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RESUMO
AVALIACAO POR ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER DO EFEITO DO EXTRATO
BRUTO DE PITUITARIA EQUINA EM OVARIOS DE EGUAS CICL ICAS

Com o objetivo de avaliar o efeito do extrato brdéopituitaria equina (EPE), produzido no
periodo de anestro estacional, sobre a superowuéagascularizacao folicular e luteal, foram
utilizadas seis éguas da raca Puro Sangue Arabégisriclos estrais (controle e tratamento).
As éguas foram sincronizadas utilizando prostagtenéb,, € monitoradas diariamente, por
ultrassonografia modo B, até que os foliculos @& diametro de aproximadamente 23 mm
(desvio). No ciclo tratamento, a partir do desei® éguas receberam 8 mg de EPE, uma vez
ao dia, por via IM, até que dois ou mais folicuimgissem diametro entre 32 a 35 mm. A
ovulacao foi induzida com acetato de deslorelirs® (g, IM) quando os foliculos atingiram
no minimo 35 mm. No momento do desvio folicularjrlucao da ovulagéo e do ultimo exame
pré-ovulatorio foi utilizada a ultrassonografia modél para medir o didametro dos foliculos e a
area do corpo lateo no oitavo dia pos-ovulacaobtamfoi usado Doppler colorido para avaliar
a perfusao sanguinea da parede folicular e do gairéa luteal, em todos os momentos. No
ciclo controle foi realizado o0 mesmo procedimentoeto pelo uso do EPE. N&o foi observado
efeito do EPE sobre numero de ovulacdes, diametsofaliculos, vascularizacdo da parede
folicular e concentracédo seérica de estrogeno. @eaas tratados ou ndo, apresentaram CLs
funcionais conforme a concetragéo sérica de preges, ndo havendo diferenca na area do
parénquima ou vascularizacao luteal, nem na coraggitt de progesterona, no oitavo dia apés
a ovulacao. Foi observado que o EPE proporcionomaiar numero de foliculos subordinados
no momento da inducéo da ovulacéo do foliculo damt@ Embora estes foliculos ndo tenham
chegado a ovular, concluiu-se que o EPE atuou escitnento de foliculos, que podem ser
utilizados em outras biotécnicas como aspiracaicular, com maior aproveitamento da

reserva folicular de ovarios equinos.

Palavras-chave Equino, Foliculo ovariano, fluxo sanguineo, sopatacéo.
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ABSTRACT

DOPPLER ULTRASOUND EVALUATION OF THE CRUDE EXTRAC T EQUINE
PITUITARY EFFECT ON CYCLIC MARES OVARY

Aiming to evaluate the effect of crude equine paxy extract (EPE), obtained during anestrous,
on superovulation, and follicular and luteal vaacy, it was used six purebred Arabian mares
in two estrous cycles (control and treatment). Makere synchronized using prostaglandin
F2a, and monitored daily by ultrasound B mode un# tbllicles reached diameter close to 23
mm (deviation). In this moment, mares in the treattrcycle received 8 mg of EPE, once a
day, intramuscularly, until two or more folliclesached a diameter between 32 and 35 mm.
Ovulation was induced with deslorelin acetate (@@, MI) when follicles reached at least 35
mm. At the time of follicular deviation, inductiaf ovulation and final preovulatory exam, it
was used B-mode ultrasound to measure the diamktelicles, and, on the eighth day after
ovulation, to measure the area of the corpus lut@iny; color Doppler was also used to assess
blood perfusion of the follicle wall and luteal pachyma. In the control cycle was performed
the same procedure except for the use of EPE. Tvess@o effect of EPE on ovulation number,
diameter of follicles, vascularity of the folliculavall and serum estrogen concentration.
Animals treated or not, showed functional CLs, withdifference in parenchymal area or luteal
vascularization, or in serum progesterone conctaoitran the eighth day after ovulation. It was
observed that the EPE provided a greater numbesubbrdinate follicles at the time of
induction of ovulation of the dominant follicle. #hbugh these follicles have failed to ovulate,
it was concluded that EPE influenced the follicggewth, and it can be used in other

biotechnologies, with greater utilization of equarian follicular reserve.

Key words: Equine, ovarian follicle, blood flow, superovutati
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1 INTRODUCAO

As fémeas equinas sdo poliéstricas estacionais vatatdrias. Normalmente ocorrem
duas grandes ondas foliculares durante o ciclogwemuitos foliculos iniciam o processo de
maturacdo mas, geralmente, s6 um se torna domimawotaula (BRINSKO et al., 2011)
formando o corpo liteo (CL) e aumentando a secréegmogesterona (MOURA, 2012).

Uma forma de aumentar a taxa de recuperacdo erabidoma espécie equina tem sido a
superovulacdo, em que muitos protocolos hormoédmram utilizados, mas sem obtencgéo de
sucesso. Todavia, o extrato de pituitaria equirRE)Eem sido consideravelmente utilizado,
principalmente em nivel experimental (PIMENTEL eRMEIRO, 2008).

A superovulacdo de éguas com uso de EPE, em do$esju&ncia variadas, tem
aumentado significativamente o nimero de ovulagbesm isso a obtencdo de mais de um
embrido por ciclo (SCOGGIN et al., 2002; SQUIRB8cCUE, 2007; ROCHA FILHO, 2005;
DIPPERT et al., 1994). O tratamento com EPE, ene da&ia menor, tem sido eficiente para
induzir multiplas ovulagcdes em éguas ciclicas (AM3BSO, 2004), e também é utilizado

como indutor de ovulagéao de animais em transic2iR@OS, 2015).

O tratamento com hormonios gonadotréficos paragadule superovulagcdo, em éguas,
estd associado com o aumento da perfusdo ovafavaecendo o desenvolvimento de
multiplos foliculos e o aumento dos niveis de g&n®. Supostamente, o aumento do fluxo
sanguineo esta relacionado com a resposta a est#oubvariana (WITT et al., 2012). As
principais alteracées na hemodinamica que estaolhedas com a remodelagédo de tecido
ovariano ciclico ocorrem durante a fase final @gscmento folicular, ovulacéo e formacéo do
corpo lateo (ACOSTA et al., 2003).

Nos ultimos anos, o fluxo sanguineo local do ovéim sido analisado por meio da
ultrassonografia com Doppler, permitindo analisatfividualmente os foliculos (AYRES e
MINGOTI, 2012) e avaliar as mudancas na hemodindimvariana (FERREIRA, 2013). Ja foi
observado que o desvio do diametro entre os folculominantes e subordinados esta
associado com fluxo sanguineo que mantém, em daaet satisfatorias, horménios e

nutrientes para o desenvolvimento de foliculos atanios (GURGEL et al., 2008).

A reproducdo assistida na espécie equina é dearalev para aumentar a eficiéncia
reprodutiva (PIMENTEL e CARNEIRO, 2008). Os tralzsitecentes realizados na reproducéo
de éguas mostram a importancia da inducdo da @aldagm como a superovulacdo, para
coleta de embrido em doadoras, e para isso osomedutie ovulacdo tém sido associados a
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monitoramento por meio de ultrassonografia. No rdnta 0 monitoramento com
ultrassonografia Doppler tem sido pouco utilizado &sociacdo com a superovulagdo, em

relacdo a andlise da vascularizacédo folicularealut

Assim, é importante estudar os efeitos do tratameet superovulacdo com EPE na
dindmica e vascularizacéo folicular de éguas @islia fim de melhor entender seus resultados

na producdo de embrides nesta espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 DINAMICA FOLICULAR EM EGUA

Os foliculos primordiais formados durante a vidtalfeu logo apdés o nascimento
constituem a reserva ovariana e poderdo crescer a@lacdo ou degenerar durante a vida
reprodutiva da fémea (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Durante a estagdo de monta, as éguas ndo prenesgrgpm estros recorrentes com
duracdo média do ciclo de 21 a 22 dias. O comptiogadiestro ou fase luteal € relativamente
constante, de quatorze a quinze dias, e o estfaseuolicular € variavel de dois a doze dias,
com maior duragdo na época da reproducao, talvep cesultado de uma menor quantidade
de horménio luteinizante (LH) que surge nesse geri&guas tendem a apresentar uma ou
duas ondas foliculares durante o ciclo estral, s@mais comum apenas uma onda. Os foliculos
destinados a ovular tendem a crescer cerca de tcgsco milimetros de diametro por dia,
iniciando cerca de sete dias antes da ovulacao coomspondente atresia de outros foliculos
na mesma onda folicular (BRINSKO et al., 2011) (Hig

O foliculo ovulatério € bem identificado pelo usw wlitrassom cerca de dez a doze dias
antes da ovulacdo (BRINSKO et al., 2011). As orfdisulares, ovulatoria ou anovulatoéria,
sdo estimuladas por uma onda de hormdnio folicsiimalante (FSH), que atinge um pico
quando o maior foliculo tem cerca de 13 mm. Na rdomia da emergéncia de uma onda
folicular ovulatéria, os foliculos se desenvolvem ema fase de crescimento comum até o
inicio do desvio em que o foliculo dominante camtira crescer e os foliculos subordinados
comecam a regredir. O desvio comeca quando o fimlicmlo dominante apresenta cerca de
22,5 mm, sendo que a capacidade para a dominarsgenélhante entre os quatro maiores
foliculos, no inicio do desvio (GINTHER et al., Z00Varios fatores estao relacionados com
o desvio folicular, incluindo o sistema do fatoratescimento semelhante a insulina (IGF-1),
peptideos, receptores de gonadotrofinas, fatorg®@énicos e esterdides (GURGEL et al.,
2008).

O declinio inicial na onda de FSH parece ser umada da inibina. As concentragfes
intrafoliculares de estradiol, IGF-1, inibina A&igina apresentam aumento no futuro foliculo
dominante em relacéo aos foliculos subordinadasaade um dia antes do inicio do desvio
(GINTHER, et al., 2004).
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Figura 1- Variagdo hormonal durante o ciclo estralégua. (Adaptado de Brinsko et al., Manual of
equine Reproduction, 3 ed, Missouri, 2011).

A dominancia folicular é caracterizada por um drasato continuo do maior foliculo
para torna-lo dominante e reduzir o crescimento fidigulos restantes para torna-los
subordinados. A diferenca entre os dois maiorksulos, no inicio do desvio, ocorre em 24
horas na égua, sendo o tempo necessario parazagarprocesso do desvio antes do segundo
maior foliculo atingir diametro semelhante. Duraedee tempo, o maior foliculo se encarrega
de suprimir as concentragdes circulantes de FS&lgmexigéncias dos menores, provocando
sua regressao. O foliculo maior melhora sua capdeide suprimir o FSH bem como utiliza

reduzidas concentracdes de FSH para o seu cresoigwrtinuado (GINTHER, 2000).

O foliculo de maior tamanho é responsavel pela ntpiantidade de estrégeno secretado
pelo ovério, durante o cio, que decresce duranpec@ de horménio luteinizante (LH). A
producdo de estradiol determina qual foliculo @btem numero de receptores para LH
necessario a ovulacdo e luteinizacdo. O folicukiini@do a ovulacdo também recebe maior
volume de sangue (mmin.) (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O estradiol e inibina contribuem para o declinié-8&1, com isso, apenas o maior foliculo
€ capaz de utilizar a baixa concentracdo de FSHbascendo a selecdo (GINTHER et al.,

2001). No inicio do desvio, os foliculos apresentd@metro inferior a 20 mm e producgéo de
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estradiol em ondas que levam ao desenvolvimentomdéiplos foliculos ovulatérios
(GINTHER et al., 2009).

A concentracao elevada de hormonio LH circulantieptesempenhar papel continuo no
desenvolvimento do foliculo maior, porém néo ekifocse o LH comeca a ser utilizado pelo

foliculo maior antes, durante ou ap6s o inicio dsvib do diametro (GINTHER, 2000).

O aumento da concentragdo sérica de LH, antes slaogénfluencia a producédo de
estradiol pelo futuro foliculo dominante (BERGFEET al., 2001). Ginther et al. (2006), ao
estudarem o ciclo estral de éguas pdneis, coratatgue o estradiol atinge seu pico no periodo
pré-ovulatorio dois dias antes da ovulacdo ocoKerestradiol do fluido folicular exerce
feedback negativo sobre o LH no momento da ovulé@@HETHER et al., 2008).

Foliculos dominantes anovulatorios podem ocorrercensequéncia da deficiéncia de
LH durante o desenvolvimento inicial do foliculdntretanto, concentracées de FSH em
foliculos de 30 mm foram maiores nos foliculos sgi¢ornaram anovulatérios do que naqueles
gue ovularam, indicando uma deficiéncia da supceds&SH. Por outro lado, as concentragdes
de estradiol, IGF-I, inibina A e fator de crescirttedo endotélio vascular (VEGF) no liquido
folicular de foliculos anovulatérios de 30 mm foramenores do que dos foliculos ovulatorios
de mesmo tamanho (ACOSTA et al., 2004).

2.2 SUPEROVULAGAO EM EGUA

A superovulacdo pode ser utilizada com finalidade almentar a recuperacao
embrionaria e proporcionar embrides extras paragalamento. Alguns protocolos de
superovulacéo foram utilizados, na espécie eqpara, obtencdo de multiplas ovulagbes, sem
muito ou quase nenhum sucesso. Em trabalhos exgedm, foram administrados
gonadotrofina coriénica equina (eCG), horménio rioer de gonadotrofina (GnRH),
imunizacao contra inibina, FSH de origem suinaegtoato de pituitaria equina (EPE), sendo
EPE o mais utilizado (PIMENTEL e CARNEIRO, 2008).u80 de gonadotrofina coridnica
equina (eCG), GnRH e vacina contra inibina apresant sucesso limitado ao estimulo de
ovulacédo multipla (SQUIRES e MCCUE, 2007).

Na inducdo da ovulacdo de éguas em anestro esthcioom hormonio foliculo
estimulante recombinante equino (reFSH) (0,65 nugamte 15 dias, obteve-se ovulagdo em
77% das éguas dentro de 72 horas ap6s administta¢éioG (MEYRS-BROWN et al., 2013).

Ja o tratamento com hormonio foliculo estimulast®mbinante humano (rhFSH) (450 Ul),
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em éguas que apresentavam foliculos entre 10 ar®5&o mostrou diferenca significativa no

desenvolvimento folicular, na taxa de ovulagdo, bsmmo no numero de recuperacdo

embrionaria em relacdo a éguas nao tratadas. Endbtratamento ndo tenha induzido o

aumento no numero de ovulacdo dos foliculos maidee5 mm, houve maior nimero de

pequenos foliculos disponiveis no inicio do tratailmeNo entanto, as doses de 450 e 900 Ul
foram ineficazes para estimular o desenvolvimeoliodlar maltiplo na égua (THARASANIT

et al., 2006).

A preparacao padronizada de Extrato de Pituitagiairia (EPE) purificado em eFSH
também resulta em uma resposta semelhante a ERE dwotudo, potenciais problemas apos
as injecdes de eFSH incluem foliculos anovulatéowsuteinizados (SQUIRES e MCCUE,
2007). Entretanto, o EPE tem sido utilizado gumaé resultando em aumento do numero de
ovulacbes (ROCHA FILHO, 2005; DIPPERT et al., 1994)

A guantidade de FSH presente no EPE néo afetpastessuperovulatéria de éguas, pois
o0 numero de ovulac¢des por égua nao diferiu entrelag que receberam tratamento com fracéao
enriguecida de FSH (feFSH) ou EPE (ROSAS et a@8)1.9

Scoggin et al. (2002), tratando dez éguas com E@tfficaram que a dose de 50 mg,
uma vez ao dia, resultou em maior numero de flolécpré-ovulatérios do que os tratamentos
com 25 mg, umavez ao dia, 12,5 mg, duas vezdmaou 25 mg duas vezes ao dia. Contudo,
0 numero de ovulagfes foi maior nas éguas que es®b25 mg de EPE duas vezes por dia
comparadas aquelas que receberam 25 mg uma véa ao 82,5 mg duas vezes ao dia. Ja a
recuperacao embrionéria foi maior em éguas quéeeam 12,5 mg de EPE duas vezes ao dia
do que aquelas que receberam 25 mg uma vez abadiavia, 100% das éguas tratadas com
EPE na dose de 50 mg uma vez ao dia obtiveramnpahos, duas ovulacdes. De acordo com
Squires e Mccue (2007), estudos tém mostrado dgujegiio de EPE resulta em trés a quatro

ovulacdes por ciclo com obtencdo de dois embrides.

Dippert et al. (1994), avaliando a taxa de fedifi@o de oocitos recuperados em ovulagbes
de éguas superovuladas com EPE, na dose de 40bithgeram 88% de odcitos fertilizados
enguanto o grupo controle apresentou 91%. Os cdatuperados e fertilizados que evoluiram
para embrides em estagio de morula ou blastoaigt@li das éguas tratadas com EPE e do
grupo controle foram, respectivamente, 46,4% e%0Bmbora a taxa de recuperacao de
embrides tenha sido menor que o0 esperado, as thxdsrtilizacdo e desenvolvimento
embrionario foram semelhantes entre éguas supe@daaike controle.
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O numero médio de ovulagBes obtido entre o trattoneom EPE e seu respectivo
controle foi similar, no entanto, o nimero médiocedebrides recuperados tendeu a ser maior
no ciclo ndo tratado. O tratamento com eFSH prowomaior incidéncia de mdultiplas
ovulaces e maior numero médio de ovulacdes ema®lao grupo controle. Os tratamentos
com baixas doses de EPE ou eFSH nao interferesesenvolvimento do maior foliculo, mas
prolonga a fase de crescimento do segundo maioCHROFILHO, 2005).

J& o tratamento com EPE (25 mg) com ou sem asgoc&ax hCG (2500), 7 dias apos
ovulacdo espontanea, contribuiu significativameree o aumento do numero de foliculos
disponiveis. Nesse estudo, a proporcédo de foliapossentando entre 22-30 mm variou de
63,5% a 73,8%, que foram aspirados obtendo umadaxacuperacdo de odcitos variando
entre 15 a 16,7%. A proporcdo de éguas que prodpeia menos, um odcito foi de 70% no
EPE associado ao hCG, 60% no EPE sozinho e 50%upo gontrole. Os autores concluiram
que o tratamento com EPE e hCG apresentou uma prajporcao de foliculos com células da
granulosa expandida (64,4%) em relacdo ao confBg386) e ao tratamento com EPE (25%)
(BLANCO et al., 2009).

O tratamento superovulatério de éguas com eFSHapésentou resultados diferentes
estatisticamente quando comparado ao grupo congralgirtude de haver um ou dois foliculos
em desenvolvimento durante o periodo de avaliga@etudo, houve um maior fluxo sanguineo
ovariano nos ciclos tratados com eFSH em éguasnsai® de dois foliculos (WITT et al.,
2012).

2.3 CORPO LUTEO (CL)

O corpo luteo é considerado uma glanthalasitéria ovariana desenvolvida a partir da
ovulacéo, responsavel pelo controle do ciclo estrain algumas fémeas pela manutencao da
gestacao. Sua formacao depende de fatores mitogémicgiogénicos e de crescimento, bem
como sua lutedlise depende da liberacdo pulsatiP@&. pelo endométrio (SALLES e
ARAUJO, 2010).

A génese do corpo luteo é desencadeada lagoaapolapso do foliculo ovulatério, em
gue sua parede interna desdobra-se em pregas dgi® [ger visualizadas macroscopicamente
e microscopicamente. A constituicdo das pregasistensm uma porc¢ao central de estroma e

de grandes vasos venosos. Logo ap0s a ovulac&a, @e24 horas, as células da teca entram
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em degeneracdo. No periodo inicial do desenvolMineélo corpo liteo ha um aumento
significativo e rapido de seu peso (HAFEZ e HAFE@)4).

A angiogénese desempenha um papel relevante roncegso e regressédo do corpo luteo,

influenciando sua vascularizacao e controlandaaavi&la atil (AL-ZI' ABI et al., 2003)

O fator de crescimento endotelial vascular (VE@&)ece ser um dos principais fatores
angiogénicos responsaveis pelo desenvolvimento dscularizacdo do corpo lateo
(REYNOLDS et al., 2000). O VEGF estimula a produdad®GE e R, que sao cruciais para
0 estabelecimento do corpo luteo, e tem sido ifiesdio como o principal fator de crescimento
angiogénico produzido pelo CL (GALVAO et al., 2012)

O indice de proliferacéo de células endoteliarg@niso no inicio da fase luteal, e tanto nessa
fase quanto no decorrer de seu desenvolvimentomaédensa rede de capilares, regredindo
14 dias pos ovulacao (AL-ZI' ABI et al., 2003).

A funcgdo primaria do corpo luteo é a secrecdo dggsterona. O LH € relevante para o
desenvolvimento normal e funcéo luteal, sendo mrespeel por estimular células luteinicas a

secretar progesterona por meio da ativacao daipacgeinase A (NISWENDER et al., 2000).

A progesterona é um hormdnio secretado pelas eélutainicas na forma de granulos,
também pela placenta e glandulas adrenais. Ateagstamente com estrégeno para promocao
do cio, prepara o endométrio para implantacdo dari@me manutencédo da prenhez, inibe a
motilidade uterina e, quando em niveis elevadasnpwe a inibicdo do cio e LH, auxiliando
no desenvolvimento do tecido secretor da glandalaania (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A hipertrofia e luteinizacdo das células da grasaloomecam 10 horas apos a ovulacéo
(VAN NIEKERK CH et al., 1975). BAO (2008,) ao awlias células luteas de ratos, verificou
gue o fator ativador de plaquetas (PAF) regulat@sé de progesterona e expressdao do mRNA
de VEGF em células luteinicas para mediar a formalgi corpo lateo ovariano. Segundo
Ginther (2006), logo apds a ovulacao ocorrer, haaumento no nivel de progesterona sérica,
atingindo o maximo no sexto dia. A concentracdpradgesterona no plasma esté intimamente
ligada com as alteracdes que ocorrem no corpo (iebl NIEKERK et al., 1975).

Mann (2009), comparando o tamanho do corpo lUt@ocencentracdo de progesterona
circulante em vacas, verificou que o tamanho dpaalrteo e a concentracdo de progesterona
sérica aumentaram nos dias cinco e oito apos dAmlagostrando que ha uma estreita relacado
entre o desenvolvimento do CL e aumento da corexgdrde Pno inicio da fase luteal. Kanitz
et al (2007), analisando a concentracdo de pragesteem éguas tratadas com GnRH,

observaram que a média da concentracdo de progestimentou continuamente do dia zero
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ao dia oito apoOs ovulacdo, tanto no grupo tratadantp no grupo controle. Quanto as
concentracdes de progesterona a partir do diaamdéea onze ndo diferiram entre o grupo que

recebeu GnRH e o grupo controle.

Ginther et al. (2007a), ao estudar a concentralg@mnatica de progesterona na fase luteal
de 20 éguas ciclicas, verificaram concentracdo meaxio dia oito apds ovulacao e que houve
uma diminuicao abrupta entre os dias quinze e deteapds ovulacdo, definindo este periodo
como luteolitico. Vanderwall et al. (1993), avatlaros niveis plasmaticos de progesterona nos
dias 10 e 15 do primeiro ciclo ovulatorio, verifiaen maior conentracdo do hormoénio em éguas
de idade avancada em relacédo a éguas jovens. Eealag2001), ao analisarem a concentracéo
de progesterona em éguas da raca PSI, verificaaéoneg maiores no inicio da gestacdo em

éguas virgens em relacao as paridas.

2.4 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA MODO B NA DINAMICA OVARIANA
NA EGUA

O exame ultrassonografico no ovario da égua éaddipara avaliar a atividade ovariana,
estimar a fase do ciclo estral, monitorar a dinaniadicular, prever ovulacéo, detectar dupla
ovulacédo ou falha na ovulacdo (MIRO, 2012). Oscidtis ovarianos antrais sdo estruturas
vesiculares aparecendo na imagem ultrassonogrédiceuma forma arredondada anecoica
(MOURA e MERKT, 1996).

A avaliacao ultrassonografica dos ovarios de unua élgirante o periodo pré-ovulatério
garante a determinacdo exata do numero, localizeag@anho e forma dos foliculos ovarianos.
O diametro dos foliculos pré-ovulatérios podem araéntre 40 a 50 mm, porém o diametro
pode ser menor nos casos de haver dois folicugs\ariatérios no mesmo ovario. Em torno
de 24h antes da ovulacéo, a maioria dos folicelodd a mudar da forma esférica para a conica
ou de péra e a parede pode apresentar aparénmitadecou engrossada. A ecogenicidade do
fluido folicular aumenta ligeiramente antes da agéb ocorrer. Exames ultrassonogréficos,
realizados a intervalos de uma hora, demonstrarareerolhamento da granulosa e
amolecimento do foliculo entre 1 a 8 horas antesvdéacédo em 100% dos foliculos avaliados
(BRINSKO et al., 2011).
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Gastal et al. (1998), avaliando foliculos pré-otardas, no inicio da estacdo de monta,
observaram o aparecimento de uma camada anecbjeaeste a camada da granulosa. Nesse
mesmo estudo, constataram que 70% desses fol@pitesentavam ecotextura maxima tanto
para camada da granulosa quanto para camada aneggic dia antes a ovulacao.
Correlacionaram ainda a ovulagao com o diametrouialr individual e verificaram ser ineficaz
para prever a ovulacdo, porque os diametros poa@eiar\no dia anterior a ovulacéo entre 31

e 49 mm.

A ecotextura da parede folicular estd associadaaadesvio em diametro de foliculos.
Em éguas pbneis, foram obtidos valores crescerstescotextura da camada da granulosa
(espessura e ecogenicidade) em relacédo ao cresoin@nfoliculos, enquanto que os valores
crescentes para a camada anecodica foram maiserésticds de um futuro foliculo dominante.
O desenvolvimento da camadaecodica abaixo da granulosa distingue o futurecut
dominante do secundario, antes do inicio do deswidiametro (GASTAL et al., 1999).

Quando dois foliculos se apresentam pré-ovulat@iasparede fina entre os dois for
dificil de visualizar na ultrassonografia, podem senfundidos com um unico foliculo, no
entanto, a ovulacdo dupla é raramente sincroniodermo ocorrer com horas ou dias de
intervalo (MIRO, 2012).

2.5 ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER NA REPRODUCAO EQUINA

7

A ultrassonografia color Doppler € uma tecnologiaseada na frequéncia
ultrassonografica que muda com o movimento dasasedanguineas. O angulo do cursor pode
ser usado para representar o angulo de intersdeddidho com a direcao do fluxo sanguineo,
e a perfusdo vascular de uma estrutura pode satifipgda pelo nimero de pixels de cor de
uma imagem ou pode subjetivamente ser estimadapelasado de areas coloridas (Ginther e
utt, 2004).

A avaliacdo modo Doppler da funcéo ovariana endeate éguas auxilia na selecéo de
animais para receber embribes em programas defer@nsia, considerando a relacdo da
vascularizacéo luteal com os niveis séricos degstegona (FERREIRA e MEIRA, 2011). A

ultrassonografia Doppler € uma tecnologia emergeai® o potencial de aumentar o
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diagndstico, monitoramento e estudo da fisiopatalogprodutiva equina (GINTHER e UTT,
2004).

O ultrassom modo Doppler, nos ultimos anos, verdaetilizado na reproducéo equina
para avaliar o fluxo sanguineo das artérias uteriogariana (WITT et al., 2012; BOLLWEIN
et al., 2002) e de foliculos e corpo luteo (GAST@étLal., 2006; GINTHER et al., 2007a;
GINTHER et al., 2007 b).

2.6 AVALIACAO FOLICULAR POR ULTRASSONOGRAFIA DOPPLE R

Os sinais de fluxo de sangue no interior do tes#@ogerados pelo movimento de sangue,
em arteriolas, ndo sendo possivel determinar comornediciéncia os sinais de vénulas
(GINTHER et al., 2007b). A diferenca no fluxo dague na parede folicular entre o foliculo
dominante e o subordinado ocorre um a dois digs altt desvio de diametro, durante a selecao
folicular na égua, em que ha um aumento continusd@ascularizacdo do futuro foliculo
dominante, mas nao nos futuros foliculos subordisddCOSTA et al., 2004).

A adequada formacao da rede vascular é um fatd@ahite para o bom funcionamento
do ovario, por disponibilizar oxigénio, nutrientesibstratos e hormonios para células-alvo
(AYRES e MINGOTI, 2012).

Na avaliacdo com Doppler, doze a 36 horas antesvdecdo, a camada granulosa
folicular apresentou aumento significativo de psntmloridos apos uso de gonadotrofina
coridnica humana (hCQGIBASTAL et al, 2006).

Altermatt et al. (2012) analisaram, com uso deasttom Doppler colorido, os efeitos de
gonadotrofinas (eLH, eFSH) no fluxo sanguineo avarie folicular de éguas de diferentes
idades, verificando maior vascularizacdo nos ftdule éguas idosas em relacéo a jovens,
sem interacao significativa entre eFSH ou eLH. €&amento do foliculo dominante nao foi
associado com a vascularizacdo, embora a idadeadatendeu a ter um efeito negativo em

relacéo ao crescimento folicular.

Foliculos duplos bilaterais ndo séo diferentesiddisiduais, contudo, foliculos duplos
unilaterais mostram um padrdo paralelo ao da o&alaimples, mas com menor area de

perfusdo nos dias cinco, quatro e trés antecedem@sdacdo. Todavia, hA um aumento na area



22

de perfusédo e da velocidade do fluxo nos dias dosantecedentes a ovulagéo, e diminui¢ao
no indice pulsétil que comeca no dia 4 antes dé&ag&a (PALMER et al., 2006).

Segundo Kelley et al.(2014), éguas tratadas comgitiaa 10 dias antecedentes a
ovulacdo, apresentaram um maior crescimento falicel perfusdo vascular do foliculo
dominante, tendendo a ser maior quatro dias ardesvdlacédo. Ginther et al. (2007b),
utilizando ultrassom Doppler colorido, observou idiancéo do fluxo de sangue arterial durante
quatro a uma hora antes da ovulacdo. Foliculosoyukatérios podem apresentar baixa

perfusdo sanguinea mesmo durante a estacao rapeo@ERREIRA, 2013).

2.7 AVALIACAO DA VASCULARIZACAO DO CORPO LUTEO COM USO DE
ULTRASSOM DOPPLER COLORIDO

A ultrassonografia com Doppler colorido pode avalifluxo sanguineo do ovario (foliculos
e corpo luteo), permitindo um melhor monitoramesdoatividade ovariana na égua (MIRO,
2012). Esse método de avaliacdo do fluxo sanguioemrpo liteo ovariano € de relevancia,
pois consegue detectar alteracdes durante o cislal ee diferencas individuais na
vascularizacdo do mesmo (BOLLWEIN et al., 2002).

O exame do corpo luteo por meio da ultrassonognafido-Doppler de éguas receptoras, é
uma ferramenta importante, pois auxilia na selégfanimais com perfil sérico de progesterona
adequado para o desenvolvimento do embrido e meagéideda gestacdo (FERREIRA e
MEIRA, 2011).

Em bovinos, a avaliagdo do corpo luteo resulta éagnidsticos mais precoces e mais
acurados de alteracfes da funcédo luteal no pededeconhecimento materno da gestacéo
(AREAS, 2012).

Ginther et al. (2007a), avaliando o fluxo sanguihdeal em éguas, verificaram que o
percentual maximo de sinais de vasculariza¢do doddtreu no dia 10 apds ovulacéo, quando
apresentou 77,3% de area luteal com fluxo sanguidé, Maia (2015), avaliando a
vascularizacdo de corpos luteos de éguas com @é@wlagtural e induzida por acetato de
deslorelina, obteve resultados diferentes em relagalia apds ovulacéo, pois verificou que os
valores foram superiores nos dias quatro e oitqpemados ao dia doze de éguas com ovulagéo
induzida. Contudo, nesse mesmo estudo os result@aogiferiram entre os dias, na ovulacao

natural.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do Extrato Bruto de Gonadotroftbguina (EPE), extraido de éguas em anestro
estacional, na dinamica folicular, perfusdo sargmiirfolicular e do corpo luteo, e
esteroidogénese de éguas criadas em regido detohipical.

3.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a dindmica folicular desde a fase do degai@iametro até a pré-ovulatoria em
éguas tratadas com EPE.

» Auvaliar o efeito do tratamento com EPE sobre ogrgtal de vascularizacao da parede
folicular da fase do desvio até a pré-ovulatdriéizando ultrassonografia com Doppler
colorido.

* Analisar o efeito do tratamento com EPE na conagétr de estrogeno circulante na
fase de desvio folicular e no momento pré-ovulatori

* Analisar o efeito do tratamento com EPE sobre aceamacdo de progesterona

circulante e na vasculariza¢do do corpo lateo, dids apds ovulagao.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Estudo da vascularizagéo folicular e do corpo lutede éguas ciclicas tratadas com
Extrato de Pituitaria Equina utilizando ultrassom Doppler colorido

Study of follicular and corpus luteum vascularizaton in mares treated with Equine

Pituitary Extract using ultrasound color Doppler

Maria do Carmo Rodrigues de Medeirod", Adalberto Farinassc, Igor Henrique de
Azevedo Valenca Nery, Helder Melo de Souza, Jodo Luis de Albuquerque
Vasconcelod Keity Laiane Gomes Trindadé, André Mariano Batista!, Helio Cordeiro

Manso Filho®, Gustavo Ferrer Carneira*, Aurea Wischral.
RESUMO

O estudo da foliculogénese de éguas é essencahphoria da eficiéncia reprodutiva nessa
espécie, e para isso 0 uso da ultrassonografialdoppler colorido tem possibilitado uma
melhor compreensao da fisiologia ovariana. Todawirmacdes sobre vascularizacdo da
parede folicular e corpo Iuteo sdo escassas, pamente quando associado a superovulacéo.
Com o objetivo de avaliar o efeito superovulat@oextrato de pituitaria equina (EPE) no
fluxo sanguineo folicular e luteal, 0 experimertioréalizado utilizando seis éguas da raca Puro
Sangue Arabe, em dois ciclos estrais (controlarrento). As éguas foram submetidas a
sincronizagao, utilizando prostaglandinga, e monitoradas diariamente por ultrassonografia
modo B, até que os foliculos atingissem diametr@3lenm (desvio). No ciclo tratamento, a
partir do desvio, as éguas receberam 8 mg de ER&yaz ao dia, por via IM, até que dois ou
mais foliculos atingissem o didmetro entre 32 en8%. A ovulacdo foi induzida com acetato
de deslorelina (750 pg, IM) quando os foliculoegitem no minimo 35 mm. No momento do
desvio folicular, da inducdo da ovulacdo e do wtiexame pré-ovulatério foi utilizada a
ultrassonografia modo B para medir o didametro dbsiflos e no oitavo dia pos-ovulagéo para
a area do corpo luteo; também foi usado Dopplearicid para avaliar a perfusdo sanguinea da
parede folicular e do parénquima luteal. No cidaotoole foi realizado o mesmo procedimento

exceto pelo uso do EPE. Os dados foram submetidoslise de variancia, com nivel de
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3 Departamento de Zootecnia, Universidade FederallRler Pernambuco (UFRPE), Recife, PE, Brasil.

4 Unidade Académica de Garanhuns, Universidade FeBeral de Pernambuco (UFRPE), Garanhuns, PE,
Brasil.
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significancia de 5%. Nao foi observado efeito d&EE®bre niumero de ovulagdes, didametro
dos foliculos, vascularizacéo da parede foliculzorecentragéo sérica de estrogeno. Os animais
tratados ou néo, apresentaram CLs funcionais, ageno diferenca na area do parénquima
ou vascularizacdo luteal, nem na concentracdoaséddacprogesterona, no oitavo dia apos a
ovulacdo. Foi observado que o EPE proporcionou amommumero de foliculos subordinados
no momento da inducdo da ovulacéo do foliculo danti (P< 0,05). Embora estes foliculos
nao tenham chegado a ovular, concluiu-se que odtlRitl no crescimento de foliculos, que
podem ser utilizados em outras biotécnicas tra@stéa de odcitos, com maior aproveitamento

da reserva folicular de ovarios equinos.
Palavras-chaveEquino, Foliculo ovariano, fluxo sanguineo, supelagéo.
ABSTRACT

Aiming to evaluate the effect of equine pituitaryxtract (EPE) on superovulation, the
experiment was conducted using six mares Purebraoia#n race in two estrous cycles (control
and treatment). The mares were synchronized usogjgglandin F& and monitored daily by
ultrasound B mode until the follicles reached ditane 23 mm (deviation). In the treatment
cycle from the deviation mares received 8 mg of Eiti€e a day, intramuscularly, until two or
more follicles reached a diameter between 32 andn@h Ovulation was induced with
deslorelin acetate (750 mcg, MI) when folliclesateed at least 35 mm. At the time of follicular
deviation, induction of ovulation and final preoatdry exam, it was used B-mode ultrasound
to measure the diameter of follicles and on thétkiglay after ovulation to measure the area
of the corpus luteum (CL); color Doppler was alsedito assess blood perfusion of the follicle
wall and luteal parenchyma. In the control cycles\warformed the same procedure except for
the use of EPE. Data were subjected to analysrardince, with 5% significance level. There
was no effect of EPE on ovulation number, diametdbllicles, vascularity of the follicular
wall and serum estrogen concentration. The anitred$ed or not, showed functional CLs, with
no difference in parenchymal area or luteal vasm#t@on, or in serum progesterone
concentration on the eighth day after ovulatiomds observed that the EPE provided a greater
number of subordinate follicles at the time of intlon of ovulation of the dominant follicle.
Although these follicles have failed to ovulatewias concluded that EPE influenced the
follicles growth, and it can be used in other bobtgologies, with greater utilization of equine

ovarian follicular reserve.

Key words: Equine, Ovarian follicle, Blood flow, serovulation.
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INTRODUCAO

O ciclo reprodutivo na égua se caracteriza por fas&a folicular seguida de fase luteal,
decorrente, na maioria das vezes, de uma Unicagdal Na ocorréncia da emergéncia de uma
onda folicular ovulatéria, os foliculos se desexmgol em uma fase de crescimento comum até
o inicio do desvio em que o foliculo dominante curd a crescer e os foliculos subordinados
comecam a regredir. O desvio comega quando o filicmlo dominante apresenta cerca de
22,5 mm, sendo que a capacidade para a dominarsgenélhante entre os quatro maiores
foliculos, no inicio do desvio (GINTHER et al., 200

Para aumentar a taxa de producdo embrionaria equénas protocolos hormonais ja
foram utilizados, mas sem obtencéo de sucessoaviam extrato de pituitaria equina (EPE)
tem sido utilizado com consideravel sucesso, paloiente em nivel experimental
(PIMENTEL e CARNEIRO, 2008).

A superovulacdo de éguas com EPE, em diferentetogotos, tem aumentado
significativamente o nimero de ovulacdes e comassbtencdo de mais de um embrido por
ciclo (SCOGGIN et al., 2002; SQUIRES e McCUE, 20BQCHA FILHO, 2005; DIPPERT
et al., 1994). Contudo, constatou-se que o trattom@m dose diaria baixa foi eficiente para
induzir multiplas ovulagbes em éguas ciclicas (MBSO, 2004). O EPE também tem sido
utilizado para induzir a ovulacdo em animais ene fds transicdo reprodutiva (BARROS,
2015).

Atualmente, a ultrassonografia modo B vem sendiizada na rotina de
acompanhamento da dinamica folicular de éguastrAssionografia com Doppler colorido €
uma técnica ndo invasiva que possibilita avalidis@logia do fluxo sanguineo do trato
reprodutivo, incluindo a vascularizacdo ovariana égaia (AYRES e MINGOTI, 2012;
FERREIRA e MEIRA, 2011).

A vascularizacdo da parede folicular ovariana gomag tem apresentado maior fluxo
sanguineo no futuro foliculo dominante, até meswis dias antecedentes a ocorréncia do
desvio (ACOSTA et al. 2004). Witt et al. (2012),emtudarem tratamento superovulatorio com
hormonios gonadrotoficos em éguas verificaram querd um aumento da perfusdo ovariana.
Por outro lado, no foliculo pré-ovulatorio, ha ureducéo na vascularizacdo da parede, cerca

de dois dias antes da ovulac&o ocorrer (GASTAL7200
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A eficiéncia reprodutiva na espécie equina estaeatamdo cada vez mais apés o
incremento da reproducao assistida (PIMENTEL e CERRD, 2008) e, nos ultimos anos,
estudos demonstraram que a superovulacdo na eggggma tem sido uma alternativa para
buscar uma maior taxa de recuperacao embrionaas, édnsiderando que os resultados ainda
nao sao satisfatérios, € necessario estudar esflE tratamento superovulatério na dinamica
e vascularizagao folicular. Para isso, a ultrasg@i@ utilizada como ferramenta de
monitoramento da foliculogénese tem sido de rel@eafundamental, principalmente em
centrais de transferéncia de embrido. No entantopmitoramento com ultrassonografia com
Doppler clorido tem sido pouco utilizado, princip&nte em associacao a superovulacado. Com
isso, 0 presente estudo propde avaliar o efeitdEH&, na dindmica folicular, perfusao

sanguinea folicular e do corpo lateo, e esteroideg€ de éguas ciclicas.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 6 éguas da raca Puro Sangue Acabejdade entre 9 e 20 anos, em
regime de criagdo semi-extensivo, alimentadas castagem de capim nativo e feno 6

kgdiaanimal, além de ragcédo de manutencao (2@i&animal), sal mineral e agead libitum.
Local de realizacdo do experimento

O experimento foi executado no Departamento deetomd da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, localizada em Dois Irmaosif&dE (8° 1' 3" S e 34° 56' 58" W), no

periodo entre fevereiro e maio de 2015.
Desenho experimental

O experimento foi realizado em duas etapas ousadtrais, sendo um ciclo controle e
outro tratamento. Aleatoriamente, as éguas quenfaraliadas inicialmente no ciclo controle,
no ciclo posterior foram submetidas ao tratameanto Extrato de Pituitaria Equina (EPE). Ja
aquelas éguas que foram inicialmente submetidasatamento superovulatorio, apdés seu
término tiveram um ciclo de descanso, que ndogdm\&itado para analise e, posteriormente
a ovulacéao deste ciclo, foi iniciada a avaliacaeidto controle. Este procedimento considerou
que nao ha efeito residual do EPE sobre os ovadasclo seguinte ao tratamento (FARIAS,
2013).
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Sincronizacgéo do cio, superovulagéo e inducao dawacao

Todas as éguas desse estudo inicialmente tiver@daotooestral sincronizado utilizando
uma dose luteolitica de prostaglandina (inoprost Trometamina, 1 mg, IM, Lutalyse

Zoetis).

No ciclo de tratamento foi administrado EPE, de ymadida extraida de éguas que
estavam em anestro estacional, um produto expeiamgne foi cedido pelo Laboratoério

Unicérnio, Brasilia, DF, sob responsabilidade téamio Dr. Adalberto Farinasso.

O tratamento com EPE (8 mg, uma vez ao dia, IM)riciado no momento do desvio
de um ou mais foliculos em crescimento (entre2Bmm) e a aplicacao diéria foi interrompida
guando a égua apresentou um ou mais foliculos ¢ametro entre 32 a 35 mm ou apos ter

recebido o total de seis doses.

Para inducéo da ovulagcao utilizou-se o acetatoedtorklina (0,75 mg, por via IM,
Sincrorrelirf - Ourofino) em éguas com foliculos entre de 350, e edema uterino superior
a grau 2. As éguas foram inseminadas artificialmectm semém fresco, 24 horas apés a

aplicacao da deslorelina.

As éguas avaliadas no ciclo controle receberameassnos procedimentos, exceto pela
administragcéo do EPE.

Ultrassonografia Modo B e Doppler

Tanto no ciclo controle quanto tratado com ERi6saa aplicacdo de P&Fas éguas
foram monitoradas diariamente por ultrassonografido B até o desvio do diametro folicular.
A partir do desvio, os foliculos foram avaliadomb&m pelo modo Doppler colorido para

avaliar a perfusdo sanguinea folicular até ovulac@orer.

Para realizacdo dos exames ultrassonograficoszautibe um aparelho de
ultrassonografia equipado com Doppler colorido @day — M5 Vet), sendo que os foliculos e
corpos lateos (CLs) foram examinados de maneirta lencontinua, de forma a permitir a
visualizacdo dos sinais coloridos corresponderiesvasos sanguineos (perfusdo) em toda a
parede folicular e parénquima luteal (Figura 1)dd@oos exames foram gravados para analise

posterior. Durante a analise, os foliculos forammjetivamente dividos em quatro quadrantes
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e 0 percentual de parede contendo pontos coloftd@®mado e considerado como o total de
perfusdo da parede folicular. Os CLs foram avalatbomesma forma, sendo que o parénquima
foi também dividido em quadrantes e consideraderogmtual de area com pontos coloridos

como sendo o percentual de vascularizacdo do ONTBER e UTT, 2004).

Figura 1 — Imagens ultrassonograficas com Doppkaricio de foliculo (A) e de corpo luteo
(B), para analise de perfusao em éguas.

Inseminacao Atrtificial e Coleta de embribes

A inseminacéo artificial, com sémen fresco, foilizmala no maximo apés 24 horas da
inducéo da ovulacdo com deslorelina e, no oitaa@plds a ovulacdo, procedeu-se a coleta do
embrido. Para lavagem uterina utilizou-se sorcentagctato, em torno de 3 a 4 litros, realizando
o procedimento pelo sistema aberto. Posteriormenéenbrido foi levado ao Laboratério de
Andrologia do Departamento de Medicina Veterin&flERPE para avaliacao da qualidade. No
mesmo dia da coleta de embrido a égua recebeu oseadeé prostaglandina.fpara lise de

corpo luteo.

Os embrides foram lavados em tampéo fosfato sgmRS) suplementado com 1
mg/mL de polivinilpirrolidona (PVP) e fixados emrpéormaldeido 4% em PBS, durante uma
hora, a temperatura ambiente. Apds duas lavagensPBBYPVP, os embrides foram
permeabilizados em 0,5% de Triton X-100 e 0,1%ittato de s6dio em PBS durante 1 hora
na temperatura ambiente. Em seguida, os embridas ftavados trés vezes em PBS/PVP e
incubados em gotas contendo Hoescht 33342 (10 mgnhdeto de Propideo (125 mg/mL)

por 15 minutos no escuro.
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Em seguida, os embrides foram lavados trés vezd2BSPVP, montados em laminas
e cobertos com laminulas e examinados em micrasadpiepifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Germany), utilizando os filtros 350 nmM88 nm, respectivamente. Cada embrido
foi analisado para determinacéo da viabilidadebl@stémeros que fluoresceram em azul foram
considerados viaveis (com membrana plasmaticaraj)tegnquanto aqueles que fluoresceram
em vermelho ou rosa foram considerados inviaveigekanto, embrides com menos de 50%
de células vermelhas ou rosas foram considerado®igi e classificados de acordo com o
Manual da Sociedade Internacional de Transfeémckntbribes (ROBERTSON e NELSON,
1998).

Dosagem Hormonal

Amostras de sangue foram coletadas, para dosagesstidgeno sérico, quando pelo
menos um foliculo ultrapassou o desvio de diametn® momento da indugcédo da ovulacdo
com deslorelina (foliculo com diametro entre de4®5nm). Para dosagem da concentragéo de

progesterona sérica, foram coletadas amostrasndeeao oitavo dia apds a ovulagéo.

A dosagens foram realizadas por ensaio imunoemnzmnéELISA) utilizando testes
comerciais (Estradiol Sym e Progesterona Sym, SysigoDiagndstica Ltda.). A sensibilidade
do teste foi de 6,5 pg/mL e 0,157 ng/mL, e o costfi® de variagédo intraensaio foi de 14,9 %
e 11,8 %, respectivamente para estrogeno e progeste

Anélise Estatistica

As variaveis concentracao de estrégeno e progested@metros foliculares, numero de
foliculos mensuraveis, percentuais de vascularizdedparede dos foliculos ovulatorios e do
parénquima luteal e area luteal foram avaliadospalise de variancia (ANOVA) e a diferenca
entre os grupos (controle e tratamento) testadatpste de Tukey. Para analise decorrelacéo
entre variaveis, foi utilizado o teste de Spearnvalores foram considerados significativos
quando X 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo avaliou a dindmica do diametro e daulexsizacédo folicular e a
concentracdo de estrogeno circulante apds tratamemnh EPE em éguas. Nao foram
observadas diferencas significativas (P > 0,05Jiametro e na vascularizacdo folicular entre
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0S grupos tratado e nao tratado com EPE, nos wésentos avaliados: dia do desvio, dia da

inducdo da ovulacdo com acetato de desloreling-e\prlacdo (Tabela 1, Figuras 2 e 3).

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos niveis de gesid (E) circulante, diametro (D) e

percentual (%) de vascularizacdo do foliculo domtieae numero (N) total de foliculos e

ovulacbes em éguas tratadas com EPE.

CONTROLE EPE
N 6 6
E> no desviqpg/mL) 126,1 £ 46,3 146,8 £ 86,5
E> naindugéo da ovulagdo (pg/mL) 152,4 +£ 147,9 142,6 £112,3
@ no desvio (mm) 22,7+t10A 225+ 12A
@ na inducao da ovulagao (mm) 37,7+26B 38,2+7,3B
@ na Pré-ovulagéo (mm) 42,3+56B 42,6+7,8B
@ Maximo do Foliculo Dominante (mm) 42,1 +5,1 42 8,1
@ Méaximo do Foliculo Subordinado (mm) 22,7+8,0 ,4286,9
% Vascularizacdo no desvio 48,7 + 8,8a 50,8 £ 18,7a
% Vascularizagcédo na inducao da ovulagéo 47,5+10,1 57,3+17,4
% Vascularizagdo na Pré-ovulacdo 48,3 + 14,2 53022
N de foliculos no desvio (20-23 mm) 1,8+0,9a 8P3a
N de foliculos na inducao da ovulacao 28%x12a ,6+4.0b
N de Ovulagoes 1,0 £0,0a 1,3+0,5a

ab — Letras diferentes na linha representam difersignificativa (P < 0,05). AB - letras diferentes coluna,

para uma mesma variavel entre tempos, represeritararta significativa (P < 0,05).

Estes dados corroboram com os resultados de Kafia8) que comparou o tamanho

meédio de foliculos pré-ovulatorios de éguas daasr&rioula e Quarto de Milha tratadas com

EPE, ndo observando diferenca significativa do grapntrole. Contudo, Gimenes (2010)

verificou que éguas tratadas com EPE, recebendpduas vezes ao dia, a partir dos foliculos
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apresentarem 20-23 mm de didmetro, apresentaramr mamero de ovula¢cdes quando

comparadas ao grupo controle. Porém, este auliaouto dobro da dose utilizada neste estudo.
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Figura 2. Média e erro padrédo da média do dianfetno) folicular no momento do desvio, no dia da ig&u
da ovulacgédo e pré-ovulagdo dos grupos controletaniento com EPE.
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Figura 3 - Média e erro padréo da média do perekdrivascularizacao folicular no momento do deswo
dia da inducédo da ovulacéo e pré-ovulacdo dos gropatrole e tratamento com EPE.
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Witt et al. (2012) observaram que éguas ciclicatadas com eFSH, ndo apresentaram
diferenca significativa no fluxo sanguineo ovari@anorelacao ao grupo controle decorrente de
haver um ou dois foliculos em crescimento duramde © periodo de avaliacdo. No entanto,
houve um maior fluxo sanguineo ovariano em éguas ais de dois foliculos, nos ciclos
tratados com eFSH, porém este estudo foi realiaadiiando o fluxo da artéria ovariana e nao
da parede folicular.

N&o foi observado efeito do EPE na concentracaesttégeno circulante (Tabela 1),
mas, foi detectada uma fraca, mas significativaietagdo dos niveis de estrégeno circulante
com a vascularizag&o folicular, no momento do de@®i= 0,05;%= 0,38) e no dia da inducéo
da ovulacéo (P = 0,05 * 0,33), independente do tratamento realizado e@oefasodilatador
do estradiol j& € conhecido e deve ser respongilel aumento do fluxo sanguineo dos
foliculos, conforme ja observado no fluxo sanguioeariano, em éguas (WITT et al., 2012) e
em bovino (HONNENS et al.,2009). E importante rkasaue os estudos realizados para
avaliar o efeito da superovulacdo na vascularizagidetiveram em avaliar o fluxo das artérias
ovarianas, através dos indices de pulsatividadsigtividade, mas ndo na microvascularizagao

folicular, como realizado neste estudo.

Estudo realizado por Gastal et al. (1999a) detegte o nivel de estradiol aumenta no
inicio do desvio do futuro foliculo dominante. At®t al. (2004) verificaram que o fluxo
sanguineo foi maior no futuro foliculo dominanteceede um a dois dias antes do desvio em
diametro. No entanto, faltam estudos mais aprofiosissobre a relacdo entre o nivel de

estrogeno, no desvio folicular, e a vascularizaigituturo foliculo dominante.

Gastal et al. (2007) observaram uma queda no mgekstradiol nos dois dias
antecedentes a ovulagédo, bem como a medida gpecsénaava da ovulacao, a vasculariza¢ao
da parede folicular aumentava. Por outro lado, stwlarizacdo da parede folicular reduz a
partir de 6 horas antes da ovulacédo (GINTHER g2@07). Em nosso estudo, esta reducéo néo

foi observada, provavelmente devido a frequénciaedames (a cada 24 horas).

As variagdes da onda folicular estdo associadaftéracdes nos niveis circulantes de
FSH e LH e a capacidade dos foliculos responderengoaadotrofinas (DONADEU e
PEDERSEN, 2008). O desvio folicular se da a padirmomento em que os dois maiores

foliculos alteram a taxa de crescimento diario (GAB, 1999 b). Nesse estudo, o numero
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médio de foliculos em crescimento no momento deidéslicular foi comparado entre o grupo

controle e o grupo tratado com EPE, n&o apresen@iferenca significativa (P > 0,05).

Jé o tratamento com EPE resultou em maior numefolielos em crescimento, no
momento da indu¢cdo com deslorelina, do que os aminda tratados (P = 0,016). Resultados
semelhantes foram encontrados por Blanco et 29)24b realizarem tratamento com EPE (25
mg), com ou sem associagcdo ao hCG (2500 U.l.), \prdicaram uma contribuicdo
significativa para o0 aumento do nimero de folicdlieponiveis.

Embora este maior nimero de foliculos recrutadoderéha ovulado, no grupo tratado
com EPE (Tabela 1), pode-se sugerir a utilizac&muti@ biotécnica, como aspiracao folicular,

para aproveitamento destes o0citos.

A fraca resposta de ovulacéo corrobora com o esled@ocha Filho (2005) que néo
verificou diferenca no nimero médio de ovulacddseamtratamento com EPE e seu controle,
utilizando dose reduzida de EPE (4 mg/dia). Nostuwde, foi realizado com 8 mg/dia de EPE,
gue pode também ser considerada uma baixa dospacaa a outros estudos que utilizaram
entre 12,5 a 50 mg em diferentes frequéncias (SAQE@Eal., 2002) e 14 mg/dia (BONIN et
al., 2010; FARIAS 2013) havendo um efeito positimonumero de ovulagcdes. Outro aspecto
a ser considerado, é que a partida do horméniaad#d neste estudo, foi obtida de animais em
anestro estacional, teoricamente apresentandoidadgaantidade de FSH e LH no produto
final, guando comparada as formula¢gfes obtidagdastem fase ciclica.

Das éguas submetidas a tratamento de superovulggatro foram inseminadas
artificialmente com sémen fresco e tiveram embrifi#hidos no oitavo dia. Resultando em
trés embrides (um de cada égua) que apresentavamuitidade morfolégica e integridade
celular. Das éguas controle trés foram inseminadagmetidas a coleta de embrido, em que
dois embrides foram obtidos, também com qualidadias as tratadas (Figura 4).
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Figura 4 - Imagem de embrides colhidos de éguaalentA) e tratada com EPE
(B). A coloracgdo azul indica células integras.

Todas as éguas se encontravam em periodo de oalosis durante o experimento,
apresentando concentracdes séricas de progesetevadas (média superior a 11 ng/mL).

N&o foi observado efeito do tratamento do EPE saliwacéo luteal (P > 0,05) (Tabela
2). Os niveis séricos de progesterona foram semigl tanto no grupo controle quanto no
grupo tratado com EPE, também verificado em regodt@ncontrados por Ginther et al. (2007)

em que a progesterona atingiu 0 maximo de conagiutnao dia 8 (12, 8 rglL).

Nesse estudo nado foi encontrada correlacdo ens®uhagizacdo, area luteal e nivel
sérico de progesterona, corroborando com Gomes3)200aia (2015), que compararam a
vascularizacéo, area luteal e concentracao de gigeygea de um grupo de éguas induzidas com
acetato de deslorelina com grupo controle, ndorgresado nenhuma correlacéo significativa

entre essas variaveis.

A perfusdo sanguinea luteal foi avaliada 8 diass ap@vulacdo, apresentando alto
percentual de vascularizagdo. Em estudo realizad®Ajpnso (2013), foi observado que o
méximo de vascularizagdo ocorreu no oitavo dia apdaulacdo, independente de ser tratado
com hCG ou controle. J4, Ginther et al. (2007) etraoam resultados diferentes observando
que o fluxo sanguineo luteal maximo ocorreu ndl@iapds ovulacdo. Todavia, Bollwein et al.
(2002), ao avaliarem o ciclo estral de éguas cadddacima de 7 anos constataram que a
vascularizacdo luteal cresceu até o dia 7 aposio&a) quando comecgou a declinar.
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Tabela 2 — Média e desvio padrao dos niveis deegtepna (B circulante, area luteal total
(cm?) e percentual (%) de vascularizacdo do corpo J(Bedias apds a ovulagdo, em éguas

tratadas com EPE.

CONTROLE EPE
N 6 6
P4 (ng/mL) 11,97 + 2,51 11,64 + 3,08
Area total (cr) 5,24 + 0,86 591+20
% Vascularizacéo 82,66 + 8,1 83,16 +4,4

Com base nos resultados obtidos, conclui-se quRE) gartida obtida durante o anestro
estacional, ndo foi eficiente para provocar a ayddade maior nimero de foliculos, e ndo afetou
a dinamica folicular, tanto no crescimento (diametiuanto na vascularizagdo da parede do
foliculo, e também na producdo de estrégeno. Nanémt o EPE administrado em éguas
ciclicas da raca Puro Sangue Arabe (na dose diarBimg) proporcionou um recrutamento
maior de foliculos, presentes na indugcdo da ovalags quais poderiam ser utilizados para
outro tipo de biotecnologia, como por exemplo aragpo folicular para transferéncia de

oocitos.
AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Adalberto Farinasso pela concessao do EBERraf. Helio Manso Cordeiro
Filho, pela concessdo dos animais e a Fundacaongaw a Ciéncia e Tecnologia do Estado

de Pernambuco (FACEPE) pela bolsa de estudos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACOSTA, T.J.; BEG, M. A.; GINTHER, O. J. Differeatiblood flow changes between the
future dominant and subordinate follicles preceidenéter changes during follicle selection in

mares Biology of Reproduction v. 71, p. 502-507, 2004.

ALONSO, M. A. Efeito da aplicacdo de hCG em diferentes dias doatd estral sobre a
concentracao sérica de progesterona e fluxo sangemuterino e ovariano em égua013.
188 f. Tese (Doutorado em Reproducdo Animal) - kmcle de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.



45

AYRES, H.; MINGOTI, G. Z. Angiogénese, vascularidace uso do ultrassom doppler
colorido na avaliagao de estruturas ovariaRevista Brasileira de Reproducdo Animalv.
36, n. 3.2012.

BARROS, M. B. SInducéo de ovulacdo com acetate de deslorelina émato de pituitaria
equina em éguas ciclicas2015. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Viedeid)-

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife.

BOLLWEIN, H.; MAYER, R.; WEBER, F.; STOLLA, R. Lutd blood flow during the estrous
cycle in maresTheriogenology, v. 57, n. 8, p. 43-51, 2002.

BLANCO, I. D.; DEVITO, L. G.; FERREIRA, H. N.; ARAUO, G. H.; FERNANDES, C. B,;
ALVARENGA, M. A.; LANDIM-ALVARENGA, F. C. Aspiration of equine oocytes from
immature follicles after treatment with equine ety extract (EPE) alone or in combination
with hCG.Animal Reproduction Sciencev.114, n. 1-3, p. 203-209, 2009.

BONIN, B. F.; DELL'TAQUA JUNIOR, J. A,; FIORATTI, EG.; ALVARENGA, M. A. Efeito

do tratamento com Extrato de Pituitaria Equinagsposta ovariana e eficiéncia reprodutiva de
éguas idosas em programa de transferéncia de exalM&erinaria e Zootecniag v.17, n. 1,

p. 94-103, 2010.

DIPPERT, K. D.; JASKO, D. J.; SEIDEL, G. E.; SQUIREE. L. Fertilization rates in
superovulated and spontaneously ovulating maresriogenology,v.41,n.7, p.1411-1423,
1994.

DONADEU, F. X., PEDERSEN, H. G. Follicle developmhéenmaresReproduction Animals
domestics v. 43, p. 224-231, 2008.

FARIAS, D. K. Protocolo superovulatorio com extrato de pituitariaequina (EPE) em
éguas da raca Crioula e Quarto de Milha2013. 45 f. Dissertacdo (mestrado em Ciéncia
Animal)- Centro de Ciéncias agroveterinarias daversidade do Estado de Santa Catarina,

Lages.

FARINASSO, A.Utilizacdo de baixas doses de Pituitaria equina naducéo de ovulacbes
multiplas em éguas ciclicas2004. 47f. Dissertacdo (mestrado em Ciénciasriagr@a area
de concentracdo de Producdo Animal)- UniversidadBrdsilia, Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria, Brasilia.



46

FERREIRA, J. C.; MEIRA, C. Aplicagao da ultrassorad@ colorida doppler em programas
de transferéncia de embrides equir@@éncia rural, v. 41, n. 6, p. 1063-1069, 2011.

GASTAL, E. L., GASTAL, M. O., GINTHER, O. J. Expenental assumption of dominant by
a smaller follicle and associated hormonal chamngesaresBiology of Reproduction, v. 61,
p. 724-730, 1999a.

GASTAL, E. L., GASTAL, M. O., WILTBANK, M. C., GINHER, O. J. Follicle deviation
and intrafollicular and systemic estradiol concatns.Biology of Reproduction,v. 61, p.
31-39, 1999b.

GASTAL, E. L., GASTAL, M. O.; DONANDEU, F. X.; ACOBA, T. J.; BEG, M. A,
GINTHER, O. J. Temporal relationships among LHraibl, and follicle vascularization
preceding the first compared with later ovulatiodsring the year in maresAnimal
Reproduction Sciencev. 102, p. 314-321, 2007.

GIMENES, A. M Resposta Ovariana em éguas tratadas com baixas#ode extrato de
pituitaria equina. 2010. 74 f. Dissertacdo (Reproducdo Animal)- @rsidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de M Veterinaria e Zootecnia, Botucatu.

GINTHER, O. J.; GASTAL, E. L.; GASTAL, M. O.; CHEQRA, C. M.; BEG, M. A. Dose-
response study of intrafollicular injection of ifisdike growth factor-1 on follicular fluid
factors and follicle dominance in mar@&ology of Reproduction, v. 70, p. 1063-1069, 2004.

GINTHER, O. J.; GASTAL, E. L.; GASTAL, M. O.; UTTJ. D.; BEG, M. A. Luteal blood
flow and progesterone production in mawesimal reproduction Science, v. 99, p. 213-220,
2007.

GINTHER, O. J.; UTT, M. D. Doppler Ultrasound imwene Reproduction: Principles,
Techniques, and Potentialournal of Equine Veterinary Sciencey.24, n.12, 2004.

GOMES, T. J. SEquine corpus luteum vascular evaluation by power dppler ultrasound.
2008. 66 f. Dissertacdo (mestrado em medicina inéieés) - Universidade Técnica de Lisboa,

Faculdade de Medicina Veterinaria, Lisboa.

HONNENS, A.; WEISSER, S.; WELTER, H.; EINSPANIER,.;RBOLLWEIN, H.
Relationships between ovarian blood flow and ovariesponse to eCG-treatment of dairy

cows.Animal Reproduction Sciencev. 113, p-1-10, 2009.



47

MAIA, N.V. Avaliagédo da vascularizacdo e da angiogénese depmns lUteos de éguas com
ovulagédo natural e induzida por acetato de deslongla. 2015. 67 f. Tese (doutorado em

Ciéncia Animal Tropical)- Universidade Federal Rul@ Pernambuco, Recife.

PIMENTEL, C. A.; CARNEIRO, G. F. Biotécnicas aplizs a reproducdo de equinos. In:
GONCALVES, P. B. D.; FIGUEIREDO, J. R.; FREITAS, V. F.Biotécnicas: aplicadas a
reproducao animal 22 Ed. S&o Paulo: Roca, 2008. p. 145-159.

ROBERTSON, 1.; NELSON, R. E. Certificacdo e identitdo de embrides. In:
STRINGFELLOW, D. A.; SEIDEL, S. M. (ed.Manual da Sociedade Internacional de
Transfeéncia de Embrides3?. ed. Savory: IETS, 1998. Cap. 9, p. 109-140.

ROCHA FILHO, A. N.Efeito do tratamento com baixa dose de estrato datpitaria ou
FSH purificado equino no crescimento folicular, taa de ovulagcdo e recuperacéo
embrionaria em éguas. 2005.64f. Dissertacdo (mestrado em reproducdo &nima

Universidade Estadual Paulista, Faculdade de MealMeterinaria e Zootecnia, Botucatu.

SCOGGIN, C. F.; ,MEIRA, C.;MCCUE, P. M.;CARNEVA, E.M.;NETT,
T.M.; SQUIRES, E. L. Strategies to improve the euaresponse toe quine pituitary extract in
ciclic maresTheriogenology,v.58, n.1, p.151-164, 2002.

SQUIRES, E. L.; MCCUE, P. M. Superovulation in nsafnimal Reproduction Sciencev.
99, p. 1-8, 2007.

WITT, M. C.; BOLLWEIN, H.; PROBST, J.; BAACKMANN, C SQUIRES, E.L.; SIEME,
H. Doppler sonography of the uterine and ovariderees during a superovulatory program in

horsesTheriogenology, v. 77, n. 7, 2012.





