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RESUMO

A inducéo da ovulacéo é frequentemente utilizada na rotina reprodutiva de equinos.
Racas equinas miniaturas, como o Ponei Brasileiro, apresentam um foliculo pré-
ovulatorio menor que racas de grande porte, ndo sendo descrito na literatura o
didmetro minimo indicado para a induc¢éo da ovulacdo nestes animais. Em um primeiro
estudo, objetivou-se avaliar a resposta a inducdo da ovulacdo em diferentes diametros
foliculares. Em um segundo estudo, objetivou-se avaliar a influéncia do diametro
folicular no momento da inducdo nas caracteristicas morfologicas e vasculares do
corpo luteo formado. Para ambos os estudos, foram acompanhados 33 ovulacdes de
20 éguas da raca Ponei Brasileiro. No primeiro estudo, apés a deteccdo via
ultrassonografia de um foliculo dominante, os animais foram divididos em trés grupos:
G25 (inducéo da ovulagdo com foliculo de 25mm), G30 (inducéo da ovulacdo com
foliculo de 30 mm), G35 (inducéo da ovulacao com foliculo de 35mm) e GC (ovulagéo
espontanea). As inducdes foram realizadas com a aplicacéo de 0,25mg de acetato de
histrelina por via intramuscular. As éguas foram avaliadas por ultrassonografia
transretal a cada 6 horas, durante 48 horas. Avaliou-se o didmetro inicial folicular no
momento da inducdo da ovulacdo (DI), didametro maximo folicular (DM), diametro
meédio folicular, o intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacéo (TAI-OV),
o intervalo de tempo do surgimento da banda anecoica até a ovulagédo (TSB-OV),
intervalo de tempo do surgimento de alteracdo do formato folicular até a ovulagéo
(TAF-OV), grau de edema uterino no momento da inducéo da ovulagdo, area de
vascularizacéo do foliculo dominante (AV), taxa de ovulacdo (TXOV), porcentagem de
prenhez (PP) e porcentagem de prenhez por ovulacdo (PPO). No segundo estudo, foi
acompanhado o desenvolvimento dos corpos lateos até o sétimo dia pds ovulagéo por
ultrassonografia modo-B e modo Power flow diariamente, sendo avaliados o diametro,
a ecogenicidade e a area de vascularizacédo luteal. Para ambos estudos, foi realizada
andlise de variancia das variaveis testando o efeito de grupo, sendo as médias
comparadas através do teste SNK. As taxas de ovulacéo, porcentagem de prenhez e
grau de edema uterino no momento da indu¢do da ovulagcédo foram avaliados através
do teste qui-quadrado. O DI apresentou diferenca entre os grupos de tratamento
(P<0,05), mas néo diferiu entre G35 e GC (34,87+0,21 vs 34,74+0,13). Foi observada
diferenca entre todos os grupos (G25, G30, G35 e GC) para DM (27,71+1,42;
31,86+0,74; 35,48+0,54 e 37,38+0,46) e DMd (26,43+1,3; 30,7+£1,13; 35,56+0,9 e
36,51+0,5), respectivamente (P<0,05). O GC (84,0+£21,63) apresentou diferenca no
TAI-OV em relacdo aos demais grupos (G25, 33,0+10,4; G30, 36,85+8,7 e G35,
35,14+8,07) (P<0,05). Nao houve diferenca (P>0,05) para TSB-OV (G25, 16,5+£10,4;
G30, 19,71+4,53; G35, 17,14+2,26 e GC, 24,0+0) e TAF-OV (G25, 12,0+4,8; G30,
10,28+4,54; G35, 12,0+4,9 e GC, 12,0+0). A AV apresentou diferenca entre GC
(0,94+0,43) e os demais grupos (G25, 0,72+0,31; G30, 0,72+0,4 e G35, 0,63+0,4b)
(P<0,05). A TXQV apresentou diferenca entre o grupo G25 (40%) e demais grupos
G30 (70%), G35 (70%) e GC (100%) (P<0,05). A porcentagem de prenhez apresentou
diferenca entre G25 (10%) e os demais grupos (G30, 50%; G35, 40% e GC, 66,67%)
(P<0,05), bem como porcentagem de prenhez por ovulacéo (G25, 25%; G30, 71,43%;
G35, 57,14% e GC, 66,67%). Foi observada uma alta correlagéo entre DI e DM (0,97),
o grau de edema no momento da inducdo, TXOV e PP apresentaram correlacdo média
com DI (0,45; 0,3 e 0,42, respectivamente). O diametro médio do CL (23,64 mm)
apresentou correlacao positiva de média magnitude (0,32) com o tamanho folicular do



grupo, a média da ecogenicidade do corpo luteo foi de 22,73 pixels e a da area de
vascularizagao luteal foi de 2,10 mm?. A taxa de prenhez por ovulacéo foi de 25% para
G25, de 71,43% para G30, de 57,14% para G35 e de 66,67% para GC. Foi encontrada
forte correlacdo positiva para o didmetro folicular e o didmetro do corpo lateo;
enquanto para diametro folicular e ecogenicidade foi encontrado correlagdo média
negativa. Para didmetro folicular e &area de vascularizacdo do corpo luteo, foi
encontrada correlacdo média. Conclui-se que 1) foliculos com diametro 230mm foram
eficientes quando submetidos a indugdo da ovulacdo em éguas da raca Ponei
Brasileiro, apresentando taxas de ovulacédo e prenhez satisfatérias e; 2) o diametro
folicular no momento da indugdo da ovulagao influencia significativamente os
parametros morfofuncionais do CL de éguas da raca Pbnei Brasileiro.

Palavras-chave: ultrassonografia Doppler, mini-horse, acetato de histrelina,

vascularizacéo luteal.



ABSTRACT

Induction of ovulation is often used in the reproductive routine of horses. Miniature
equine breeds, such as the Ponei Brasileiro, have a smaller preovulatory follicle than
large breeds, and the minimum diameter indicated for inducing ovulation in these
animals is not described in the literature. In a first study, the objective was to evaluate
the response to ovulation induction in different follicular diameters. In a second study,
the objective was to evaluate the influence of the follicular diameter at the time of
induction on the morphological and vascular characteristics of the formed corpus
luteum. For both studies, 33 ovulations of 20 mares of the Pdnei Brasileiro breed were
followed. In the first study, after ultrasound detection of a dominant follicle, the animals
were divided into three groups: G25 (ovulation induction with a 25 mm follicle), G30
(ovulation induction with a 30 mm follicle), G35 (ovulation induction with 35mm follicle)
and GC (spontaneous ovulation). The inductions were performed with the application
of 0.25 mg of histrelin acetate intramuscularly. Mares were evaluated by transrectal
ultrasound every 6 hours for 48 hours. The initial follicular diameter at the time of
ovulation induction (ID), maximum follicular diameter (DM), average follicular diameter,
the time interval from application of the inducer to ovulation (TAI-OV), the time interval
of appearance of the anechoic band until ovulation (TSB-OV), time interval from the
appearance of changes in the follicular shape to ovulation (TAF-OV), degree of uterine
edema at the time of ovulation induction, the area of vascularization of the dominant
follicle ( AV), ovulation rate (TXQOV), pregnancy percentage (PP) and percentage of
pregnancy by ovulation (PPO). In the second study, the development of the corpus
luteum was monitored until the seventh day after ovulation using B-mode
ultrasonography and Power flow mode daily, being evaluated the diameter,
echogenicity and area of luteal vascularization. For both studies, analysis of variance
of the variables was performed, testing the group effect, with the means being
compared using the SNK test. Ovulation rates, percentage of pregnancy and degree
of uterine edema at the time of ovulation induction were assessed using the chi-square
test. The DI showed a difference between the treatment groups (P <0.05), but it did
not differ between G35 and CG (34,87+0,21 vs 34,74+0,13). A difference was
observed between all groups (G25, G30, G35 and GC) for DM (27,71+1,42;
31,86+0,74; 35,48+0,54 and 37,38+0,46) and DMd (26,43+1,3; 30,7+1,13; 35,56+0,9
and 36,51+0,5), respectively (P <0.05). The CG (84,0£21,63) showed a difference in
the TAI-OV in relation to the other groups (G25, 33,0£10,4; G30, 36,85+8,7 and G35,
35.14 = 8.07) (P <0.05). There was no difference (P> 0.05) for TSB-OV (G25,
16,5+10,4; G30, 19,71+4,53; G35, 17,14+2,26 and GC, 24,0+0) and TAF-OV (G25,
12,0+4,8; G30, 10,28+4,54; G35, 12,0+4,9 and GC, 12,0+0). The VA showed a
difference between CG (0,94+0,43) and the other groups (G25, 0,72+0,31; G30,
0,72+0,4 and G35, 0,63+0,4) (P <0.05). TXOV showed a difference between the G25
group (40%) and the other G30 groups (70%), G35 (70%) and CG (100%) (P <0.05).
The percentage of pregnancy showed a difference between G25 (10%) and the other
groups (G30, 50%; G35, 40% and CG, 66.67%) (P <0.05), as well as percentage of
pregnancy by ovulation (G25, 25%; G30, 71,43%; G35, 57,14% and CG, 66,67%). A
high correlation was observed between DI and DM (0,97), the degree of edema at the
time of induction, TXOV and PP showed a medium correlation with DI (0,45; 0,3 and
0,42, respectively). The mean diameter of the CL (23,64 mm) showed a positive
correlation of medium magnitude (0,32) with the follicular size of the group, the mean



echogenicity of the corpus luteum was 22,73 pixels and that of the area of luteal
vascularization was 2,10 mm?2. The pregnancy rate by ovulation was 25% for G25,
71,43% for G30, 57,14% for G35 and 66,67% for CG. A strong positive correlation was
found for follicular diameter and corpus luteum diameter; while for follicular diameter
and echogenicity, a negative mean correlation was found. For follicular diameter and
vascular area of the corpus luteum, a medium correlation was found. It is concluded
that 1) follicles with diameter 230mm were efficient when subjected to ovulation
induction in Brazilian Pony mares, presenting satisfactory ovulation and pregnancy
rates and; 2) the follicular diameter at the moment of ovulation induction significantly
influences the morphofunctional parameters of the CL of Brazilian Pony mares.

Keywords: Doppler ultrasound, mini-horse, histrelin acetate, luteal vascularization.
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1. INTRODUCAO

A criacdo e comercializacdo de equinos merece papel de destaque no cenério
do agronegocio, movimentando milhdes de reais ao ano. O crescimento da
equideocultura, principalmente aos animais destinados a pratica da equitacédo, reforca
a importancia do sucesso reprodutivo desta espécie (MARIZ, 2009). No Brasil, a
criacao de animais como os mini Poneis, principalmente os poneis da Raca Brasileira,
tem sido popularizada, com boa aceitacdo do mercado, sendo destinados,

principalmente, para a equitagdo com criangas e equoterapia (RUA et al., 2017).

Diversas diferengcas reprodutivas foram relatadas em poneis quando
comparados a racas de grande porte. Eguas miniaturas apresentam um intervalo
interovulatério maior, menor nimero de foliculos por onda ovulatéria (GASTAL et al.,
2008; GINTHER et al., 2008; CLAES et al., 2017), menor numero de ovulagbes duplas
(CLAES et al., 2017), menor taxa de crescimento folicular e menor diametro maximo
do foliculo pré-ovulatério (BERGFELT; GINTHER, 1996; GASTAL et al., 2008).

Apesar do conhecimento dos aspectos reprodutivos relacionados a ovulacao
em éguas de grande porte, tanto em ovulacdes naturais como induzidas, pouco se
sabe sobre esses aspectos em racas miniaturas (GASTAL et al., 2008). Apesar da
representatividade econdmica da raca Ponei Brasileiro no mercado equestre nacional,
sdo escassos os dados encontrados referentes a indugéo de ovulacao nestes animais,
necessitando, desta forma, estudos relacionados a esta técnica, levando em

consideracao as particularidades desta raca.

A inducdo de ovulacdo é uma técnica amplamente utilizada na reproducao
equina para que melhores indices reprodutivos sejam atingidos (GRECO, 2016).
Eguas apresentam uma fisiologia reprodutiva singular, com grande variacdo na
duracéo do estro e no intervalo entre o seu inicio e a ovulacéo (GINTHER et al., 1972),
o0 que dificulta o emprego de biotécnicas reprodutivas. Para driblar tal obstaculo,
existem relatos da utilizacdo de agentes indutores da ovulacdo ha aproximadamente
cinco décadas (LOY; HUGHES, 1966), sendo que esta técnica vem sendo utilizada
com frequéncia até os dias atuais (LINDHOLM et al., 2011; VOGE et al., 2012; KISER
et al., 2013; CANUTO et al., 2018). O uso destes farmacos permite que a grande
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maioria das éguas ovule de forma sincronizada, dentro de um periodo pré-
determinado (LINDHOLM et al., 2011).

Algumas alteracdes morfolégicas da parede do foliculo pré-ovulatorio podem
auxiliar na determinacdo do momento da ovulacédo, como a perda do formato esférico
do foliculo, associado a diminuicdo do edema uterino, aumento da ecogenicidade da
granulosa e o aumento da espessura das camadas da teca. Além disso, a
vascularizacdo da parede do foliculo pré-ovulatério € maxima 24 horas antes da
ovulacdo, sendo que uma diminuicdo abrupta da perfusdo sanguinea folicular ocorre

nas quatro ultimas horas que antecedem a ovulacdo (GASTAL et al., 2008).

O conhecimento do desenvolvimento folicular e das mudancgas estruturais que
ocorrem no foliculo pré-ovulatério, assim como a compreensdo das alteracfes
vasculares que ocorrem com o mesmo ressaltam, respectivamente, a importancia da
utilizacdo da ultrassonografia convencional e Doppler nos programas de reproducao
equina (GINTHER, 2007; FERREIRA; MEIRA, 2011; GASTAL; GASTAL, 2012). Por
serem técnicas nao invasivas, podem ser utilizadas repetidamente, sem gerar danos

a saude dos animais submetidos ao tratamento (CARVALHO et al, 2008).

Além disso, a ultrassonografia Doppler pode ser usada com sucesso para avaliar
a perfusdo vascular do corpo lateo, sendo um preditor de alta confiabilidade de sua
capacidade funcional (GINTHER et al., 2007; BROGAN et al., 2016), uma vez que a
perfusdo sanguinea luteal e a funcdo secretora do CL equino estdo intimamente
correlacionadas (GINTHER, 2008; CASTRO et al., 2016).

O obijetivo do presente estudo foi avaliar a indu¢éo da ovulacdo em éguas da raca
Ponei Brasileiro com acetato de histrelina, pressupondo-se diferentes diametros

foliculares no momento da indugéo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

1. Avaliar a influéncia do diametro do foliculo dominante na resposta a inducéo da

ovulacdo com acetato de histrelina em éguas da raca Pdnei Brasileiro.
2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a hemodindmica e a resposta ovulatéria de foliculos dominantes de

éguas ponei com ovulacdo induzida;

2. Determinar o intervalo da inducao a ovulacdo e as mudancas morfoldgicas e

vasculares dos foliculos pré-ovulatérios;

3. Avaliar a formacdao e funcionalidade do corpo lateo através da ultrassonografia

Doppler apos a indugéo da ovulacéo.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Ciclo estral em éguas

Os equinos sdo animais considerados monovulatorios poliéstricos sazonais. A
estacdo reprodutiva ocorre do inicio da primavera até o final do verdo, sendo a
atividade reprodutiva estimulada principalmente pelo aumento do comprimento do dia.
Além do fotoperiodo, fatores como nutricdo, condicdo corporal e temperatura
ambiental tém efeito sobre a atividade reprodutiva sazonal. Portanto, algumas éguas
podem apresentar ciclo fértil durante todo o ano, tornando-se poliéstricas anuais, caso
encontre condi¢des favoraveis para isto (HAFEZ; HAFEZ, 2004; SAMPER, 2008;
DAVID, 2010; SILVA et al., 2015).

O ciclo estral é definido como o periodo de uma ovulacdo até a ovulacao
subsequente. Em éguas, este ciclo € composto de uma fase folicular, ou estro, e uma
fase luteinica, ou diestro. O intervalo entre duas ovula¢des consecutivas é de 18 a 22
dias, considerando 21 dias como a média. O estro geralmente possui duracdo de 6
dias, enquanto o diestro normalmente dura 15 dias, podendo variar entre 12 a 18 dias.
Essas fases séo caracterizadas por modificacfes internas dos 6rgdos sexuais e do
sistema glandular, assim como alterac6es comportamentais baseadas nos niveis de
estrogeno (E2) e progesterona (P4) (SAMPER, 2008; FERREIRA, 2009; CLAES et al.,
2017).

O crescimento folicular durante o ciclo estral depende da concentracao
circulante do horménio foliculo estimulante (FSH), enquanto a selecao e subsequente
dominancia folicular estdo associadas com a diminuicdo do FSH e aumento do
horménio luteinizante (LH). Em éguas, ao contrario da maioria das espécies
domésticas em que a ovulacao ocorre 24 a 40 horas apés um pico ovulatorio de LH,
a ovulacao é observada quando os niveis de LH ainda estdo aumentando. Portanto,
0 pico de LH ocorre ao redor de 48 horas apés a ovulacédo (GINTHER et al., 2008;
GINTHER, 2019).

Os foliculos se desenvolvem na espécie equina em forma de ondas de
crescimento (BASHIR et al., 2016). As ondas foliculares podem ser divididas em
ondas maiores e menores (GINTHER, 1992; GINTHER, 2019). As ondas maiores sao

caracterizadas por foliculos dominantes, enquanto as ondas menores ndo possuem
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foliculos que alcancam a fase de dominancia (GINTHER, 2000). As ondas maiores
foram divididas em ondas primarias, cujo foliculo dominante se desenvolve e ovula
durante o estro; e ondas secundarias, onde um foliculo se torna dominante durante o
diestro e ndo ovula. Em poéneis, geralmente desenvolve-se somente uma onda maior
ja no final do diestro, ocorrendo a ovulacéo durante o estro subsequente (GINTHER,
2000; GASTAL et al., 2008; CLAES et al., 2017).

O indicador mais usado para estimar a ovulagdo em éguas é o maior diametro
de um foliculo pré-ovulatério, podendo variar de acordo com o porte, raca e localidade
do animal (GINTHER, 1995). Em éguas miniatura, o maior didametro médio foi de
37,3x0,7mm (GASTAL et al., 2008).

Na égua, apenas um foliculo dominante por onda ovulatéria desenvolve-se, a
partir do processo de divergéncia (GASTAL, 2009; BASHIR et al., 2016), que ocorre
em foliculos 225mm em ragas de grande porte (ACOSTA et al., 2004) e 19mm em
éguas miniaturas (GASTAL et al., 2008). A incidéncia de ovulagbes multiplas varia
consideravelmente entre racas. Em podneis, a incidéncia de duplas ovulacbes é
ausente ou muito baixa (GASTAL et al., 2008; GINTHER et al., 2008; CLAES et al.,
2017).

O corpo lateo é responséavel pela secrecdo de P4 (BERGFELT; ADAMS, 2007),
sendo que a concentracdo maxima de P4 é atingida por volta do sexto dia do ciclo
(BLANCHARD et al., 2003; CLAES et al., 2017). Quando n&o ha concepcéo, a duracado
do corpo luteo depende da producéo e liberacao, pelo endométrio, de prostaglandina
F2a (PGF2a) entre os dias 13 e 16 pds ovulagdo, independentemente da raca
(GASTAL et al., 2008; GINTHER et al., 2008).

Em éguas, durante a fase de estro, ocorre o desenvolvimento de um edema
endometrial. O aumento do edema das dobras endometriais durante o estro é
indicativo da elevacdo de estradiol circulante e presenca de um foliculo =225mm,
resultando em uma mudanca na avaliagdo do escore endometrial (GINTHER,;
PIERSON, 1984; OLIVEIRA et al., 2019). O primeiro aumento do escore da ecotextura
estd associado com o inicio da luteodlise e regressao final do CL, baseado na queda
das concentragfes plasmaticas de P4, e o pico do edema endometrial ocorre junto

com o aumento de estradiol (GASTAL et al., 2008). Apés isto, o indice de edema
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atinge um platd, e regride dois dias antes da ovulagdo em éguas (GINTHER;
PIERSON, 1984) e quatro dias antes em pobneis (GASTAL et al., 2008). Apo6s a
ovulacdo, o edema uterino ndo deve persistir por mais de 36 horas, em uma situacao
fisiologica (SAMPER et al., 2007).

Ao exame ultrassonografico em Modo-B, em um corte transversal do corno
uterino, o edema endometrial apresenta-se claramente em forma de estrela (roda de
automovel), com partes alternadamente anecoicas até hipoecoicas de baixa
intensidade, representando a secrecao endometrial e tabiques ecogénicos que
correspondem as pregas endometriais (ANDRADE MOURA; MERKT, 1996).

3.2 Inducgéo da ovulacéo

A inducéo de ovulacdo é a segunda intervencdo mais comumente realizada no
manejo reprodutivo de equinos, ficando atras apenas da inseminacao artificial
(SAMPER, 2008; CANUTO et al., 2018; OBERHAUS et al., 2018; OLIVEIRA et al.,
2019; SANTOS et al., 2019). Fisiologicamente, as éguas apresentam um tempo muito
variavel na duracdo do estro e no intervalo até a ovulacdo. Por esse motivo, a
utilizacdo de indutores de ovulacdo vem se tornando cada vez mais frequente
(BEREZOWSKY et al., 2004; SAMPER, 2008; PIETRANI et al., 2019). A ovulacao
programada facilita o manejo reprodutivo, principalmente quando se utiliza sémen
congelado ou de baixa fertilidade (OLIVEIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

Na espécie equina, a Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG) e os analogos
sintéticos do Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) sdo os indutores de
ovulagao mais utilizados (GINTHER, 1990; KISER et al., 2013; CANUTO et al., 2018;
OLIVEIRA NETO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

O hCG é um hormdnio proteico que possui a capacidade de se ligar aos
receptores do LH (GINTHER et al., 2009). Os foliculos passam a ser responsivos ao
hCG quando atingem diametro igual ou superior a 35 mm em ragas grandes e 33 mm
em poneis (WEBEL et al., 1977). A administragdo de hCG pode ser realizada por via
intravenosa ou intramuscular (BERGFELT, 2000). Apesar de sua eficacia como
indutor da ovulag&o, quando aplicado repetidamente, o hCG estimula a formacgéo de
anticorpos, o que reduz sua eficacia em tratamentos subsequentes (GINTHER et al.,
2009; CANUTO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).
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Os analogos do GnRH induzem a ovulagéo, geralmente, em até dois dias apds
suaa aplicacdo (KISER et al., 2013). O GnRH natural (gonadorrelina) e os seus
analogos induzem e sincronizam a ovulacdo ao estimularem a liberacdo de LH
enddgeno (BARRIER-BATUT et al., 2001; OLIVEIRA NETO et al., 2018; SANTOS et
al., 2019). Devido a sua curta meia-vida e poténcia, 0 uso da gonadorrelina ndo se
traduziu em resultados interessantes na espécie equina, sendo necessarias
aplicacoes repetidas de GnRH por dois a trés dias, duas a trés vezes ao dia, para

induzir e sincronizar a ovulacdo (SAMPER, 2008).

Aproximadamente 2000 analogos de GnRH ja foram sintetizados, com poténcia
e eficacia variaveis. A deslorelina, um dos analogos do GnRH mais utilizados, possui
uma poténcia 100 vezes maior que o GnRH (PADULA, 2005). O tratamento com
formulagBes injetaveis de acetato de deslorelina estimulam uma rapida elevagao nas
concentracfes plasmaticas de LH, um pico plasmatico com sete a oito horas apos a
administracdo (BOAKARI, 2014).

Da mesma forma que o hCG, o acetato de deslorelina foi empregado de forma

satisfatoria como indutor de ovulacédo (SQUIRES et al., 2003).

A histrelina é um anélogo sintético do GnRH, aproximadamente 50% mais
potente que a deslorelina. Possui capacidade de induzir e sincronizar ovulagbes em
equinos nas doses de 1,0, 0,5 e 0,25 mg por via intramuscular (IM) (VOGE et al., 2012;
KISER et al.,2013), da mesma forma que a deslorelina e o hCG (VOGE et al., 2012).
Estudos desenvolvidos comparando dosagens de 0,5 e 0,25 mg de histrelina
observaram ndo haver diferenca significativa para inducdo da ovulacdo em um
periodo de 48 horas (LINDHOLM et al., 2011; VOGE et al., 2012; KISER et al.,2013;
OLIVEIRA et al., 2019).

Devido sua maior poténcia, a histrelina tem a capacidade de induzir a ovulagéo
com eficiéncia mesmo no inicio da estacdo de monta, quando as concentraces

plasmaticas de LH sdo sabidamente menores (GASTAL et al., 2007).
3.3 Ultrassonografia

Apés o primeiro uso na medicina veterinaria para a avaliagdo de 06rgaos
reprodutivos de éguas (PALMER; DRIANCOURT, 1980), a ultrassonografia (US) tem
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sido uma ferramenta indispensavel nos diagndsticos terapéuticos e nas pesquisas de
animais de grande e pequeno porte (GOLDSTEIN, 2006; GINTHER, 2014).

Trata-se de um exame nao-invasivo ou minimamente invasivo, ndo apresenta
efeitos nocivos, apresenta resultados em tempo real e é um exame relativamente
simples de ser realizado. A US transretal modo-B tem revolucionado o diagnéstico e
a monitorizagao de eventos reprodutivos, ndo sendo usado somente para identificar e
medir estruturas, mas também para ser associado a eventos reprodutivos (GINTHER,
1995).

A utilizagdo da US em modo-B é uma ferramenta muito util para se determinar
em qual fase do ciclo estral a égua se encontra. A avaliacdo da ecotextura uterina é
um dos sinais mais utilizados e mais facilmente visualizados para avaliacdo do ciclo
reprodutivo nas éguas (GINTHER, 2014). O utero durante o periodo de estro sofre
acado de estrogénio e, consequentemente, desenvolvimento das glandulas
endometriais. Nesta fase, € possivel observar presenca de edema uterino através da
ultrassonografia, no qual se apresenta de maneira semelhante a uma roda de carroca
(MOREL, 2003; GINTHER, 2014). Durante o periodo de diestro, em virtude dos altos
niveis de P4 produzidos pelo corpo lateo, o Utero apresenta-se com uma forma
arredondada a ovalada, homogénea e em tons de cinza de intensidade intermediaria
(SAMPER, 2007).

by 7

A observacdo dos foliculos perante a ultrassonografia é possivel pela
visualizacdo de uma estrutura arredondada a ovalada (podendo variar de forma
dependendo do seu grau de desenvolvimento), anecdico devido a presenca de liquido
folicular em seu antro. O corpo liteo apresenta-se como uma estrutura arredondada,
de ecogenicidade semelhante ao estroma ovariano (BERGFELT; ADAMS, 2007),
sendo que esta ecogenicidade pode variar de acordo com a fase do diestro em que a
égua se encontra (GINTHER; UTT, 2004).

A US Doppler associada a US convencional € um método relativamente recente
na medicina veterinaria. Ela fornece informacées em tempo real sobre a arquitetura
vascular e os aspectos hemodinamicos dos vasos em diversos 6rgdos. O Doppler

possibilita determinar a presenca, a direcdo e o tipo de fluxo sanguineo (CARVALHO
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et al.,, 2008), sendo utilizado em varias areas da medicina, como na cardiologia,
neurologia e ginecologia (GHORI; KELVIN, 2007).

O principio da US Doppler baseia-se na movimentacao das células sanguineas
em relacéo ao transdutor, de forma que as alteracdes de velocidade e sentido do fluxo
sanguineo sdo representadas por imagens com cores e tonalidades especificas
(GINTHER, 2007; GINTHER, 2014).

Nos animais de grande porte, a utilizacdo da US Doppler é indicada pela via
transretal, sendo utilizada para avaliacdo do sistema reprodutivo (FERREIRA et al.,
2011). Essa tecnologia € efetiva e util para a avaliacdo in vivo, possibilitando uma
acuracia no diagnostico de patologias, monitoracdo dos eventos reprodutivos e no
estudo da capilaridade das estruturas, assim como dos érgéos do sistema reprodutor
(GINTHER; UTT, 2004; BAILEY et al., 2012; GINTHER, 2014; ISHAK et al., 2017),
podendo predizer condi¢des futuras dos eventos reprodutivos (GINTHER, 2007).

A US Doppler apresenta dois modos de agéo distintos: modo Espectral ou
Pulsado e modo Color flow/Power flow (GINTHER; UTT, 2004). No modo espectral a
variacdo de velocidade do fluxo sanguineo é representada por um grafico em forma
de onda, onde podem ser observados os indicadores de perfusdo tecidual pico
sistolico (PSV), pico diastdlico (EDV) e fluxo de maior velocidade (TAMV). A raz&o das
trés velocidades medidas, PSV, EDV e TAMV, sao utilizadas para se chegar ao indice

de resistividade e pulsatilidade (IR e IP).

No modo Color-flow, a velocidade do fluxo sanguineo pode ser visualizada pela
intensidade dos pixels (pontos) coloridos, a partir do escuro para o claro, sendo que a
cor escura indica baixa velocidade e a clara alta velocidade. A dire¢do do fluxo
sanguineo em direcao a sonda é quem determina a coloracao (GINTHER; UTT, 2004).
No modo Power flow observa-se apenas uma cor, no qual podem ser detectados
vasos peguenos e/ou com fluxo muito lento, sendo adequado para medir variacdes
precoces no fluxo sanguineo e vasos com fluxo de baixa intensidade (GINTHER,
2007; NIETO-OLMEDO et al., 2020). E importante ressaltar que a vasculariza¢io é
graduada pela intensidade, quantidade e tamanho dos pixels coloridos (GINTHER,
2007).
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A US Doppler ja foi utilizada para a deteccao das alteracdes do fluxo sanguineo
durante o ciclo estral (CANESIN, 2013), gestacdo (BOLLWEIN et al., 2003), em éguas
receptoras ciclicas (IGNACIO, 2013), para deteccdo de mudancas vasculares
associadas com o desvio folicular (ACOSTA et al., 2004), com o foliculo pré-ovulatoério
(GASTAL et al., 2007), placentite (BAILEY et al., 2012), entre outros.

A US Doppler colorido comecgou a ser usada para avaliar a vascularizagao da
parede folicular em éguas em 2004 (GASTAL; GASTAL, 2012). Os primeiros estudos
com recurso a US Doppler baseavam-se em informagfes obtidas nas grandes
artérias, responsaveis pela vascularizacdo sanguinea do trato reprodutor da fémea.
Contudo, estudos mais recentes tém demonstrado a utilidade do exame US Doppler
diretamente na estrutura alvo, como por exemplo, o0 endométrio, a parede folicular ou
0 corpo lateo, e em vasos menores (SILVA, 2005; SILVA et al., 2006; FERREIRA et
al., 2008; GINTHER et al., 2008; FERREIRA et al., 2011; ISHAK et al., 2017; HASSAN
et al., 2019).

Atualmente, a US Doppler € um dos métodos mais confidveis para avaliar o
fluxo sanguineo do CL durante o diestro (HASSAN et al., 2019) e também apds a
administracdo de tratamentos hormonais (CASTRO et al., 2016), 0 que permite um
conhecimento mais profundo da fisiopatologia reprodutiva de uma égua (CAMPOS,
2017).

3.4 Avaliacéo folicular e luteal através da ultrassonografia em equinos

ApOs o processo de selecdo, os foliculos equinos crescem a uma taxa de 2,5 a
3,0mm ao dia, sendo que, ap0s a inducdo até a ovulacéo, essa taxa de crescimento
apresenta uma queda importante (GASTAL et al., 2006; SILVA et al., 2006).
Paralelamente a reducédo do crescimento, ocorre a diminuicdo da tensdo da parede
do foliculo, o que gera uma alteracdo no formato, perdendo sua forma esférica e se
tornando irregular (MCKINNON et al., 1988). Estas mudancas conformacionais estao
associadas ao processo de migracao do foliculo para a fossa de ovulacdo (ULIANI,
2012).

A ovulacdo pode ser considerada um processo inflamatério, que gera uma
dilatacdo consideravel de capilares na teca em éguas (KERBAN et al.,, 1999). A

formacdo de uma banda anecéica na &rea entre as camadas da teca aumentou
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diariamente e progressivamente no periodo de trés a um dia antes da ovulagéo,
atingindo 100% da circunferéncia folicular no periodo pré-ovulatorio (GASTAL et al.,
2006).

A camada de células da granulosa apresenta um aumento no namero de
células e preenchimento dos espacos intracelulares por uma substancia mucoide
cerca de 24 horas antes da ovulacdo. Devido a isto, é observado no periodo pré-
ovulatorio um espessamento da camada da granulosa e um aumento continuo de sua

ecogenicidade com a aproximacdo do momento da ovulacdo (SAMPER et al., 2007).

O edema endometrial surge no inicio da fase estrogénica do ciclo e aumenta
progressivamente durante os primeiros dias do estro. Porém, quando se atinge o
periodo de 48 - 24 horas que antecedem a ovulacado, tem-se uma reducéo dos niveis
do edema endometrial (SAMPER et al., 2007).

Usualmente, o acompanhamento do desenvolvimento folicular em éguas é feito
por meio da US convencional (GASTAL et al., 1998). A US Doppler oferece uma
alternativa para a avaliacdo do desenvolvimento e potencial ovulatério de foliculos
dominantes, identificando mudancas na hemodindmica ovariana durante o
desenvolvimento folicular (GINTHER, 2007; FERREIRA; MEIRA, 2011; GINTHER,
2014).

Durante o desenvolvimento folicular, um aumento progressivo da
vascularizacdo a partir da divergéncia folicular ocorre apenas em futuros foliculos
ovulatorios, enquanto que os foliculos anovulatérios possuem baixa vascularizacéao
(GASTAL et al., 1999; ACOSTA et al., 2004). A avaliacdo pela US Doppler do fluxo
sanguineo folicular tem sido usada como método eficaz para prever a viabilidade
folicular, j& que identifica mudancas no padréo de vascularizacdo do futuro foliculo
dominante antes mesmo do desvio folicular (ACOSTA et al., 2004; GASTAL et al.,
2006; GINTHER, 2007; GINTHER, 2014).

Em equinos, uma maior vascularizacdo do foliculo pré-ovulatério esta
associado a um maior diametro folicular, a maiores taxas de maturacdo do odcito e
maior qualidade dos mesmos (GASTAL; GASTAL, 2012), aumentando os indices de
prenhez em éguas que apresentam maior grau de vascularizagéo folicular (SILVA et

al., 2006; GINTHER, 2014). A vascularizacao folicular em éguas é maxima 24 horas
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antes da ovulacdo, e uma diminuicdo abrupta da perfusdo sanguinea folicular ocorre
durante as quatro ultimas horas que antecedem a ovulacdo (GASTAL et al., 2006;
GINTHER, 2007; GINTHER, 2014), tornando a ultrassonografia Doppler, desta forma,
uma ferramenta importante para a determinacdo da proximidade da ovulacao
(ACOSTA et al., 2004).

Apébs a ovulagéo, o novo corpo lateo (CL) se desenvolve rapidamente a partir
da ruptura da parede do foliculo. O CL é responsavel pela secrecdo de progesterona,
sendo que os niveis séricos da mesma sdo correlacionados com sua vascularizagao
(GINTHER et al., 2007; GINTHER, 2014; CASTRO, 2017; GINTHER, 2019).

ApOs o esvaziamento folicular, a perfusdo sanguinea do CL aumenta
progressivamente até envolver praticamente toda sua circunferéncia no sexto dia pos-
ovulacado. Durante este periodo, a progesterona também aumenta progressivamente.
Entre o0 8° e 0 14° dia do ciclo estral, o perfil sérico de P4 e perfusdo vascular luteal
apresentam valores maximos. Ja durante a lutedlise, o fluxo sanguineo do CL diminui,
fenbmeno acompanhado pela diminuigcdo na concentracdo de P4 (GINTHER, 2014;
ISHAK et al., 2017; GINTHER, 2019).
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INDUCAO DA OVULACAO COM ACETATO DE HISTRELINA EM EGUAS DA

RACA PONEI BRASILEIRO COM DIFERENTES DIAMETROS FOLICULARES
Resumo

Entre as racas de equinos distribuidas mundialmente, temos um grupo de racas
pequenas, genericamente denominados como poéneis, sendo as mais conhecidas a
raca Shetland e, no Brasil, as racas Piquira e Ponei Brasileiro. Apesar da técnica da
inducdo da ovulacdo em éguas de racas de grande porte ser um procedimento
extensamente utilizado, poucos estudos tém sido realizados sobre esse procedimento
em éguas poneis. O objetivo do presente estudo foi induzir a ovulagdo de foliculos
com diferentes diametros e avaliar as alteracdes morfolégicas e vasculares destas
estruturas em éguas da raca Ponei Brasileiro. Foram avaliadas 30 inducdes da
ovulacdo e 3 ovulacfes espontaneas de um total de 20 éguas da raca Pbénei Brasileiro,
criadas no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos de tratamento em funcédo do didmetro do maior foliculo
no momento da inducdo da ovulacdo: G25 (indugcdo da ovulacdo com foliculo de
25mm), G30 (inducao da ovulacédo com foliculo de 30mm), G35 (inducéo da ovulacao
com foliculo de 35mm) e GC (grupo controle - ovulacdo espontanea). Os animais
foram avaliados por ultrassonografia a cada 6 horas a partir da aplicacdo do indutor
da ovulacdo, até a deteccédo da ovulacdo ou por 48 horas para 0s animais que nao
ovularam. Foram avaliados os efeitos do diametro inicial do maior foliculo no momento
da inducgéo da ovulacéo (DI) sobre o diametro méximo folicular (DM), didametro médio
folicular (DMd), intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacao (TAI-OV),
intervalo de tempo do surgimento de banda anecdica até a ovulacdo (TSB-OV),

intervalo de tempo do surgimento de alteracdo de formato do foliculo dominante até a
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ovulacdo (TAF-OV), area de vascularizacdo do foliculo dominante (AV), grau de
edema uterino no momento da inducdo da ovulagcédo, taxa de ovulacdo (TXOV),
porcentagem de prenhez (PP) e porcentagem de prenhez por ovulacdo (PPO). O DI
apresentou diferenca entre os grupos de tratamento (P<0,05), mas nao diferiu entre
G35 e GC (34,87+0,21 vs 34,74+0,13) (P>0,05). Foi observada diferenca (P<0,05)
entre todos os grupos (G25, G30, G35 e GC) para DM (27,71+1,42; 31,86%0,74;
35,48+0,54 e 37,38+0,46) e DMd (26,43+1,3; 30,7+1,13; 35,56+0,9 e 36,51+0,5),
respectivamente. O GC (84,0+21,63) apresentou diferenca no TAI-OV em relacdo aos
demais grupos (G25, 33,0+10,4; G30, 36,85+8,7 e G35, 35,14+8,07) (P<0,05). Nao
houve diferenca (P>0,05) para TSB-OV (G25, 16,5+10,4; G30, 19,71+4,53; G35,
17,14+2,26 e GC, 24,0£0) e TAF-OV (G25, 12,0+4,8; G30, 10,28+4,54; G35, 12,0+4,9
e GC, 12,0+0). A AV apresentou diferenca entre GC (0,94+0,43) e os demais grupos
(G25, 0,72+0,31; G30, 0,72+0,4 e G35, 0,63+0,4b) (P<0,05). A TXOV apresentou
diferenca entre o grupo G25 (40%) e demais grupos G30 (70%), G35 (70%) e GC
(100%) (P<0,05). A porcentagem de prenhez apresentou diferenca entre G25 (10%)
e os demais grupos (G30, 50%; G35, 40% e GC, 66,67%) (P<0,05), bem como
porcentagem de prenhez por ovulagao (G25, 25%; G30, 71,43%; G35, 57,14% e GC,
66,67%). Foi observada uma alta correlagéo entre DI e DM (0,97), enquanto o grau
de edema no momento da indugéo, TXOV e PP apresentaram correlacdo média com
DI (0,45; 0,3 e 0,42, respectivamente). Conclui-se que éguas da raca Pénei Brasileiro
apresentando foliculos com didametro 230mm foram responsivas a indugédo com
acetato de histrelina, apresentando taxa de ovulacdo e porcentagem de prenhez

satisfatorias.

Palavras-chave: ultrassonografia Doppler; acetato de histrelina; GnRH; equino.
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1. Introducéo

Diversas diferencas reprodutivas foram relatadas em pdneis em relacdo a racas
de grande porte. Eguas miniaturas apresentam um intervalo ovulatério maior, menor
namero de foliculos por onda ovulatéria [1-3], menor nUmero de ovula¢des duplas [3],
taxa de crescimento folicular 0,5 mm/dia menor que racas de grande porte e diametro

maximo do foliculo pré-ovulatorio cerca de 3,6 a 5,0 mm menor [1,4].

Apesar do conhecimento dos aspectos reprodutivos relacionados a ovulacdo em
éguas de grande porte, tanto em ovula¢des naturais como induzidas, pouco se sabe
sobre esses aspectos em racas miniaturas [1,5]. Apesar do destaque no mercado
equestre nacional, os conhecimentos referentes a inducdo de ovulacdo nestes
animais ainda sdo escassos, necessitando, desta forma, mais estudos sobre esta

técnica, levando em consideracdo suas particularidades.

O conhecimento do desenvolvimento folicular e das mudancgas estruturais que
ocorrem no foliculo pré-ovulatério, assim como a compreensdao das alteracbes
vasculares que ocorrem com 0 mesmo ressaltam, respectivamente, a importancia da
utilizacao da ultrassonografia convencional e Doppler nos programas de reproducao
equina [6-8]. Por serem técnicas ndo invasivas, podem ser utilizadas repetidamente,

sem gerar danos a saude dos animais avaliados [9].

A inducao da ovulacdo vem sendo utilizada com frequéncia, destacando-se como
uma das principais biotécnicas aplicadas a reproducédo equina [10-14]. O uso de
agentes indutores da ovulacdo permite que a grande maioria das éguas ovule de
forma sincronizada, dentro de um periodo pré-determinado [10], o que facilita o
manejo reprodutivo, possibilitando reduzir o nimero de coberturas, otimizar o uso de

garanhdes e facilitar a sincronizagdo entre doadoras e receptoras em programas de
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transferéncia de embrides [15]. Além disso, devido ao numero reduzido de
inseminacdes por ciclo, viabiliza o uso de sémen de menor fertilidade, como sémen
resfriado e congelado, ja que as inseminacdes poderdo ser realizadas em um

momento proximo a ovulacao [14].

O objetivo do presente estudo foi induzir a ovulacéo de foliculos com diferentes
didmetros e avaliar as altera¢cdes morfologicas e vasculares destas estruturas em

éguas da raca Ponei Brasileiro.

2. Materiais e Métodos

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CEUA/UENF) com o

namero de protocolo 402.

2.1 Animais

Foram utilizadas 20 éguas da raca Ponei Brasileiro, adultas, com idades entre 4 e
9 anos, ndo gestantes, provenientes do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ
(Latitude: -21.7545, Longitude: -41.3244 21° 45" 16" Sul, 41° 19’ 28" Oeste). Os
animais passaram previamente por uma avaliacdo ainda na propriedade de origem e
foram utilizados somente aqueles que apresentaram-se ciclicas, com presenca de

foliculo 220mm de diametro e sem altera¢cfes reprodutivas.

As éguas selecionadas foram alojadas no setor de Reproducdo e Obstetricia
Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense
“Darcy Ribeiro” (UENF), sendo mantidas sob luz natural, em piquetes com
alimentacdo a base de feno de tyfton (Cynodon dactylon), sal mineral e agua ad

libitum. O experimento foi realizado durante duas estacbes reprodutivas,

40



compreendendo os periodos de outubro de 2018 a marco de 2019 e outubro a

dezembro de 2019.

2.2 Grupos de tratamento

Apos chegarem no local de desenvolvimento do experimento, os animais foram
alocados em um dos trés grupos de tratamento a medida que o maior foliculo
alcancava o diametro definido para a inducao da ovulacdo em cada grupo (25, 30 ou
35mm para os grupos G25, G30 e G35, respectivamente), sendo que cada grupo foi
composto por 10 animais. A inducdo da ovulacdo foi realizada pela aplicacdo de
0,25mg de acetado de histrelina (Strelin®, Botupharma®) por via intramuscular.
Posteriormente, as éguas foram inseminadas com sémen a fresco de fertilidade

comprovada 24 horas apés a inducéo.

Apés a inducédo da ovulacéo nos grupos de tratamento, os animais foram avaliados
por ultrassonografia convencional e Power Flow a cada 6 horas, para observagéo do
tempo percorrido até 0 momento da detec¢do da ovulacdo e avaliacdo das mudancas
estruturais e hemodinamicas sofridas pelo foliculo pré-ovulatério. Os animais que nao
ovularam depois de transcorridas 48 horas da inducdo da ovulacdo foram

considerados nao responsivos ao tratamento.

Trés animais apresentando foliculo de 25mm foram selecionados e alocados no
Grupo Controle (GC; n=3), sendo avaliados diariamente por ultrassonografia, até a
observacdo de um foliculo dominante de 35mm, para entdo serem submetidos a uma

aplicacao de 1mL de solucéo salina por via intramuscular.

2.3 Avaliagao ultrassonografica
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As imagens ultrassonograficas dos foliculos foram realizadas por um Unico
operador, com auxilio de um ultrassom portatil (Z6 VetMindray®), equipado com modo-
B (escala de cinza) e Power Flow, com transdutor linear multifrequencial de banda
larga, utilizando frequéncia de 5,0 MHz. Todas as configuracdes de imagem foram
padronizadas previamente e mantidas constantes durante todo o experimento. Para o
modo Power Flow foi utilizado frequéncia de 5,3 MHz, ganho 36, filtro de parede 106

e PRF 1.0 k.

O maior foliculo foi escaneado utilizando o0 modo-B para avaliacdo da morfologia e
ecogenicidade das camadas da granulosa e teca. O diametro folicular foi avaliado
através de imagens estéticas, obtidas no ponto de diametro maximo do antro folicular,
sendo mensurado através da média entre maior e menor didmetro, realizadas de
forma perpendicular entre si. Foram avaliados o didmetro inicial do maior foliculo no
momento da inducgéo da ovulagéo (Dl), o didametro méaximo folicular (DM) e o diametro
médio folicular (DMd). Foi avaliado ainda o intervalo de tempo da aplicacdo do indutor
até a ovulacao (TAI-OV), o intervalo de tempo do o surgimento de banda anecoica até
a ovulacao (TSB-OV) e intervalo de tempo do surgimento de alteragéo de formato do

foliculo dominante até a ovulagéo (TAF-OV).

A avaliacdo da area de vascularizacdo do foliculo dominante (AV) foi realizada
através do modo Power Flow (Figura 1). As imagens foram obtidas no ponto de
diametro maximo, registrando-se trés imagens da vasculariza¢ao folicular em cada
exame, sendo estas imagens arquivadas para serem analisadas posteriormente. As
imagens foram processadas através do programa ImageJ1.31® (National Institutes of
Health®, Bethesda, MD). Foi realizada a padronizacdo da escala da imagem

ultrassonogréfica, selecionando a area com presenca de vascularizacdo pela
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ferramenta de selecdo retangular. A 4rea de selecdo foi salva pela funcdo roi
mananger e a parte externa da selecao foi apagada através da opc¢ao clear outside.
Foi necesséario a edicdo das imagens em color threshould, com o objetivo de
transformar toda a area de vascularizacdo em cor branca e as regibes néao
vascularizadas em preto sendo que, posteriormente, o formato da imagem foi
modificado de RGB para 8 bits. A imagem foi configurada para binaria e avaliada pela
funcdo analyze particles para determinacéo, em mm?, da &rea de vascularizacéo (AV).
As trés imagens obtidas em cada exame foram analisadas, sendo que a determinacéo

da AV foi dada por uma média do valor obtido para as imagens de cada exame.

Figura 1. A- imagem ultrassonografica modo Power Flow de foliculo dominante de égua da raca
Pdénei Brasileiro com ovulacgao induzida. B- imagem da vascularizagdo de foliculo dominante de
égua da raca Ponei Brasileiro processada no software ImageJ® para mensuragdo da area de
vascularizagéo.

A avaliacdo do grau de edema uterino foi realizada no momento da indugdo da
ovulagdo, sendo classificado visualmente em uma escala de 0 a 3, onde O

corresponde a ecotextura de diestro e 3 ao nivel maximo de edema endometrial.

A porcentagem de prenhez por grupo (PP) e porcentagem de prenhez por

ovulacéo (PPO) foi calculada a partir do diagndstico de gestacao realizado no 12° dia
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pos-ovulacdo, sendo PP calculada a partir do niumero de animais gestantes em
relacdo ao numero total de animais de cada grupo, enquanto PPO foi calculada a partir
do numero de animais gestantes em relacdo ao niumero de animais que ovularam em

cada grupo.

2.4 Andlise estatistica

Para o diametro inicial do maior foliculo no momento da indugéo da ovulacao (Dl),
o diametro maximo folicular (DM), o didametro médio folicular (DMd), o intervalo de
tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacdo (TAI-OV), o intervalo de tempo do o
surgimento de banda anecodica até a ovulacdo (TSB-OV), o intervalo de tempo do
surgimento de alteracdo de formato do foliculo dominante até a ovulacao (TAF-OV) e
a area de vascularizacéo do foliculo dominante (AV), foi realizada analise de variancia
testando o efeito de grupo, sendo as médias comparadas através do teste SNK a nivel
de 5% de probabilidade. A taxa de ovulagdo, a porcentagem de prenhez (PP) e
porcentagem de prenhez por ovulacdo (PPO) foram avaliadas através do teste qui-
quadrado. Foi realizada ainda a correlacéo de Pearson. Foi utilizado o software SAS,

versao 9.4.

3. Resultados

As médias e desvio padrdo para didmetro inicial do maior foliculo no momento da
inducéo da ovulacédo, diametro méximo folicular, didmetro médio folicular, intervalo de
tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacao, intervalo de tempo do surgimento de
banda anecdica até a ovulacdo e intervalo de tempo do surgimento de alteracéo de

formato do foliculo dominante até a ovulacdo séo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Média e respectivo desvio padréo para diametro inicial folicular no momento
da inducéo da ovulacao (DI), diametro maximo folicular (DM), diametro médio folicular
(DMd), intervalo de tempo da aplicacao do indutor até a ovulacdo (TAI-OV), intervalo
de tempo do surgimento de banda anecdica até a ovulacédo (TSB-OV) e intervalo de
tempo do surgimento de alteracdo de formato do foliculo dominante até a ovulacéo
(TAF-OV) para os grupos G25, G30, G35 e controle de éguas da raca Ponei Brasileiro

com ovulacao induzida em diferentes diametros foliculares.

DI (mm) DM (mm)  DMd(mm) TAIFOV (h) TSB-OV (h) TAF-OV (h)
G25 2522+0,39° 27,71+1429 26,43+1,30  33,0+10,4°  16,5¢10,42 12,0+4,8°
G30  29,88+0,5°  31,86+0,74° 30,7+1,13°  36,85+8,7°  19,71+453%  10,28+4,542
G35 34,870,218 3548054 3556+0,0> 3514+8,07° 17,142,268  12,0+4,92
GC  34,74+0,132  37,38+0,462  36,51+0,52  84,0+21,632 24,0402 12,0+02

G25= éguas com ovulacgédo induzida com foliculos de 25mm de diametro; G30= éguas com ovulacao
induzida com foliculos de 30mm de diametro; G35= éguas com ovulagdo induzida com foliculos de
35mm de didmetro; GC= éguas com ovulacao natural, ndo submetidas a indugdo. Médias da mesma

coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste SNK a nivel de 5% de probabilidade.

Para o diametro folicular inicial no momento da inducdo, ndo foi observada
diferenca (P>0,05) entre as médias dos grupos GC e G35, sendo observada diferenca
(P<0,05) entre G25 e G30, G25 e G35, G25 e GC, G30 e G35 e G30 e GC. Para
didmetro maximo folicular e didametro médio folicular foi observada diferenca entre

todos os grupos (P<0,05).

O intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacdo apresentou diferenca
entre o grupo GC e os grupos G25, G30 e G35 (P<0,05). O intervalo de tempo do

surgimento de banda anecdica até a ovulacdo e o intervalo de tempo do surgimento
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de alteracdo de formato do foliculo dominante até a ovulacdo ndo apresentaram

diferenca (P>0,05) entre os grupos avaliados.

As médias e desvio padrdo para a area de vascularizagéo folicular, grau de edema
uterino no momento da indug&o da ovulacédo, a taxa de ovulagéo, a porcentagem de

prenhez e a porcentagem de prenhez por grupo estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Média e respectivo desvio padréo para area de vascularizacédo do foliculo
dominante (AV), grau de edema uterino no momento da inducdo da ovulacao (ED),
taxa de ovulacdo (TXOV), porcentagem de prenhez (PP) e porcentagem de prenhez
por ovulacéo (PPO) para os grupos G25, G30, G35 e controle de éguas da raca Pbnei

Brasileiro com ovulagdo induzida em diferentes diametros foliculares.

AV (mm2) ED TXOV (%) PP (%) PPO (%)
G25 0,72+0,31b 2,2+0,42b 40° 10b 25P
G30 0,72+0,4b 2,640,512 70P 502 71,432
G35 0,63:+0,4b 2,7+0,48% 70P 402 57,142
GC 0,940,432 3402 1002 66,672 66,672

G25= éguas com ovulagéo induzida com foliculos de 25mm de didmetro; G30= éguas com ovulagéo
induzida com foliculos de 30mm de didmetro; G35= éguas com ovulagéo induzida com foliculos de
35mm de didmetro; GC= éguas com ovulagdo natural, ndo submetidas a indugcdo. Médias da mesma
coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste SNK a nivel de 5% de probabilidade ou pelo
teste de qui-quadrado.

A area de vascularizagéo folicular apresentou diferenca entre GC e os demais

grupos (P<0,05).

O grau de edema uterino no momento da indugdo da ovulacdo apresentou

diferenca entre GC e G25.
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Para a taxa de ovulacéo, foi observada diferenca entre os grupos G25 e demais
grupos e entre GC e G30 e G35 (P<0,05), ndo apresentando diferenca entre G30 e

G35 (P>0,05).

A porcentagem de prenhez apresentou diferenca entre G25 e demais grupos
(P<0,05). A porcentagem de prenhez por ovulagdo apresentou diferenga entre o grupo

G25 e os demais grupos (P<0,05).
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DIAMETRO FOLICULAR MEDIO (MM)
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Figura 2. Média do diametro folicular de éguas da raga POnei Brasileiro com ovulacéo induzida 48, 42,
36, 30, 24, 18, 12 e 6 horas antes da constatacdo da ovulagdo, onde: G25= éguas que tiveram sua
ovulacgao induzida com foliculo medindo 25mm de diametro; G30= éguas que tiveram sua ovulacéo
induzida com foliculo medindo 30mm de diametro; G35= éguas que tiveram sua ovulagdo induzida com
foliculo medindo 35mm de diametro; GC= grupo controle, éguas que tiveram sua ovulacado
acompanhada naturalmente, sem inducao.

Observou-se em todos 0s grupos uma pequena reducdo no diametro folicular
(Figura 2) e na area de vascularizacao folicular (Figura 3) cerca de 6 horas antes da

ovulagdo. Contudo, ndo houve diferenga estatistica entre os momentos avaliados.
47



—4—G25 —W—G30 —A&—G35 —X—GC

1,4

1,2

0,8

AREA DE VASCULARIZACAO FOLICULAR (MM2)

0,6

0,4

0,2

48 42 36 30 24 18 12 <6
HORAS ANTES DA OVULAGAO

Figura 3. Média da area da vascularizacao folicular de éguas da raga Poénei Brasileiro com ovulagao
induzida 48, 42, 36, 30, 24, 18, 12 e 6 horas antes da constatacéo da ovulagdo, onde: G25= éguas que
tiveram sua ovulagdo induzida com foliculo medindo 25mm de didametro; G30= éguas que tiveram sua
ovulacgao induzida com foliculo medindo 30mm de didmetro; G35= éguas que tiveram sua ovulagao
induzida com foliculo medindo 35mm de didmetro; GC= grupo controle, éguas que tiveram sua
ovulacdo acompanhada naturalmente, sem indugéo.

Na tabela 3 observa-se alta correlacdo entre diametro folicular inicial e diametro
maximo folicular, enquanto o grau de edema uterino, taxa de ovulacéo e porcentagem
de prenhez por ovulacdo obtiveram correlacdo média com diametro folicular inicial.
Foram encontradas correlacfes proximas de zero entre diametro folicular inicial e
intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacao, intervalo de tempo do
surgimento de banda anecdica até a ovulagéo e o intervalo de tempo do surgimento

de alteracdo de formato do foliculo dominante até a ovulagéo.
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Tabela 3. Correlacéo entre diametro folicular inicial (DI) e diametro maximo folicular
(DM), intervalo de tempo da aplicacédo do indutor até a ovulacdo (TAI-OV), intervalo
de tempo do surgimento de banda anecoica até a ovulacdo (TSB-OV), intervalo de
tempo do surgimento de alteracdo de formato do foliculo dominante até a ovulacéo
(TAF-OV), grau de edema uterino no momento da inducédo da ovulacéo (ED), taxa de
ovulacdo (TXOV) e porcentual de prenhez por grupo (PP) de éguas da raca Podnei

Brasileiro com ovulagdo induzida em diferentes diametros foliculares.

Variavel Correlagéo
DM 0,97**
TAI-OV 0,03
TSB-OV -0,1
TAF-OV 0,07
ED 0,45*
TXOV 0,3*
PP 0,22*

*P<0,05; **P<0,01.
4. Discussao

O diametro inicial do maior foliculo no momento da inducdo da ovulacdo néo
apresentou diferenca entre G35 (34,87mm) e GC (34,74mm), uma vez que 0s animais
do GC tiveram seu acompanhamento iniciado no mesmo diametro folicular (35mm).
As diferencas observadas entre os demais grupos reforcam o objetivo do estudo, que

€ a inducédo da ovulacao de foliculos com diametros significativamente diferentes.
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Uma vez que a inducdo da ovulacéo foi realizada com diametro inicial do foliculo
dominante no momento da inducdo da ovulacdo diferentes entre os grupos, ja era
esperado que estes apresentassem diferenca entre si para diametro maximo folicular
e diametro médio folicular. No entanto, apesar de G35 e GC apresentarem 0 mesmo
diametro inicial do foliculo dominante no momento da inducéo da ovulacao, observou-
se diferenca no didametro maximo folicular e diametro médio folicular. Estudos
anteriores demonstram que, apoés o desvio folicular, o foliculo dominante cresce cerca
de 3mm por dia, e mantém este crescimento até 2 dias antes da ovulacéo [16,17].
Apos a inducdo da ovulacdo, essa taxa de crescimento apresenta uma queda
importante [8,18]. Desta forma, os animais do G35 tiveram o padrdo de crescimento
folicular alterado devido a inducéo, reduzindo sua taxa de crescimento, enquanto 0s
foliculos dos animais do GC continuaram seu crescimento até a ovulagdo espontanea,

0 que explica a diferenca.

Ainda em relacdo ao diametro folicular maximo, o valor de 37,38mm encontrado
no GC no presente estudo esta de acordo com o resultado relatado em outro estudo
conduzido com éguas poneis miniaturas, que foi de 37,3mm para ovulacfes naturais
[5]. Outros estudos também afirmam observar um menor didmetro maximo folicular

para estes animais [1,4,5].

O intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacao foi diferente entre GC
e 0S outros grupos de tratamento devido a ndo submissdo destes animais a inducao.
O intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacdo dos animais submetidos
a inducédo nos diferentes grupos observados neste estudo foi semelhante a estudos
anteriores que demonstram o efeito indutor da histrelina entre 24-48 horas pos-

inducéo [10,12-14]. A auséncia de diferenga para intervalo de tempo da aplicacéo do
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indutor até a ovulacdo entre os grupos com ovulacéo induzida ja era esperado, uma
vez que esta caracteristica nao esta diretamente relacionada ao diametro folicular no
momento da inducdo da ovulacdo, mas possivelmente a outros fatores enddcrinos

ligados ao animal.

O intervalo de tempo do surgimento de banda anecdica até a ovulacdo e intervalo
de tempo do surgimento de alteracéo de formato do foliculo dominante até a ovulacéo
sdo mudancas morfologicas inerentes a foliculos préximos da ovulacao [18,19]. Por
ser considerada um processo inflamatério, a ovulacdo gera uma dilatacdo
consideravel de capilares na teca em éguas [20]. Devido ao edema, h4 um acumulo
de fluidos nos espacgos intercelulares [19,20], formando a banda anecdica entre as
camadas da teca [18,19]. Estudos demonstram um aumento diario e progressivo da
area atingida pela banda anecoica no periodo de trés a um dia antes da ovulacéo,
podendo atingir até 100% da circunferéncia folicular no periodo pré-ovulatério [18].
Similar aos resultados destre trabalho, Gastal et al (2006) [18] demonstraram, ao
comparar éguas com ovulacao espontanea e induzida com hCG, ndo haver diferenca
no intervalo de tempo do surgimento de banda anecéica até a ovulagdo para ambos.
No entanto, estes autores [18] demonstram um tempo de surgimento da banda cerca
de 36 horas antes da ovulagcdo, divergindo com os resultados encontrados. A
diferenga entre agentes indutores pode ter influenciado tal caracteristica, uma vez que
a histrelina é mais potente que o hCG, promovendo uma ovula¢cao mais rapida, o que
contribuiu para a reducdo do espaco de tempo entre o aparecimento da banda
anecoica e a ovulacédo. Alem disto, ndo é descrito na literatura o intervalo de tempo
do surgimento de banda anecodica até a ovulacdo para éguas miniatura com ovulacéo

natural, o que torna necessario mais estudos a respeito deste fenémenao.
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Assim como o intervalo de tempo do surgimento de banda anecdica até a ovulacao,
as médias do intervalo de tempo do surgimento de alteracdo de formato do foliculo
dominante até a ovulacdo também nao diferiu entre 0os grupos, uma vez que se trata
de uma caracteristica vinculada a proximidade da ovulacéo, e ndo com o diametro
folicular. Essa alteracdo de forma ocorre devido uma diminuicdo da tenséo da parede
do foliculo, deixando seu formato esférico e assumindo um carater alongado ou
irregular [21]. Estudos demonstram que a maioria dos foliculos que apresentam essa
caracteristica alteram seu formato entre 4 e 8 horas antes da ovulagdo [19,22],

semelhante ao tempo encontrado no presente estudo (10 a 12 horas).

As médias para area de vascularizacado folicular apresentaram diferenca entre GC
e demais grupos, resultado semelhante ao encontrado por Gastal et al (2006), onde
foi comparada a vascularizacdo de foliculos com ovulagdo espontanea e foliculos
induzidos por hCG [18]. Apesar do diametro folicular diferir entre os grupos de
tratamento, a area de vascularizacao folicular ndo se diferiu devido a inducado, que
encurtou seu tempo de desenvolvimento. Os foliculos do GC podem ter apresentado
maior vascularizacdo devido ao maior crescimento, ja que foliculos maiores tendem a
ser mais vascularizados [7,23] devido a uma maior angiogénese na fase final do

crescimento folicular.

A taxa de ovulacdo em GC (100%) foi superior as taxas dos demais grupos, uma
vez gque este foi acompanhado até a ocorréncia espontanea da mesma. G25 (40%)
obteve uma taxa de ovulagdo menor que os demais (70%), o que indica a ineficiéncia
destes foliculos em responder ao tratamento indutor, corroborando com estudos
conduzidos em jumentas, que indicam uma baixa responsividade de foliculos entre

25 a 28mm a inducédo de ovulagdo com acetato de histrelina [14]. Esse comportamento
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deve-se, principalmente, a falta de receptores de LH nas células da granulosa,
gerando um desenvolvimento insuficiente e, consequentemente, menor

responsividade as gonadotrofinas exdgenas durante esse periodo [24,25].

Foliculos maiores e bem vascularizados estao relacionados com maiores taxas de
prenhez em éguas por gerarem oocitos de melhor qualidade [6,8,26]. Tal fato pode
estar relacionado a G25 apresentar porcentagem de prenhez por grupo e
porcentagem de prenhez por animal ovulado significativamente menor que os demais
grupos. Em um estudo conduzido com jumentas, foliculos de menor diametro (25-

28mm) também apresentaram menor percentual de prenhez [14].

As diferencas reprodutivas em pbneis quando comparadas as racas de grande
porte [1-3,5], principalmente relacionadas ao diametro folicular [1,4,5], reforcam a
necessidade de estudos em equinos miniatura. O fato das taxas de ovulacdo em G30
e G35 nao serem diferentes, bem como a porcentagem de prenhez entre G30, G35 e
GC (71,42%, 57,14% e 66,67%) também nao serem diferentes reforcam a eficiéncia
do tratamento de inducdo quando induzidos foliculos com 30mm de diametro em
animais da raca P6nei Brasileiro, indicando uma possivel reducdo no diametro minimo

recomendado para a inducao, que é de 35mm para ragas de grande porte [27].

Em todos os grupos, foi possivel observar uma discreta reducdo no diametro
(Figura 2) e na area de vascularizacédo folicular (Figura 3) cerca de 6 horas antes da
ovulacdo. Estudos anteriores também encontraram uma reducao no diametro folicular
quatro horas antes da ovulacdo em éguas com ovulacdo espontanea bem como em
éguas induzidas com hCG [18]. Também ocorreu uma diminuicdo abrupta da
vascularizacéo folicular durante as quatro ultimas horas que antecedem a ovulacéo

[6,18,23], corroborando com os resultados encontrados no presente estudo. Apesar
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das reducdes neste estudo serem mais discretas do que nos estudos citados, nao foi

observada diferenca significativa (P>0,05).

A alta correlacdo observada entre diametro folicular inicial no momento da indugéo
da ovulacdo e didametro méximo folicular se deve, principalmente, a continuidade no
desenvolvimento folicular durante o tratamento. H4& uma mudanca no padrdo de
crescimento apos a indugdo da ovulacdo, porém o foliculo ndo cessa seu crescimento,

apesar deste ser reduzido [8,18].

As correlacbes proximas de zero entre diametro inicial folicular no momento da
inducdo da ovulacdo e intervalo de tempo da aplicacdo do indutor até a ovulacéo,
intervalo de tempo do surgimento de banda anecoica até a ovulacdo e intervalo de
tempo do surgimento de alteracdo de formato do foliculo dominante até a ovulacdo
reforcam o fato destas caracteristicas ndo estarem ligadas ao diametro folicular no
momento da inducdo, e sim, a proximidade com a ovulacdo. Tal fato pode ser
confirmado pelas médias destas caracteristicas ndo se diferirem entre 0s grupos no
presente estudo. Contudo, ndo foram encontrados outros estudos que correlacionem
tais caracteristicas com diferentes diametros foliculares, necessitando de mais

estudos a respeito.

O edema endometrial desenvolve-se em éguas no periodo de estro devido a
elevacdo na concentracdo sérica de estrégenos [14,28], que, por sua vez, possuem
correlacao positiva com o diametro folicular [29]. Porém, a utilizacdo de indutores da
ovulacdo podem influenciar tal caracteristica [30]. No presente estudo esperava-se
uma alta correlacdo entre o grau de edema endometrial e o diametro folicular no
momento da inducdo da ovulagédo, uma vez que foram utilizados diferentes diametros

foliculares no momento da inducdo. No entanto, a utilizacdo do acetado de histrelina
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pode ter contribuido para alterar os padrdes fisioldgicos de secrecédo de estrogeno, 0

gue pode ter influenciado o desenvolvimento do edema endometrial.

Uma correlagdo meédia foi encontrada entre DI e taxa de ovulag&o. Foliculos com
didmetro de 25mm apresentaram em éguas da raca POnei Brasileiro um baixo
potencial de ovulacdo, pois a maior parte das éguas ainda apresentam, neste
didmetro, foliculos imaturos e incapazes de ovular. Resultado semelhante foi
encontrado em jumentas, também com ovulacdo induzida por acetato de histrelina
[14]. Por ser um anélogo do GnRH, a histrelina atua no hipotalamo, estimulando a
liberacdo enddgena de LH [10,12-14,31]. No entanto, foliculos menores possuem
menos receptores para LH [24,25], o que gera uma baixa resposta destes a inducao.
Contudo, neste trabalho, foi observado que alguns foliculos de menor diametro foram

capazes de ovular e gerar gestacdes.

Foliculos maiores e mais bem vascularizados afetam positivamente as taxas de
prenhez em éguas [8] e vacas [32], uma vez que relacionam-se positivamente com o
tamanho e a qualidade do futuro corpo luteo [32,33]. No entanto, a taxa de prenhez
pode ser afetada por inimeros fatores [34], o que contribui para uma menor correlacao

entre as caracteristicas foliculares e a taxa de prenhez.

Observou-se uma correlacdo média entre o didmetro inicial no momento da
inducao da ovulagéo e as porcentagens de prenhez. No entanto, sabe-se que as taxas
de prenhez podem ser afetadas por inimeros fatores, incluindo nutricdo, fatores

ambientais, qualidade seminal e ambiente uterino [34], influenciando esta variavel.
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5. Concluséao

Os resultados do presente estudo indicam que em éguas da raca Ponei Brasileiro,
foliculos 230mm mostram-se eficientes quando submetidos a inducédo da ovulacgao,
obtendo taxas de ovulagdo e prenhez semelhantes a foliculos 235mm, preconizado

para éguas de grande porte.
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Formacao e perfusdo vascular do corpo liteo de éguas da raca Ponei Brasileiro submetidas a

inducdo da ovulagdo com acetato de histrelina

Formation and vascular perfusion of the corpus luteum of Pénei Brasileiro mares submitted to

ovulation induction with histrelin acetate
Resumo

O corpo lateo (CL) é a estrutura responsavel pela secrecdo de progesterona e, portanto,
responsavel pela manutencdo inicial da gestacdo em equinos. Existe uma intima relacdo entre
as caracteristicas morfoldgicas e funcionais, uma vez que € descrita uma alta correlacdo entre a
vascularizacdo e a fungdo secretora do CL. O objetivo do presente estudo foi comparar o
diametro, a ecogenicidade e a perfusdo vascular do corpo lUteo de éguas da raca Ponei Brasileiro
submetidas a inducdo da ovulacdo com acetato de histrelina em diferentes diametros foliculares.
Foram avaliadas 30 induc@es da ovulacao e 3 ovulagcfes naturais e 0s respectivos corpos lateos
formados em éguas da raca Pdnei Brasileiro provenientes do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos em fungéo do didmetro
do foliculo dominante no momento da inducdo da ovulagdo: G25 (inducdo da ovulacdo com
foliculo dominante de 25mm), G30 (inducdo da ovulagdo com foliculo dominante de 30mm),
G35 (inducdo da ovulacdo com foliculo dominante de 35mm) e GC (acompanhamento da
ovulagdo espontanea). Todos os animais foram inseminados com sémen a fresco, uma Unica
vez, 24 horas ap6s a inducdo da ovulagdo. Os corpos liteos formados apés a ovulacao induzida
ou natural foram avaliados por ultrassonografia modo-B e modo Doppler durante 7 dias,
medindo-se o didmetro médio do corpo luteo, a ecogenicidade e area de vascularizacédo luteal.
A taxa de gestacdo foi avaliada 12 dias ap0s a ovulagéo atraves de ultrassonografia modo-B. O
diametro medio do corpo luteo formado foi maior para os grupos com maior diametro folicular,

ndo havendo diferenca entre G30, G35 e GC (P>0,05). O grupo G25 (24,29+4,07) apresentou
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maior ecogenicidade que os demais grupos (G30, 22,60+2,84; G35, 23,67+4,61 e GC,
22,65+2,75) (P<0,05). O GC (2,65+0,53) apresentou maior area de vascularizacao luteal que os
grupos de tratamento (G25, 1,79+ 0,74; G30, 1,99+ 0,62 e G35, 1,97+ 0,72) (P<0,05). O grupo
G25 (25%) apresentou diferenca (P<0,05) na taxa de prenhez por ovulacdo em relacdo aos
demais grupos (G30, 71,43%; G35, 57,14% e GC, 66,67%). Foi encontrada correlacéo positiva
alta entre didmetro folicular no momento da inducdo e didmetro médio do corpo luteo;
correlacdo negativa média entre diametro folicular a inducdo e ecogenicidade do CL e
correlacdo positiva média entre didmetro folicular a inducéo e area de vascularizacdo do corpo
luteo. O diametro folicular no momento da indugdo da ovulacdo influencia significativamente

os parametros morfofuncionais do CL de éguas da raca Ponei Brasileiro.

Palavras-chave: corpo lateo, vascularizacdo luteal, ultrassonografia, ultrassonografia Doppler.

Abstract

The corpus luteum (CL) is the structure responsible for the secretion of progesterone and,
therefore, responsible for the initial maintenance of pregnancy in horses. There is an intimate
relationship between morphological and functional characteristics, since a high correlation
between vascularization and the secretory function of CL is described. The aim of the present
study was to compare the diameter, echogenicity and vascular perfusion of the corpus luteum
of mares of the Ponei Brasileiro mares submitted to ovulation induction with histrelin acetate
in different follicular diameters. Thirty ovulation inductions and 3 natural ovulations and the
respective corpus luteum formed in Ponei Brasileiro mares from the municipality of Campos
dos Goytacazes-RJ were evaluated. The animals were randomly divided into 4 groups
according to the diameter of the dominant follicle at the time of ovulation induction: G25
(ovulation induction with 25mm dominant follicle), G30 (ovulation induction with 30mm

dominant follicle), G35 (induction of ovulation with a 35mm dominant follicle) and GC
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(spontaneous ovulation monitoring). All animals were inseminated with fresh semen, only
once, 24 hours after ovulation induction. The corpora lutea formed after induced or natural
ovulation were evaluated by B-mode ultrasonography and Doppler mode for 7 days, measuring
the average diameter of the corpus luteum, echogenicity and area of luteal vascularization. The
pregnancy rate was assessed 12 days after ovulation using B-mode ultrasound. The average
diameter of the formed corpus luteum was greater for groups with a larger follicular diameter,
with no difference between G30, G35 and GC (P> 0.05). The G25 group (24,29+4,07) showed
greater echogenicity than the other groups (G30, 22,60+2,84; G35, 23,67+4,61 and CG,
22,65+2,75) (P < 0.05). The CG (2,65+0,53) showed a greater area of luteal vascularization
than the treatment groups (G25, 1,79+0,74; G30, 1,99+0,62 and G35, 1,97+0,72) (P <0.05).
The G25 group (25%) showed a difference (P <0.05) in the pregnancy rate by ovulation in
relation to the other groups (G30, 71,43%; G35, 57.,4% and CG, 66,67%). A high positive
correlation was found between follicular diameter at the time of induction and the average
diameter of the corpus luteum; mean negative correlation between follicular diameter at
induction and echogenicity of CL and mean positive correlation between follicular diameter at
induction and vascularization area of the corpus luteum. The follicular diameter at the time of
ovulation induction significantly influences the morphofunctional parameters of the CL of

Brazilian Pony mares.
Keywords: corpus luteum, luteal vascularization, ultrasound, Doppler ultrasound.
Introducéo

O corpo lateo (CL) é uma estrutura dinamica, de funcionalidade curta e transitoria, de
aproximadamente 14 dias, que demanda rapido desenvolvimento de um extenso sistema
vascular, chegando a ser um dos tecidos mais vascularizados do corpo (GINTHER, 2007,

LUTTGENAUET et al., 2011).
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Apbs o esvaziamento folicular, a perfusdo sanguinea do corpo lUteo aumenta progressivamente
até envolver praticamente toda sua circunferéncia no sexto dia pés-ovulacdo. Durante este
periodo, a progesterona também aumenta progressivamente. Entre 0 8° e 0 14° dia do ciclo
estral, o perfil sérico de progesterona e perfusdo vascular luteal apresentam valores maximos,
enquanto durante a lutedlise, a vascularizacdo do corpo luteo diminui, fenémeno acompanhado
pela diminuicdo na concentracdo de progesterona (GINTHER, 2014; ISHAK et al., 2017;

GINTHER, 2019).

Estudos demonstram uma baixa correlacdo entre as caracteristicas morfoldgicas e funcionais
do corpo lateo (ISHAK et al., 2017), ndo sendo encontradas correlacdes entre sua area e
producdo de progesterona (ARRUDA et al., 2001) ou entre seu didmetro e alteraces nos indice
de pulsatilidade da artéria ovariana (BOLLWEIN et al., 2002). No entanto, é descrito uma
intima relacdo entre a perfusdo sanguinea luteal e a fungdo secretora do corpo luteo equino
(GINTHER, 2008; CASTRO et al., 2016). Mais recentemente, foi relatada uma correlacao entre
o diametro e a vascularizacdo do foliculo pré-ovulatério com o didmetro e a vascularizacéo do
corpo lateo gerado, logo, quanto maior o foliculo, maior e mais vascularizado seria 0 novo

corpo luteo (ISHAK et al., 2017).

Em equinos, o fator de necrose tumoral (TNFa) e o 6xido nitrico (NO) podem estimular a
producdo de fatores angiogénicos (FERREIRA-DIAS et al., 2011). Estes fatores alteram a
resisténcia vascular ovariana, promovendo maior aporte sanguineo ao corpo liteo em formacéo
(BOLLWEIN et al., 2002). Diante disso, 0 processo de neovascularizagdo do CL ndo estaria
ligado as suas dimensGes, ja que ndo foram observadas correlagdes entre sua area e producéo
de progesterona (ARRUDA et al., 2001) ou entre seu didmetro e alteragdes nos indice de
pulsatilidade da artéria ovariana (BOLLWEIN et al., 2002). As caracteristicas referentes ao

foliculo que sofreu a ovulagdo tambem promoveriam pouca influéncia sobre a
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neovascularizagdo, uma vez que ndo atuam na liberacéo dos fatores angiogénicos supracitados

(FERREIRA-DIAS et al., 2011).

A ultrassonografia Doppler associada a ultrassonografia modo-B ¢ um método relativamente
recente na medicina veterinaria. Ela fornece informacdes em tempo real sobre a arquitetura
vascular e os aspectos hemodinamicos dos vasos em diversos orgaos (CARVALHO et al.,
2008). Por ser um método confiavel e ndo invasivo, a ultrassonografia Doppler colorido oferece
uma abordagem segura para avaliar a perfusdo vascular do CL, sendo um preditor de alta

confiabilidade de sua capacidade funcional (GINTHER et al., 2007; BROGAN et al., 2016).

O objetivo do presente estudo foi comparar o didmetro médio, a ecogenicidade e a perfusdo
vascular do corpo luteo de éguas da raca Ponei Brasileiro submetidas a inducéo da ovulagao

com acetato de histrelina em diferentes diametros foliculares.
Materiais e Métodos

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais da Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CEUA/UENF) com o nimero de protocolo 402.
Animais

Foram utilizadas 20 éguas da raca Ponei Brasileiro, adultas, com idades entre 4 e 9 anos, ndo
gestantes, pertencentes a dois criatorios do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ (Latitude:
-21.7545, Longitude: -41.3244 21° 45" 16" Sul, 41° 19’ 28" Oeste). Os animais foram
previamente avaliados, sendo utilizados somente aqueles que apresentaram-se ciclicas e sem

alteracdes reprodutivas.

As éguas selecionadas foram alojadas no setor de Reproducéo e Obstetricia Veterinéria do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense “Darcy Ribeiro” (UENF),

em Campos dos Goytacazes, RJ, sendo mantidas sob luz natural, em piquetes com alimentagéo
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a base de feno de tyfton (Cynodon dactylon), sal mineral e agua ad libitum. O experimento foi
realizado durante duas estacGes reprodutivas, compreendendo os periodos de outubro/2018 a

mar¢o/2019 e outubro a dezembro/2019.

Grupos de tratamento

Com o objetivo de comparar a influéncia do didmetro do foliculo dominante no momento da
inducdo da ovulacdo nas caracteristicas morfofuncionais do corpo lateo formado, foram
montados trés grupos de tratamento com 10 animais, a medida em que o foliculo dominante
alcancava o didmetro definido para a inducéo da ovulacdo em cada grupo (25, 30 ou 35mm). A
inducdo da ovulacdo foi realizada pela aplicacdo de 0,25mg de acetado de histrelina (Strelin®;

Botupharma®) por via intramuscular.

Apds a inducdo da ovulacdo nos grupos de tratamento, os animais foram avaliados por
ultrassonografia modo-B e modo Doppler a cada 6 horas, para observacao do tempo percorrido
até o momento da deteccdo da ovulacdo e avaliacdo das mudangas estruturais e hemodinadmicas
sofridas pelo foliculo pré-ovulatério antes da ovulagdo. Os animais que ndo ovularam depois
de transcorridas 48 horas da indugdo da ovulagdo foram considerados ndo responsivos ao

tratamento.

Trés animais apresentando foliculo dominante de 25mm foram selecionados e alocados no
Grupo Controle (GC; n=3), sendo avaliados diariamente por ultrassonografia, até a observacao
de um foliculo dominante de 35mm, para entdo serem submetidos a uma aplicacdo de 1mL de

solucdo salina por via intramuscular.

AvaliagOes ultrassonogréaficas

As imagens ultrassonograficas foram realizadas por um Unico operador, com auxilio de um

ultrassom portatil (Z6 VetMindray®), equipado com modo-B (escala de cinza) e Doppler
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colorido, com transdutor linear multifrequencial de banda larga, utilizando frequéncia de 5,0
MHz. Para 0 modo Power Flow foi utilizado frequéncia de 5,3 MHz, ganho 36, filtro de parede
106 e PRF 1.0k. Todas as configuracbes de imagem foram padronizadas previamente e

mantidas constantes durante todo o experimento.

Apbs a inducdo da ovulacdo nos grupos de tratamento, os animais foram avaliados a cada 6
horas, para determinar a ocorréncia da ovulacdo. Os animais que ndo ovularam depois de
transcorridas 48 horas da inducdo da ovulacdo foram considerados ndo responsivos ao
tratamento, sendo, entdo, retirados do estudo. Os animais do GC foram avaliados a cada 6 horas
a partir do momento da visualizacdo de um foliculo dominante de 35mm de diametro, até

observacao da ovulacao.

A partir da deteccdo da ovulagdo, cada corpo liteo foi avaliado utilizando ultrassonografia
convencional para avaliacdo morfoldgica durante 7 dias. O didmetro medio do corpo lateo foi
avaliado através de imagens estaticas, obtidas no ponto de didmetro maximo, sendo mensurado

através da média entre altura e largura, realizadas de forma perpendicular entre si.

Além do diametro, foi avaliada a ecogenicidade do corpo lUteo através da contagem de pixels,
realizada pelo programa ImageJ1.31v (NationalInstitutesof Health, Bethesda, MD). O software
foi utilizado para calcular a intensidade / area de pixel analisada. A faixa total de intensidade
de pixel foi de zero a 255, onde zero foi atribuido a um pixel totalmente preto (anecdico) e 255
foi atribuido a um pixel totalmente branco (hiperecdico). Assim, trés areas de 1mm? foram
selecionadas aleatoriamente em cada imagem, e obtida a média destes valores para determinar

a ecogenicidade (RIBEIRO et al., 2017).

A avaliacdo da perfusdo sanguinea do corpo lateo foi realizada através do modo Power Flow.
As imagens foram obtidas no ponto de didmetro maximo, registrando-se trés imagens da
vascularizagéo luteal (Figura 1) em cada exame, sendo estas imagens arquivadas para serem
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analisadas posteriormente. Para o processamento das imagens, foi utilizado o programa
ImageJ1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD), realizando a padronizacdo da
escala da imagem ultrassonogréafica. A selecdo da area com presenca de vascularizacdo foi feita
pela ferramenta de selecdo retangular. A area de selecdo foi salva pela funcdo roi mananger e
a parte externa da selecdo foi apagada através da opcao clear outside. Com o objetivo de
transformar toda a area de vascularizacdo em cor preta e as regiées ndo vascularizadas em cor
branca, foi realizada a edicdo das imagens em color threshould, sendo que, posteriormente, o
formato da imagem foi modificado de RGB para 8 bits. A imagem foi configurada para binaria
e avaliada pela funcdo analyze particles para determinacdo, em mm?, da area de vascularizagio.
Para aumentar a confiabilidade, as trés imagens obtidas em cada exame foram analisadas, sendo
que a determinacdo da area de vascularizacdo foi dada por uma média do valor obtido para as

imagens de cada exame.

6LE5SVP AP 97% MI0.2TIS 0.2

A M — B

Figura 1. A- imagem ultrassonografica modo Power flow de corpo liteo de égua da raga Pénei
Brasileiro com ovulag&o induzida por acetato de histrelina. B- imagem da vascularizac¢éo luteal de
égua da raca Ponei Brasileiro processada no software ImageJ para mensuracdo da area de
vascularizacao.

A taxa de prenhez por ovulacdo foi avaliada no 12° dia ap6s a ovulacdo, através de

ultrassonografia convencional, por via transretal, identificando-se a vesicula embrionéria.
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Inseminacdes

As inseminagdes foram realizadas com sémen a fresco de dois garanhdes com fertilidade
comprovada 24 horas ap6s a inducdo da ovulacdo. Para os animais do GC, as inseminacfes

foram realizadas a cada 48 horas, apds a visualizagdo de um foliculo dominante de 35mm.
Analise estatistica

Foi realizada analise de variancia das variaveis testando o efeito de grupo, sendo as médias
comparadas através do teste SNK ao nivel de 5% de probabilidade. A taxa de prenhez por
ovulacdo foi avaliada através do teste qui-quadrado. Foi calculada correlagcdo de Pearson para

verificar a relacdo dos diferentes grupos com as variaveis analisadas (SAS, versao 9.4).

Resultados

Foi observada diferenca na taxa de ovulacao entre os grupos, sendo que o grupo G25 apresentou

a menor taxa (40%), os grupos G30 e G35 apresentaram de 70% de ovulacdo e 0 GC, 100%.

Os resultados referentes as caracteristicas morfoldgicas e vasculares do CL estdo descritos na

Tabela 1.

Para diametro médio do corpo liteo, observou-se diferenca (P<0,05) nas médias entre 0s grupos
GC, G30 e G25; G 25 e G35, sendo que o grupo G35 néo se diferenciou entre G30 e GC. Em
relacdo a ecogenicidade do corpo llteo, o grupo G25 se diferenciou dos grupos G30, G35 e GC.
Na &rea de vascularizacdo luteal, o grupo GC se diferenciou dos grupos G25, G30 e G35
(P<0,05). Ndo foram encontradas diferencas significativas dentro do mesmo grupo para

nenhuma das variaveis estudadas (P>0,05).

O diametro médio do CL apresentou correlagdo positiva de média magnitude (0,32) com o

tamanho folicular do grupo, sugerindo que quanto maior o didametro folicular no momento da
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inducdo, maior o didmetro do CL formado. A ecogenicidade apresentou correlacdo negativa
média com o grupo de tratamento (-0,23), enquanto a area de vascularizacdo apresentou

correlacéo positiva média (0,25) (Tabela 2).

Tabela 1: Média * desvio padrdo de diametro medio do corpo luteo (DM), ecogenicidade do
corpo luteo (ECO) e area de vascularizacao luteal (AV) de éguas da raca Ponei Brasileiro

submetidas a inducéo de ovulagdo com acetato de histrelina em diferentes diametro foliculares.

Grupo DM (mm) ECO (pixels) AV (mm2)
G25 21,24+3,05°¢ 24,29+4,07° 1,79+0,74°
G30 24,41+3,30P 22,60+2,84° 1,99+0,62°
G35 23,67+2,61% 21,90+2,51° 1,97+0,72°
GC 25,25+2,75? 22,15+2,89° 2,65+0,53%

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferenciam pelo teste SNK a nivel de 5% de

probabilidade.

Para a taxa de prenhez por ovulagdo, o G25 apresentou resultado mais baixo (25%), néo
havendo diferenca entre G30, G35 e GC (P>0,05), que apresentaram respectivamente valores

de 71,43%, 57,14% e 66,67%.

Tabela 2: Correlacdo entre 0 0s grupos de tratamento com as variaveis diametro médio do corpo
luteo(DM), ecogenicidade do corpo luteo (ECO) e area de vascularizacdo luteal (AV) de éguas

da raca Ponei Brasileiro com ovulacdo induzida com diferentes diametros foliculares.

Caracteristica Correlagéo
DM 0,32**
ECO -0,23*

AV 0,25*

*P<0,05; **P<0,01.
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Discussoes

O presente estudo fornece pela primeira vez informacg6es sobre a inducdo da ovulagcdo com
diferentes diametros foliculares e seus possiveis efeitos sobre a formacdo do futuro CL em
equinos da raca Ponei Brasileiro. Diferencas reprodutivas foram relatadas em ragas miniaturas
guando comparadas a ragas de grande porte de equinos (GASTAL et al., 2008; GINTHER et

al., 2008), porém, estudos em racas de poneis ainda Sao escassos.

TARSO et al (2017) forneceram evidéncias de um efeito positivo do diametro folicular no
diametro do CL em vacas, enquanto ISHAK et al (2017) descreveram pela primeira vez 0s
efeitos do foliculo pré-ovulatorio sob caracteristicas do futuro corpo liteo em éguas. Estes
autores relatam uma correlacéo positiva entre o didmetro folicular e luteal, bem como posterior
capacidade de producédo de progesterona pelo corpo liteo. Corroborando com estes autores, 0
presente estudo também encontrou correlagdes positivas entre o didmetro do foliculo dominante
no momento da indugdo da ovulacdo e o diametro do corpo lateo, uma vez que foliculos
menores geraram médias de diametro médio dos corpos lateos inferiores, uma vez que foliculos

menores geraram corpos luteos de menor didmetro.

Foliculos induzidos com 30mm também apresentaram menores médias de diametro médio do
CL quando comparados a foliculos induzidos com 35mm e que tiveram ovulagdo espontanea.
No entanto, a reducdo em seu didmetro possivelmente ndo afetou sua qualidade, ja que a taxa

de prenhez para este grupo foi satisfatoria.

Segundo RODRIGUES et al (2014), o tamanho do CL néo esta correlacionado com sua
ecogenicidade. Segundo GINTHER et al (2008), o LH atua sobre as células em processo de
luteinizagdo, estimulando sua condensacdo, 0 que aumenta a ecogenicidade do corpo luteo.
Logo apos a ovulagdo, o espaco ocupado previamente pelo foliculo é invadido por fibroblastos,
células musculares lisas, células do sistema imune (SANGHA et al., 2002), células endoteliais,
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células da teca interna e células da granulosa, que sofrem hiperplasia e/ou hipertrofia
(BERTAN, 2006), dando origem ao corpo ldteo. Foliculos com diametro de 25mm que
ovularam apds a inducéo, apresentaram menor antro folicular e, possivelmente, apds o processo
de luteinizacdo, estas células tiveram um menor espaco para Se arranjar, 0 que contribuiu para

sua maior condensacao e, consequentemente, apresentarem maior ecogenicidade.

Foi observada correlacdo negativa de baixa magnitude entre 0s grupos e a ecogenicidade do
corpo lateo. RODRIGUES et al (2014), estudando a formacdo do corpo lGteo em éguas de
grande porte, ndo observaram correlagdes entre estas caracteristicas. Mais estudos para se
relacionar a influéncia do diametro folicular na ecogenicidade do corpo lGteo em éguas poneis

S80 necessarios.

A érea de vascularizacdo do corpo lGteo correlaciona-se positivamente com sua funcéo
secretora de progesterona (GINTHER, 2014; CASTRO et al 2016; GINTHER, 2019), o que

reforca a importancia de corpos lateos bem vascularizados para a manutengdo da gestacao.

Segundo GINTHER (2019), foliculos maiores possuem maior grau de vascularizacdo, gerando
corpos lateos também mais vascularizados. GASTAL et al (2006), relatam que a inducdo da
ovulacdo interfere na vascularizacdo do corpo luteo, por induzir um aumento prematuro da
vascularizagdo do foliculo pela liberacdo enddgena de LH. Tal fato pode ter contribuido para
que ndo houvesse diferenca na vascularizacdo do corpo liteo entre os grupos de tratamento

apesar de apresentarem diferente didmetro do foliculo dominante no momento da inducao.

De forma interessante observamos que a inducdo com acetato de histrelina de foliculos
dominantes com didmetro entre 30 e 35mm apesar de encurtar o crescimento do foliculo ao
reduzir o tempo para a ovulacdo, ndo interferiu negativamente nas taxas de prenhez. Semelhante

ao encontrado neste estudo, OLIVEIRA et al (2019) observaram que em jumentas com
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ovulacdo induzida por acetato de histrelina com foliculos de 29-32mm apresentaram taxa de

prenhez proximas daqueles com didmetro entre 33-36mm.
Conclusao

Os resultados do presente estudo indicam que o didmetro do foliculo dominante no momento a
inducdo da ovulagdo em éguas da raca POnei Brasileiro influencia no tamanho, na
ecogenicidade e na vascularizagao do corpo luteo formado. Foliculos dominantes com didmetro
médio a partir de 30mm sdo responsivos a indugdo da ovulagdo, gerando corpos lGteos com
tamanho e vascularizacdo adequados, sem comprometimento da taxa de prenhez em relagdo a

foliculos de didametro de 35mm, preconizados para ragas de grande porte.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu-nos concluir que a inducdo da ovulacdo em éguas
da raca Ponei Brasileiro pode ser realizada com sucesso utilizando foliculos de 30mm

de diametro, com taxas de ovulacao satisfatorias.

Apesar das divergéncias encontradas em suas caracteristicas morfoldgicas, a
qualidade do CL ndo foi influenciada quando utilizados foliculos do diametro
supracitado para inducdo da ovulac&o, uma vez que estes produziram taxa de prenhez
satisfatoria. No entanto, estudos envolvendo dosagens de progesterona ainda se

fazem necessarios para confirmar esta suposicao.

Baseados em estudos anteriores, corroboramos com a afirmativa de que
diversas diferencas reprodutivas sdo observadas entre equinos miniatura e racas de
grande porte. No entanto, estudos sobre tais particularidades ainda sdo escassos na
literatura, fazendo-se necessarios mais estudos a respeito da reproducao de equinos

miniatura, como a raga Ponei Brasileiro.
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