizado a indu¢do da ovulagdo, seguindo com ultrassonografia modo-B, até a
deteccdo da ovulacdo. A inovulagdo ocorreu entre o 4° ¢ 6° dia pos ovulagdo e o diagndstico de
prenhez quando o embrido estava com 16 dias, quando foram divididas em dois grupos Prenhas
(G1) e Vazias (G2). A ultrassonografia modo Color-Doppler foi realizada no momento da inovu-
lagdo. O indice de Prenhez encontrado foi de 53,33%, a concentracao de P4 foi de G1 10,64 + 1,13
e G2 7,19 £3,49, (P>0,05). A PV CL objetiva G1 1216,97+ 74,45 ¢ G2 661,81 £117,11, (P<0,05).
Na PV CL subjetiva 51,00+2,07 e 48,45 + 2,15, (P>0,05), Area do CL G1 7,66+0,36 ¢ G2 7,41 +
0, 91, (P>0,05), diametro do CL G1 31,53+1,84 ¢ G2 30,68 1,82, (P>0,05). PV subjetiva endo-
métrio, G1 1,87+0,39 e G2 2,14 +0,43, (P<0,05), PV objetiva endométrio, G1 357,56 +£103,93 e
G2 181,37+£54,60; tonus uterino 2,75+0,36 e G2 2,57 £0,40, (P>0,05). Correlagao entre P4 ¢ a PV
CL objetiva r=0,63 (P<0,05) e com PV CL Subjetiva r=0,69, (P<0,05), entre o PV do CL objetiva
e subjetiva r =0,66 (P<0,05). Entre as dimensdes do CL e o nivel plasmatico de P4 obteve-se, Di-
ametro CL r=-0,28 (P>0,05) e Area do CL r= -0,20 (P>0,05). Entre a area e o didmetro do CL
=0,98 (P<0,05), dimensdes do CL com a PV CL Objetiva r=0,03 (P>0,05). Entre o tonus uterino e
o nivel plasmatico de P4 r=0,25 (P>0,05), com o PV CL Objetivo r=0,29 (P>0,05) e com o didme-
tro do CL r=-0,29 (P>0,05). Conclui-se que a PV CL ¢ indicativo de prenhez por refletir a concen-
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tracdo plasmatica de P4, sendo a PV CL a melhor andlise para selecdo de receptoras tendo em vista
que a concentracao plasmatica de P4 tem correlagdo significativa com a PV CL objetiva e subjeti-
va e ndo apresenta correlagdo significativa com as dimensdes do CL e com o Tonus uterino. A
avaliacdo subjetiva ¢ eficaz, sendo um método mais pratico e em tempo real para determinar a

funcionalidade do CL.

Palavras-chave: Color-Doppler, Inovulagio, Perfusdo Vascular, Egua.
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ABSTRACT

The objective was to describe a relationship between embryo recipients pregnancy rate and perfusi-
on vascular CL, as well as between the P4, the day of ovulation and the uterine tone. P4 levels cor-
relate with vascular perfusion and dimensions CL. Determine the Doppler evaluation of qualities to
check embryo recipients. Validate the subjective analysis correlating with objective analysis. We
used 15 mares starting the experiment with luteolytic agent and monitoring utrassonografico B-
mode until the largest follicle reached 33 mm and endometrial present edema 2 or 3, carried ovula-
tion induction, ultrasound B-mode, until ovulation . The embryo transfer took place between the 4th
and 6th day after ovulation and pregnancy diagnosis when the embryo was 16 days. Dividindoas in
pregnant (G1) and empty (G2). Ultrasound Color-Doppler was performed at the time of invulagao.
The pregnant rate found was 53.33%, the concentration of P4 is G1 and G2 10.64 + 1.13 7.19 +
3.49 (P> 0.05). PV CL lens G1 and G2 1216.97 = 74.45 661.81 + 117.11 (P <0.05). In PV CL sub-
jective 51.00 + 2.07 and 48.457 + 2.15 (P> 0.05), CL area G1 7.66 = 0.36 and 7.41 + 0.91 G2 (P>
0.05), diameter CL G1 31.53 + 1.84 and 30.68 + 1.82 G2 (P> 0.05). PV subjective endometrium,
Gl and G2 1.87 £ 0.39 2.14 + 0.43 (P <0.05), PV objective endometrium, G1 and G2 357.56 +
103.93 181.37 £ 54.60; uterine tone G2 2.75 + 0.36 and 2.57 + 0.40 (P> 0.05). Correlation between
P4 and PV objective CL 1=0,63 (P<0,05) and PV CL Subjective r =0,69, (P<0,05), between the CL
PV objective and subjective r=0,66 (P<0,05). Among the dimensions of the plasma level CL and P4
are obtained, CL diameter r= -0,28 (P>0,05) and CL area CL r= -0,20 (P>0,05). Among the area
and the diameter CL r=0,98 (P<0,05), with the dimensions CL Lens PV r=0,03 (P>0,05) with the
uterine tone and P4 serum levels r=0,25 (P>0,05) and Purpose with the PV CL r =0,29 (P>0,05) and
the diameter LC r=-0,29 (P>0,05). It follows that the largest PV CL rate in pregnant recipients on
the day of embryo transfer and strong positive correlation between plasma concentration of P4 and
vascular perfusion luteal, associated with the absence of dimensional changes of the CI, the uterine
tone has moderate correlation between the tone and P4 and pregnancy, indicating that the Doppler
technology is a more effective method to Mode-B ultrasound for assessment of luteal function and
the strong correlation between the PV CL objective and PV CL subjective validates this method,

being more practical and easy.

Keywords: Color-Doppler, embryo transfer, Vascular Perfusion, Mare.
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Introduciao

Manutengado e gestdo de éguas receptoras ¢ a maior despesa recorrente em um programa de
transferéncia de embrido (TE), sendo o manejo um dos fatores que mais interferem na taxa de pren-
hez (SQUIRES et al., 1999; STOUT, 2006). No entanto, apesar das tentativas para selecionar as
receptoras adequadas com base na data da ovulagdo, condi¢do uterina e tonus cervical (CARNE-
VALE et al., 2000) nem todos os embrides de boa qualidade irdo se desenvolver.

Embora a qualidade do embrido seja de extrema importancia para a manuten¢ao da
gestacdo, a sincronia entre doadora e receptora, bem como o dia de inovulagio sao determinan-
tes no sucesso da TE (HENDRIKS et al., 2015;. MORTENSEN et al., 2009;. LOVE et al., 2002).
Atualmente, éguas adequadamente sincronizadas sdo selecionadas para receber um embrido com
base na data de ovulagdo, tonus uterino e auséncia de quaisquer anomalias durante a avaliagao ultra-
sonica modo-B de o trato reprodutor.

A janela de transferéncia para éguas receptoras mais utilizada ¢ 1 dia antes (d+1) e 3 dias
depois (d-3) da égua doadora (STOUT, 2003). Porém uma janela mais ampla tem sido sugerida por
Wilshire e Allen (2009) que transferindo embrides D10 (Dia 0 = ovulacdo), para receptoras que
tinham ovulado um dia antes da transferéncia (d-7) observaram embrides com batimentos cardiacos
em 37,5% (3/8) das éguas e Wilsher et al. (2010) alcangaram taxas de prenhez entre 100% (08/08) e
63% (08/05) ao transferir embrides D10 para receptoras com graus de sincronia variando entre +2 e
-6 dias.

O corpo luteo comeca a produzir progesterona e, quando a concentragdo plasmatica supera 1
ng/mL, inicia-se o diestro (NEELY et al., 1979). A concentra¢do de progesterona aumenta rap-
idamente, atingindo o pico aproximadamente no dia 6 do ciclo, quando mantém um platd
(HUGHES et al., 1972), sendo o desenvolvimento, regressdao e funcionalidade luteal estritamente
relacionados com o rapido desenvolvimento e regressdo de um extenso sistema vascular local
(GINTHER et al., 2007).

Tendo em vista que a ultrassonografia Doppler ¢ um método confiavel, ndo invasivo (MI-
YAMOTOA et al., 2005) e possui uma intima relagao entre a perfusdao sanguinea luteal e a fungao
secretora do CL; objetivou-se descrever uma relagdo entre a taxa de prenhez de receptoras de em-
brido e a perfusdo vascular do CL, como também entre a concentragdo de P4, dia da ovulagdo e o
tonus uterino. Correlacionar os niveis de P4 com a perfusdo vascular e com as dimensdes do CL.
Determinar as qualidades da avaliagdo modo Doppler para avaliacdo de receptoras de embrido. Va-

lidar a analise subjetiva correlacionando com a analise objetiva.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado durante a estagao reprodutiva 2014/2015 durante os meses de
setembro a fevereiro, periodo sem incidéncia de chuvas, na Equestre, Central de Reproducao Equi-
na, 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 15 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, com
escore corporal de 3 a 4. Os animais foram mantidos a pasto de Panicum maximum, cultivar mom-
baga, com 4agua e sal mineral (Kromium®, Tortuga®, Brasil) ad libitum.

O experimento teve inicio com a aplicacdo de 7,5 mg de dinoprost-trometamina (Lutalyse®,
Zoetis, Brasil) via intramuscular (IM) e monitoramento utrassonografico modo-B até que o maior
foliculo atingisse 33 mm e o endométrio apresentasse edema 2 ou 3 (GUINTHER,1995), quando foi
realizado a indu¢do da ovulacdo com 1500mg de acetato de deslorelina (Sincrorelin®, Ourofino
Satide Animal, Brasil) (IM), seguindo com os exames ultrassonograficos modo-B, diariamente, até
a ovulacao ser detectada.

As 15 éguas foram inovuladas entre o 4° e 6° dia p6s ovulagdo e o diagndstico de prenhez
realizado quando o embrido estava com 16 dias. Apos o diagnostico foram divididas entre, Prenha
(G1) e Vazia (G2). Cada receptora teve seu CL avaliado em um tunico dia, com o modo Color-
Doppler, de acordo com o grupo selecionado. Para os exames ultrassonograficos foi utilizado o apa-
relho S2V, SonoScape Co., Ltda, China, Equipado com Transdutor transretal linear de 10-5 Mhz.

A 4rea (mm?) foi mensurada a partir de uma imagem fixa em modo-B, através das ferramen-
tas de mensuracao (elipse) disponiveis no aparelho de ultrassom, os didmetros luteais foram deter-
minados de acordo com Ginther et al., (1995).

A avaliacdo da 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), seguindo o
APENDICE B, a avaliagdo da PV do endométrio foram pontuadas em escore de 1 a 4, sendo 1
menor vascularizagdo e 4 maxima vascularizagdo, de acordo com o APENDICE C.

Posteriormente, realizou-se a andlise 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
ImageJ 1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD). A quantidade de pixels coloridos foi
transformada em 4rea 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
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imagens. Para a avalia¢do da correlagdo entre as variaveis, foram levados 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 venopung¢ao da jugular, com auxilio de
tubo Vacuette® com acelerador de coagulo (SiO2) de 4 ml e agulha 25x8 multipla com capa de
borracha. A mensuragdo de P4 foi determinada por um sistema automatizado de quimioluminescén-
cia (Immulite I ® 103, Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Los Angeles, 104 CA, USA) utilizan-
do um imunoensaio competitivo que se baseia na tecnologia de 105 quimioluminescéncia direta,
com uma sensibilidade analitica de 0,2 ng/mL e uma precisdao 106 intra-ensaios de 6,3 a 16%, ¢
precisdo intra-ensaio de 5,8 a 16%.

Os dados climaticos foram obtidos no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), da Es-
tacdo meteorologia Automatica (A313) localizada no Municipio de Campina Grande, PB (Latitude -
7,23; Longitude -35,91). Os dados foram coletados a cada dia de inovulagdo. Foram compilados os
dados didrios da Temperatura ambiental média (°C) e umidade do ar média (%). Foi calculado
também o Indice Temperatura Umidade (ITU) médio diario, obtido segundo a formula de Thom,
1959, ITU: (0,8 x TM + (UM/100) x (TM-14.4) + 46,4), onde ITU: Indice Temperatura e Umidade
médio.

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 quando
(P<0,05). Antes das analises, dados percentuais para vasculariza¢do do corpo luteo na analise sub-
jetiva, foram transformados em arcoseno \VP/100. Os resultados foram expressos em média + erro
padrao. Uma vez que os dados ndo foram distribuidos normalmente, correlagdes entre a concen-
tracdo 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.

Resultados

O indice de Prenhez encontrado foi de 53,33%, a concentracao de P4 foi de G1 10,64 + 1,13
e G2 7,19 £3,49, (P>0,05), observado apenas diferenca numérica, provavelmente pelo reduzido
nimero de animais. A avaliacdo a PV CL objetiva obtivemos G1 1216,97+ 74,45 ¢ G2 661,81
+117,11, (P<0,05), mostrando que a maior vascularizagdo interfere positivamente no indice de pre-
nhez. Na PV CL subjetiva 51,00+2,07 e 48,45+ 2,15, (P>0,05), quanto a area do CL G1 7,66+0,36 ¢
G2 7,414+0,91,(P>0,05), diametro do CL G1 31,53+1,84 ¢ G2 30,68 +1,82, (P>0,05)..

PV subjetiva endométrio, G1 1,87+£0,39 e G2 2,14+0,43, (P<0,05), PV objetiva endométrio,
G1 357,56 £103,93 e G2 181,37+£54,60; tonus uterino 2,75+0,36 ¢ G2 2,57 +0,40, (P>0,05), de-
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monstrando que o tonus uterino € um parametro muito subjetivo, quanto ao numero de dias da ovu-

lagdo G1 5 £0,26 e G2 4,28 +0,79, (P<0,05).

Tabela 1: Analise de Progesterona (P4), Dimensdes do Corpo Luteo (CL) e Perfusdo Vascular (PV)
do CL e endométrio nos grupos G1 Prenhas e G2 Vazias. Estudo realizado durante a estagcdo repro-

dutiva 2014/2015, nos meses de setembro a margo, na Equestre, Central de Reprodu¢dao Equina,

Itabaiana — PB.

VARIAVEIS PRENHAS (G1) VAZIA (G2)
X+EPM X+EPM

P4 (ng/ml) 10,64 + 1,13 a 7,19+3,49 a
PV CL Objetiva 1216,97 + 74,45 a 661,81 +117,11b
PV CL Subjetiva 51,00+2,07 a 4845+215a
Area CL (Cm2) 7,66 +0,36 a 741+0,91 a
Diam. CL (mm) 31,53+ 1,84 a 30,68+ 1,82a
PV Endométrio Subjetiva 1,87+0,39 a 2,14+ 024 a

PV Endométrio Objetiva 357,56 £103,93 a 181,37 + 54,60 a
To6nus Uterino 2,75+036a 2,57+0,40 a
Dias de ovulagao 5+£0,26a 428 +0,18 a
ITU 83,04+0,43 a 83,23 +£0,79 a

Significancia (P<0,05).

X: Média, EPM: Erro Padrdo da Média, ITU: indice de Temperatura e Umidade.
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Ao analisar a tabela 2, observam-se as correlagdes entre as diversas variaveis, tendo uma
forte correlacao entre P4 ¢ a PV CL Objetiva r = 0,66 (P<0,05) e PV CL Subjetiva r = 0,63
(P<0,05), entre as formas de analisar a PV do CL objetiva e subjetiva foi obtido r = 0,66 (P<0,05).
Entre as dimensdes do CL e o nivel plasmatico de P4 obtiveram-se, Didmetro do CL r= - 0,28
(P>0,05) e Area do CL r = -0,02 (P>0,05). Foi observado entre a 4rea ¢ o didmetro do CL r=0,98
(P<0,05), entre as dimensdes com a PV CL Objetivo r=0,03 (P<0,05), entre o tonus e o nivel plas-
matico de P4 r = 0,25 (P>0,05) e com o PV CL Objetivo r = 0,29 (P>0,05) e com o didametro do CL
r=-0,29 (P>0,05).

Tabela 2: Correlacdes entre Progesterona (P4), Perfusao Vascular (PV) do Corpo Luteo (CL) nas
analises objetiva e subjetiva, dimensdes do CL, PV do endométrio e Tonus Uterino, utilizando os
dados dos animais dos dois grupos. Estudo realizado durante a estagdo reprodutiva 2014/2015, nos

meses de setembro a marco, na Equestre, Central de Reprodugao Equina, Itabaiana — PB.

VARIAVEIS CORRELACAO VALORES DE P
PV ClI Objetivo x PV Cl Subje- 0,66 P<0,05
I;4 x PV CL Objetivo 0,63 P<0,05
P4 x PV CL Subjetivo 0,69 P<0,05
P4 x Diametro CL -0,28 P>0,05
P4 x Area do CL -0,20 P>0,05
P4 x PV do endométrio -0,30 P>0,05
Diametro CL x Area CL 0,98 P<0,05
Diametro CL x PV CL Objeti- 0,03 P>0,05
Area CL x PV CL Objetivo 0,03 P>0,05
P4 x Toénus Uterino 0,25 P>0,05
Tonus x Diam. -0,29 P>0,05

Tonus x PV CL Objetivo 0,29 P>0,05
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Discussao

O indice de prenhez encontrado foi de 53,33% superiores aos dados reportados por Wilshire
e Allen. (2009) 37,5% (3/8) e proximo aos 63% de Wilsher, et al., (2010). No G1, foi observada
diferenga (P<0,05) PV CL Objetiva, demonstrando que este indice tem interferéncia positiva na
taxa de prenhez, possivelmente por sua relagdo com o indice de P4. Esta interacdo ja havia sido
demonstrada por Dharmarajan, et al., (1996), ao realizar histologia de CLs observando a quantidade
de capilares do CL e descrevendo que cada célula lutea estd em contato com pelo menos um capilar,
sendo o corpo lateo um dos tecidos mais vascularizados do corpo.

Esta interacdo entre P4 e a PV CL também foi descrita por Ginther et al.,(2007a); (2007b);
(2008) por ultrassonografia Doppler, o qual demonstra mudangas simultaneas da concentracao
plasmatica de P4 e do fluxo sanguineo do CL. Esta proliferagao de células endoteliais ¢ estabelecida
com uma rede capilar densa e ocorre durante as primeiras fases de desenvolvimento do CL, neces-
saria para a sintese e secre¢ao de P4, como descrito por Ginther, (1992) e Alziabi, et al., (2003),
como exemplificado pela correlagdao entre a PV CL Subjetiva e os niveis de P4, r = 0,69 (P<0,05),
demonstrando que o aumento de P4 repercute no aumento da PV do CL, sendo a tecnologia Dop-
pler a mais eficiente nesta avaliagao.

A moderada correlagdo r = 0,66 (P<0,05) encontrada entre a PV CL Objetiva e a PV CL
Subjetiva, valida a analise subjetiva, demonstrando sua eficacia o que possibilita uma avaliagdo em
tempo real, viabilizando a utilizagdo pratica desta técnica na sele¢do de receptoras. Apesar da rela-
cdo existente entre os modos de avaliacdo Doppler do CL, ndo foi encontrado diferenga entre os
grupos quanto a avaliagcdo subjetiva, acreditamos que seja pela maior escala utilizada para fazer a
avaliacdo subjetiva.

A alta correlagdo encontrada em nosso trabalho, entre a PV subjetiva do CL e P4, r = 0,69
(P<0,05), também foi descrita em éguas com a ovula¢do espontanea por Bollwein, et al., 2002, por
Ginther, et al., 2007 ¢ Romano, 2013. Foi observada correlagdo inexistente entre a area do CL ¢
perfusao vascular lutea r =0,03 (P>0,05) ou concentragdo plasmatica de P4 r = -0,2 (P<0,05), como
relatado por Arruda et al. (2001), que demonstrou que a atividade funcional secretora de CL equino
ndo depende do seu tamanho, da mesma forma Bollwein et al., (2002) ndo encontraram correlagao
entre o diametro luteo e do fluxo sanguineo ovariano.

Segundo Bergfelt e Adams. (2011) ao avaliar apenas o didmetro e area do CL de forma iso-
lada ndao fornecem informacao precisa a respeito de sua capacidade funcional, estes parametros de-
vem estar associados a vascularizacdo, ecogenicidade e produgdo de progesterona, como demons-
trado em nossos resultados no qual ndo foi observada diferenca das dimensdes do CL entre os gru-
pos G1 area (7,66 + 0,36) e G2 area (7,41 + 0,91) (P>0,05), diametro G1 (31,53+ 1,84) e G2 (30,68

+ 1,82), (P>0,05). Também foi observada correlagao inexistente entre P4 e a area do CL r = -0,20
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(P<0,05) e o diametro do CL r= - 0,28 (P<0,05) o que sugeri que as dimensdes do CL ndo refletem
a concentracao de P4.

A taxa de P4 encontrada no G2 (7,19+£3,49), seria uma taxa suficiente para a manuten¢ao da
gestagdo, por isso ndo demonstrou diferenca entre os grupos, evidenciando também a interferéncia
de fatores ambientais e de manejo sobre a taxa de prenhez, além do nivel de P4.

Havia-se uma perspectiva que o tonus uterino influenciasse na taxa de prenhez, como
descrito por McCue et al., (1999) que encontraram uma relacao entre tonus uterino bom e excelen-
te com concentracdo plasmatica de progesterona mais alta. Esses dados sdo reforgados por Alonso,
(2007) que descreveu uma maior taxa de prenhez em receptoras com maior ténus, porém, em nos-
so estudo, nao houve diferenga (P<0,05), e a correlagdo existente do tonus com os outros fatores
indicadores de prenhez, como P4 r = 0,25 (P>0,05), PV CL objetiva r = 0,29 (P>0,05), demonstra

que este indice é uma subjetiva e individual, ndo sendo bem exposta em nimeros.

Conclusao

Conclui-se que a PV CL ¢ indicativo de prenhez por refletir a concentragcdo plasmatica de
P4, sendo a PV CL a melhor andlise para selecdo de receptoras tendo em vista que a concentragao
plasmatica de P4 tem correlagdo significativa com a PV CL objetiva e subjetiva e ndo apresenta
correlagdo significativa com as dimensodes do CL e com o Toénus uterino. A avaliagdo subjetiva ¢

eficaz, sendo um método mais pratico e em tempo real para determinar a funcionalidade do CL.
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APENDICE A

Diagrama para avaliagdo da perfusdo vascular subjetiva da parede folicular observado
em um video de um minuto.
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APENDICE B

Diagrama para avaliagdo subjetiva da perfusao vascular no corpo luteo, em percentual.

APENDICE C

Diagrama para avaliagdo subjetiva da perfusao vascular do endométrio, em escalade 1 a
4.




Homenagem:
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A Cidade de Campina Grande, que me acolheu de bragos abertos.

Hino de Campina Grande - PB

Venturosa Campina querida,

O cidade que amo e venero!

O teu povo o progresso expande,
Es na terra o bem que mais quero!
O teu céu sempre azul cor de anil,
Tuas serras de verde vestidas
Salpicadas com o ouro do sol,

Ou com a hostia dos brancos luares!

Eterno poema
De amor a beleza,

O recanto abencoado do Brasil!

Onde o Cruzeiro do Sul resplandece.

Capital do trabalho e da paz!

Oficina de ilustres vardes,

Cana3 de leais forasteiros,

Es memoria de indios valentes.
E singelos e alegres tropeiros!
Tua gloria revive, Campina,

Na imagem dos homens audazes,
Aguerridos herdis de legendas

Que marcaram as tuas fronteiras!

Eterno poema

De amor a beleza,

O recanto abencoado do Brasil!
Onde o Cruzeiro do Sul resplandece,

Capital do trabalho e da paz!

Letra: Fernando Silveira

Melodia: Antonio Guimardes.
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