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MAIA, V.N. Avaliacdo da vascularizacdo e da angiogénese de corpos luteos de éguas
com ovulagdo natural e induzida por acetato de deslorelina. Recife, 2015. Tese
(Doutorado). Universidade Federal Rural de Pernambuco. 2015.

RESUMO

Muito tem sido feito no intuito de potencializar a aplicacdo e os resultados das
biotécnicas de reproducéo assistida na espécie equina, no entanto ainda sdo escassos 0S
estudos sobre vascularizacdo do corpo luteo (CL) e sua relacdo com a progesterona em
éguas induzidas com acetato de deslorelina; bem como, sua relacdo com os fatores
angiogénicos e suas consequéncias quando a ovulacdo é induzida. Foram utilizadas
éguas com ovulacdo natural (GC) e induzida (GT) com acetato de deslorelina (foliculo
>35mm). No primeiro experimento, 0s ovarios foram acompanhados por
ultrassonografia Doppler (6,5 MHZz), nos dias 4, 8 e 12 apds a ovulacdo (DO0), quando
também foram obtidas amostras de sangue para dosagem de progesterona. Os CLs
foram analisados quanto a sua vascularizagdo e as imagens gravadas em video. A
analise das imagens considerou o percentual de area do parénquima luteal que estava
apresentando sinais coloridos. A concentracdo de progesterona foi analisada por
enzima-imunoensaio. Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da
média. As médias de vascularizacao foram no GC: 76,25 + 8,98; 70,00 £ 8,16 e 57,50 +
13,31% e no GT: 85,00 + 5,40; 90,00 + 0,00 e 58,75 + 9,24%, respectivamente para 0s
dias 4, 8 e 12 ap0s a ovulacdo. As concentracdes de progesterona foram no GC: 6,21 +
0,61;5,82 + 1,44 ¢ 4,63 £ 0,79 ng/mL e no GT: 6,10 + 1,18; 4,67 + 1,06 e 4,49 + 1,37
ng/mL respectivamente para os dias 4, 8 e 12 apds a ovulacdo. Os percentuais de
vascularizacdo apresentaram valores superiores nos dias 4 e 8 comparados ao D12 do
GT (P<0,05), ndo havendo diferenca nos dias do GC, nem entre 0s grupos a cada
momento estudado. As concentracGes de progesterona ndo apresentaram diferencas

significativas entre grupos ou momentos estudados. No segundo experimento, foram



tomadas amostras do CL através de biopsia guiada por ultrassom (5 MHz), nos mesmos
periodos, e os fatores angiogénicos analisados pela expressdo do mRNA dos genes
VEGF, BFGF e receptor de LH (LHR) utilizando PCR em tempo real. Foi observada
correlacdo positiva entre VEGF e LHR (P < 0,00001, r = 0,78). A expressédo do LHR no
D4 foi maior no GT do que no GC (p < 0,05). Também observou-se maior expressao
nos D-4 e D-8 do que o D-12 do GT. A expressao do VGEF declinou no D12
comparado aos dias D4 e D8 do GT (P = 0,06). O bFGF foi expresso em todos 0s
momentos dos dois grupos, porém sem diferenca significativa. Conclui-se que o acetato
de deslorelina, foi eficiente para a inducdo de ovulacdo em éguas, ndo alterando as
respostas fisiologicas do corpo luteo no que diz respeito a concentracdo plasmatica de
progesterona. No entanto, aumentou a responsividade do CL ao LH através de seus
receptores, principalmente no quarto dia apds a ovulacdo. Também a expressdo do gene
do VGEF foi influenciada pela indugdo da ovulacéo, tendo uma queda mais acentuada

aos 12 dias apos a ovulacédo, o que deve ser esperado em éguas ndo prenhes.

Palavras — chave: indutor de ovulagéo, progesterona, equino, vascularizacdo, VGEF,
bFGF
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MAIA, V.N. Evaluation of vascularization and angiogenesis of corpus luteum in mares
with spontaneous ovulation and induced with deslorelin acetate. Recife, 2015. Tese
(Doutorado). Universidade Federal Rural de Pernambuco. 2015.

ABSTRACT

Much has been made in order to enhance the implementation and improve results of
assisted reproductive biotechnologies in mares, however there are still few studies on
vascularization of the corpus luteum (CL) and its relation to progesterone and
angiogenic factors and their consequences when the ovulation is induced with deslorelin
acetate. Mares were used in natural ovulation (GC) condition and induced (GT) with
deslorelin (>35 mm follicles). In the experiment 1 ovulation and CL formation were
followed by Doppler ultrasound (6.5 MHz), on days 4, 8 and 12 after ovulation (DO).
Blood samples were obtained for progesterone assay by enzyme-immunoassay. The
CLs were analyzed for vascularization, and images were recorded in video. Image
analysis considered the percentage of luteal parenchymal area presenting color signals.
The results were presented as mean + epm. The average vascularization was in GC:
76.25 +8.98; 70.00 + 8.16 and 57.50 + 13.31 % and in GT: 85.00 + 5.40, 90.00 + 0.00
and 58.75 + 9.24 % respectively for the days 4, 8 and 12 after ovulation. Progesterone
concentrations were in GC: 6.21 + 0.61; 5.82 + 1.44 and 4.63 + 0.79 ng/mL and GT:
6.10 £ 1.18; 4.67 + 1.06 and 4.49 + 1.37 ng/ml, respectively for the 4, 8 and 12 days after
ovulation. The patterns of vascularization were higher in D4 and D8 compared to D12
of GT (P<0.05). However, there were no differences between groups or days in GC.
The concentration of progesterone didn’t show significant differences between groups
or studied days. In experiment 2, samples of CL were collected through ultrasound
guided biopsy at the same time points after ovulation. The mRNA expression of VEGF,
BFGF and LHR genes were analyzed by real time PCR. It was observed positive

correlation between VEGF and LHR (P < 0.00001, r = 0.78), and it was possible to
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detect a higher LHR expression in D4 of GT than GC (p < 0.05), moreover this
expression was higher in D4 and D8 than D12 of the GT group. bFGF was also
expressed in luteal tissue in all days of both groups, however without statistical
differences. It was concluded that deslorelin acetate was effective to induce ovulation in
mares which did not alter the physiological responses of the corpus luteum in respect of
the plasma progesterone concentration, however, affected luteal parenchyma
vasculature. Also, LHR and VEGF expression was influenced by induced ovulation,

with a lower level at D12, what must be expected in non-pregnant mares.

Keywords: ovulation inducer, progesterone, equine, vascularization, VEGF, bFGF
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1 INTRODUCAO

A grande quantidade de animais que compde o plantel nacional e a grande
importancia econdmica, somados ao papel que o cavalo tem hoje na vida das pessoas
(ALONSO, 2013), tem contribuido bastante para o desenvolvimento das biotécnicas de
reproducdo assistida nesta espécie devido a crescente busca por parte dos criadores
(GASTAL et al, 2009). Com isso, fica cada vez mais necessaria a busca por melhores
resultados, principalmente nas transferéncias de embrides (T.E.) cujo sucesso tem como
um dos fatores determinantes, entre outros aspectos, a escolha adequada da receptora
(SANTOS et al., 2005). Neste sentido, se faz necessaria a investigacdo elucidativa sobre
as caracteristicas inerentes a receptora, tais como qualidade, vascularizagdo e aspecto do
corpo lateo (CL), além de sua producdo de progesterona, indispensavel na manutencao

da gestacéo.

Pelo fato das éguas possuirem como caracteristica fisiologica um longo periodo
de estro, 0 uso da inducdo da ovulacéo através de horménios exdgenos é de fundamental
importancia para reproducdo assistida (FERRIS et al., 2012), visto que, auxilia
diretamente nos indices de sucesso nas inseminacoes artificiais (I.A.). Desta forma, a
busca por indutores de ovulacdo para esta espécie vem sendo, constantemente, alvo de
muitos pesquisadores. O horménio mais utilizado para esta finalidade, a gonadotrofina
coriénica humana (hCG), vem sendo associado a producdo de anticorpos reduzindo
assim, sua eficiéncia em induzir a ovulacdo em éguas com exposi¢cdes continuas a este
protocolo (LEY, 2006). Assim, o acetato de deslorelina tem sido utilizada como indutor
de ovulacdo para essas fémeas. Seu mecanismo de acdo se da através do estimulo das
células da hipofise para sintetizar e liberar o horménio luteinizante (LH), que vai se
ligar aos receptores especificos no ovario e induzir a maturacdo folicular e a ovulagcéo

(McCUE et al., 2004).
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O CL é imprescindivel para a manutencdo da gestacdo, tendo em vista seu papel
na secrecdo da progesterona que é produzida nos ovarios, na placenta e nas glandulas
adrenais (SPENCER et al., 2004; SILVA et al., 2012; HAFEZ e HAFEZ, 2004). O
entendimento dos processos morfofisiologicos do CL pode auxiliar bastante na
avaliacdo e selecdo de receptoras aptas e com elevada chance de levar uma gestacéo a

termo.

O uso da ultrassonografia na reproducdo equina ja é indispensavel no dia-a-dia
do veterinério de campo. Com o surgimento da tecnologia color Doppler, foi possivel
avaliar mais detalhadamente os Orgdos e tecidos e, no que se refere a reproducéo,
possibilitou a avaliacdo da perfusdo vascular do trato reprodutivo de éguas (GINTHER
et al., 2006), viabilizando a avaliacdo das caracteristicas vasculares do CL. A relacdo
entre fluxo de sangue luteal e producdo de progesterona (P4) foi demonstrada por
Ginther et al. (2007) e Bollwein et al. (2002), durante o ciclo estral de éguas,

observando que a vascularizacao do CL reflete de forma confiavel os niveis de Pg.

Durante a formacdo do CL, ha uma intensa angiogénese, iniciada a partir da
vascularizacdo do foliculo pré ovulatério, que leva a formacado de uma densa rede de
capilares que irdo possibilitar as células produtoras de hormdnios obterem oxigénio e
nutrientes necessarios para a sintese e liberacdo de progesterona em quantidade
adequada para o estabelecimento e manutencdo da prenhez (SUZUKI et al., 1998.;

GAYTAN et al., 1999)

Pouco se conhece sobre o padrdo de vascularizacdo do CL em éguas com
ovulacdo esponténea e induzida, tampouco sobre a relacdo com a expressdo dos fatores
angiogénicos. A determinacdo deste padrdo pode ser uma ferramenta de avaliagdo e/ou

escolha de uma receptora em programas comerciais de transferéncia de embrides.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Corpo Lateo
2.1.1 Formacéo e composicao

Por produzir horménio e ndo ser permanente, o corpo liteo (CL) é considerado
uma glandula transitéria, que tem o inicio de seu desenvolvimento no ovario
imediatamente apo6s a ovulacdo. Sob a acdo de um conjunto de fatores mitogénicos,
angiogénicos e de crescimento, que atuam com as células foliculares remanescentes, o
CL sofre a luteinizag@o. Ao final do ciclo, sua regressédo depende de aumento dos pulsos
de PGF,, produzida pelas células endometriais. Por outro lado, a evolugdo do corpo
luteo ciclico em gestacional depende de um ajuste entre a producdo de substancias
luteotroficas e luteoliticas iniciado a partir do reconhecimento materno da gestacao
(SALLES e ARAUJO, 2010).

Os primeiros estudos sobre a origem, funcéo e regulagcdo do CL foram realizados
por Falloppio, em 1561, e por Marcello Malpighi, em 1689, que 0 nomeou. Em 1672,
Regnier de Graaf descreveu os CLs como corpos globulares e associou a presenca
destas estruturas nos ovarios das coelhas com a quantidade de filhotes ao parto, ainda

observou sua presencga entre o coito e o parto (NISWENDER et al., 2000).

Com a ovulacéo, € deixado um espaco na regido do foliculo que € rapidamente
invadido por fibroblastos, células musculares lisas e células do sistema imune
(REYNOLDS et al., 1994; WEBB et al., 2002). Além dessas células, ha também células
endoteliais, células da teca interna e células da granulosa, que inicialmente serdo
responsaveis pela sua formacdo (DIAZ et al., 2002), sofrendo rapida diferenciacéo e
crescimento (DAVIS e RUEDA, 2002). A luteogénese se da em virtude de mudancas
morfoldgicas, enddcrinas e enzimaticas que ocorrem antes mesmo da ovulacédo, além de
mudancas na populacdo de receptores de gonadotrofinas (MOURA, 2003) até que se
transforme em corpo lateo funcional (SMITH et al., 1999) capaz de secretar grandes
quantidades de progesterona e manter a gestacdo (SALLES e ARAUJO, 2010)

Alguns hormdnios estdo ligados a formacdo do CL. O horménio luteinizante
(LH), produzido pela adenohipdfise, € um dos principais hormdnios envolvidos na
formacdo do CL (MILVAE et al., 1996), sendo o nimero de receptores para LH no CL

correlacionado com a producdo de progesterona (JONES et al., 1992).
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Em um CL maduro, sdo encontrados dois tipos de células esteroidogénicas,
celulas luteais pequenas e as células luteais grandes. Ambas apresentam diferenciacao
morfolégica e funcional e também diferente origem folicular. As células luteais
pequenas originam-se das células da teca e respondem ao LH com aumento na secre¢ao
de P4, via ativacdo da proteina kinase A (SMITH et al., 1999). As células luteais
grandes sdo originarias das células da granulosa, e contém receptores para PGF2a e,
aparentemente, atuam na mediacdo das acdes luteoliticas deste horménio, além de
serem responsaveis por aproximadamente 80% da progesterona secretada in vivo
(NISWENDER et al., 2000).

Durante o desenvolvimento do CL, ocorre um aumento no nimero de receptores
de LH (OKUDA et al., 1999). Estes receptores existem em abundancia nas células
luteinicas pequenas tornando-as mais responsivas as células luteinicas grandes, que, por
sua vez, contém mais receptores de prostaglandinas, e que na auséncia do estimulo do
LH, secretam mais progesterona (MILVAE et al., 1996; NISWENDER et al., 2000).
Segundo Liebermann e Schams (1994), o hormdnio do crescimento (GH) também é um
importante estimulador endécrino da secrecdo de progesterona no CL. O receptor de
GH foi localizado nas células luteinicas grandes e nas células endoteliais do CL (LUCY
et al., 1993) e de acordo com Schams et al. (1999) a expressao génica do receptor de

GH aumenta com o desenvolvimento do CL.
2.1.2 Angiogénese e vascularizacdo do corpo luteo

A angiogénese é um processo raro em um animal adulto, com excecdo do
aparelho reprodutivo feminino, cicatrizacdo de feridas e processos tumorais (XAVIER,
2011). E o processo no qual ha a formac&o de novos vasos sanguineos pela proliferacéo
e migracdo de células do endotélio de vasos remanescentes (TAMANINI e De
AMBROGI, 2004). Este evento é indispensavel para a formacdo e para a manutencéo
do CL, pois é a partir dele que ocorrera uma adequada nutricdo e, consequente

desempenho de suas funcdes (YAN et al., 1998).

No CL, a vascularizacdo estd diretamente associada ao aumento do fluxo
sanguineo. Logo apds a ovulacdo had uma diminuicdo do fluxo saguineo no foliculo
remanescente, que vai aumentando de acordo com a formagéo do CL e 0 aumento da

concentracdo plasmatica de progesterona (ACOSTA et al., 2003).
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Um controle preciso da angiogénese no ovario é essencial para a funcdo luteal
normal. Alguns promotores da angiogénese ja foram identificados, dentre eles podemos
destacar o fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A), o fator de crescimento
de fibroblasto &cido e basico (FGF-1 e FGF-2), o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1 e IGF-2) e as angiopoietinas (ANPT-1 e ANPT-2) (SCHAMS e
BERISHA, 2002).

2.3 Progesterona

O principal produto secretado pelo CL é a progesterona, este hormdnio é
essencial para o estabelecimento e a manutencdo da prenhez e desempenha um
importante papel na ciclicidade ovariana (GIOMETTI et al., 2009), esta caracteristica
torna o CL vital a manutencdo da gestacdo nos mamiferos, sendo a sua auséncia e/ou
lise capaz de interromper a gestacdo em determinadas fases da gestacdo de algumas
fémeas mamiferas. Este fato foi comprovado por Prenent, em 1898, que ao retirar os
ovarios de coelhas prenhes, notou a perda da gestacdo (ALONSO, 2013).

A manutencdo da gestacdo em equinos, assim como nas demais espécies
domésticas, requer constante sintese de progesterona. Sabe-se que em éguas a
progesterona tem inicialmente origem ovariana, sendo secretada pelo CL primério e, a
partir dos 36-40 dias de gestacdo, também pelos corpos luteos suplementares (SILVA
et al., 2012).

As grandes células luteais encontradas no CL medem em torno de 20-30 um,
elas ndo se multiplicam e produzem grandes quantidades de progesterona, ndo sendo
responsivas a estimulacdo do LH (FARIN et al., 1986). Este grupo celular é responsavel
pela ocupacdo de cerca de 70% da area total do corpo luteo, secretando mais de 85% da
progesterona produzida por ele. A progesterona também aparenta ter acdo luteotrépica
estimulando a sintese de receptores de LH no CL (JONES et al., 1992).

O papel regulador da progesterona tem sua devida importancia por determinar o
comprimento do ciclo estral e a manutencdo da gestacdo, com acdes fisiologicas em
varios tecidos alvos (BERTAN, 2004).

Usualmente, a dosagem de progesterona ndo é usada como diagnostico de
gestacdo, muito embora saibamos que na gestacdo ela encontra-se em concentragoes

elevadas no organismo das fémeas mamiferas, mas o custo do procedimento e a demora
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em obter o resultado, deixa este pardmetro obsoleto quando comparado com o
diagnostico por ultrassonografia, por exemplo.

2.4 Inducdo da ovulacdo em éguas
2.4.1 Histdrico

O indutor de ovulacdo mais utilizado, em éguas, é a gonadotrofina coribnica
humana (hCG). Porém, seu uso frequente vem sendo associado a producdo de
anticorpos que reduzem sua eficiéncia em induzir a ovulacdo nesta espécie (LEY,
2006). Assim, algumas alternativas vém sendo desenvolvidas para esta fungdo, dentre
elas o extrato de pituitaria equina, que € um preparado parcial de gonadotrofina equina
(ALVARENGA et al., 2005), o eFSH (hormonio foliculo estimulante equino
purificado), que € um FSH parcialmente purificado de hipofise equina (ALVARENGA
et al., 2003) e o acetato de deslorelina, que é um agonista do GnRH (HEMBERG et al.,
2006). De certo modo, todas estas alternativas de inducdo para a ovulagdo em éguas,
apresentam eficiéncia semelhante a do hCG, variando basicamente no intervalo de acao
(McCUE et al., 2004).

2.4.2 Deslorelina

A deslorelina ja é difundida na atividade reprodutiva veterinaria trata-se de um
agonista do GnRH, que tem como a¢do provocar 0 aumento nas concentracfes de LH e
induzir a ovulacdo em éguas ciclicas (MUMFORD et al.,, 1995) e em periodo
transicional (McKINNON et al., 1997). Sua primeira apresentacdo comercial foi na
forma de implantes subcutaneos como Suprelorin® e o Ovuplant®, sendo o segundo,
que foi registrado para uso nos EUA e na Australia, o mais conhecido (MUMFORD et
al., 1995). Este implante atua liberando 2,2 mg a cada dois a trés dias e tem
demonstrado ser eficiente em aumentar as concentrac@es de LH e induzir a ovulacdo em
éguas ciclicas com foliculos a partir de 35mm (SQUIRES et al., 1994). As principais
vantagens deste tipo de implante € a facilidade em seu uso, sua biocompatibilidade e o
baixo custo (FRARES, 2010). Como desvantagem, foi observado que o tratamento a
longo prazo com deslorelina (5 mg), administrada através de um implante subcutaneo,
suprime o crescimento do foliculo em vacas leiteiras (SILVESTRE et al., 2009) e,

quando aplicado uma ou duas vezes durante 6 semanas, leva a um aumento significativo
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na proporcdo de vacas que apresentaram ciclos estrais anormais (PADULA e
MACMILLAN, 2005). No entanto, em éguas, o implante tem sido utilizado com boa
resposta na inducdo da ovulacdo quando ha, pelo menos, um foliculo com didmetro a
partir de 35mm (McKINNON et al., 1993).

o) FAGY
AN
NH
N OH
© 0Z NH

Figura 1 - FoOrmula quimica do acetato de deslorelina. Fonte:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File%3ADeslorelin.svg. Por Alison (Own work)
[CC BY-SA 3.0 (http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0)].

O acetato de deslorelina € um peptideo sintético DTrp6-Pro9-des-Gly10 (Fig. 1)
andlogo do GnRH, com duas substituicbes de aminoacidos (KUTZLER, 2007). A
deslorelina vem sendo usado com diferentes intuitos na medicina veterinaria, seu uso é
bastante abrangente e engloba desde método contraceptivo reversivel em felinos
domésticos (ACKERMANN, 2012), na prevencéo da atividade ciclica em cédes (TRIGG
et al., 2006), na supressdao do crescimento do foliculo em vacas leiteiras (SILVESTRE
et al., 2009), no tratamento do anestro sazonal em ovelhas (SCHNEIDER e REHBOCK,
2003) e, principalmente, como indutor de ovulacdo de éguas em estro (SQUIRES et al.,
1994).

A substituicdo do uso dos implantes subcutaneos por aplica¢des intramusculares
deu fim a um dos principais problemas relacionados ao uso dos implantes que é a
necessidade de retirada dos mesmos, depois de confirmada a ovulacdo. A permanéncia
do implante resultava em supressdo do crescimento folicular e maior intervalo
interestral em éguas que falharam na concep¢do, um atraso que pode variar de trés até
mais de 30 dias (McCUE et al., 2002).
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Por ser um peptideo ndo imunogénico, a deslorelina pode ser utilizada em estros
consecutivos em um mesmo individuo, sem que ocorra a formacdo de anticorpos
observada em compostos como 0 hCG (WILHELM et al., 1994). Seu mecanismo de
acdo se da por estimulo nas células da hipdfise anterior para sintetizar e liberar LH, este
por sua vez, se liga a seus receptores especificos e induz a maturacdo folicular e a
ovulacdo (McCUE et al, 2004).

Varios estudos indicam a eficiéncia da deslorelina em induzir a ovulagdo em
éguas, e vém sendo demonstrado que o tempo médio da aplicacdo a ovulacdo variou de
41 a 46 horas (MUMFORD et al., 1995. LINDHOLM et al., 2010).

2.5 Ultrassonografia Doppler
2.5.1 Histdrico e principio

A ultrassonografia Doppler € um método que vem ganhando espaco
recentemente na Medicina Veterinaria. A ferramenta Doppler, associada a
ultrassonografia convencional, fornece informacgdes em tempo real sobre a arquitetura
vascular e o0s aspectos hemodinamicos dos vasos em diversos 6rgdos (CARVALHO et
al, 2008). A técnica foi descrita, em 1842, por Christian Johann Doppler, que explicou
seu efeito a partir de uma fonte emissora de ondas (sonoras ou eletromagnéticas), que
estando em movimento em relacdo a um receptor, vai alterar a freqiéncia de onda
durante este processo, aumentando assim a freqiiéncia durante a aproximacéo da fonte e
diminuindo com o seu distanciamento (KAWAKAMA et al., 1993). Assim, gera uma
diferenca entre a frequéncia do som transmitido e o refletido que, quando usado em
vasos sanguineos, onde as hemdcias atuam como corpos refletores, resulta no
deslocamento de freqiiéncia Doppler (SZATMARI et al., 2001). Portanto, se o sentido
do fluxo sanguineo for em direcdo do transdutor, a frequéncia Doppler sera positiva, se

for no sentido contrario ao transdutor, sera negativa (CERRI et al., 1998).

Fatores como o angulo de incidéncia do feixe e o calibre e tamanho do vaso,
influenciam na determinagdo da velocidade do fluxo sanguineo assim, € importante
determinar o angulo e a posicdo adequada do transdutor no momento do exame
(MURTA et al, 2002).
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Esta técnica vem se mostrado uma ferramenta muito eficiente na avaliagdo do
fluxo sanguineo, de forma ndo invasiva e indireta, existindo, atualmente, quatro
diferentes métodos: o Doppler continuo, o pulsétil, o Doppler colorido e, mais
recentemente, o "power" Doppler. (MURTA et al, 2002).

O Doppler continuo permite a auscultacdo de batimentos cardiacos fetais e fluxo
em vasos periférico (SATOMURA, 1956). O Doppler pulsatil dispde de apenas um
cristal, que emite o ultra-som em pulsos, e no intervalo dessa emisséo recebe o eco, ou
seja, o som refletido. Com a evolugdo da técnica, passou-se a utilizar os cristais
vibréteis, que, acoplado a uma unidade Doppler, proporcionou o surgimento do modo
“color” (colorido) (PERONNEAU e LEGER, 1969, citado por MATIAS, 2000). O
“power” Doppler, corresponde ao processamento do sinal Doppler emitido pelo fluxo
em movimento com a vantagem de ser angulo independente, permitindo a detecgéo de
vasos de menor calibre, no entanto, € mais sensivel, gerando mais ruido (RUBIN et al.,
1994).

2.5.2 Utilizacao na reproducdo equina

A aplicabilidade do uso da ultrassonografia Doppler na reproducdo equina €
bastante vasta, este método vem sendo utilizado para deteccdo de prenhez, para
diferenciacdo de cistos, gestacdo com avaliagdo da circulacdo embrionaria
(BOLLWEIN et al., 2003), como auxilio na escolha de receptoras ciclicas (IGNACIO,
2013), para avaliar o padréo de vascularizacao de foliculos (ACOSTA et al., 2004), em
foliculos pré-ovulatorios (GASTAL et al., 2007), para avaliacdo da vascularizacdo do
atero e do CL (ALONSO, 2013) e para diagnostico auxiliar de endometrites bacterianas
(PEREIRA et al., 2014).

Esta ferramenta permitiu elucidar pontos que a ultrassonografia convencional
ndo deixava claro (GINTHER et al, 2007) com isso varios trabalhos vém sendo
desenvolvidos no intuito de que este equipamento possa cada vez mais dar suporte e
auxiliar nas biotécnicas de reproducdo assistida, bem como, a deteccado e diagndstico de

problemas envolvendo o trato reprodutivo das éguas.
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2.5.3 Doppler em corpo luteo de éguas

A ultrassonografia convencional (modo-B) permite, através dos recursos de
medida, a avaliacdo do tamanho do CL com bastante seguranca (KASTELIC et al.,
1990). Apesar de existir relacdo entre a concentracdo de progesterona e a massa e 0
volume do CL, ndo esta claro que o tamanho de CL sirva como um parametro seguro
para avaliar a producdo de progesterona (VERONESI et al., 2002). Com o advento da
ultrassonografia Doppler, surgiu o questionamento quanto a relacdo entre o padrdo de
vascularizagcdo e a producdo de progesterona, com isto estudos vém sendo realizados
com esta finalidade, isso somado ao fato de se tratar de um exame ndo-invasivo que
possibilita a avaliacdo da funcéo vascular no CL, ja que os niveis de P4 aparentemente
dependem do fluxo sanguineo do mesmo (AREAS, 2012).

2.6 Receptores do Horménio Luteinizante (LHR)

Em varias espécies mamiferas incluindo suinos, bovinos e humanos, sitios de
receptores para hormonio luteinizante (LHR) vém sendo demonstrados e em todas as
espécies estudadas sua expressdo esta ligada, diretamente, a fase do ciclo estral
(SHEMESH, 2001). O FSH tem papel estimulatorio sobre as células da granulosa e
entre suas acdes esta a promocao da expressdo de receptores do LH na superficie destas
células. O LH tem receptores nas duas camadas celulares, a teca e a granulosa, e no CL
com funcdes distintas em cada uma delas (ROSA e SILVA, 2006). As células murais
apresentam um ndmero progressivamente maior de receptores para o LH ao longo do
desenvolvimento folicular, a expressdo destes receptores e a producdo de fluido
folicular para preencher o antro ocorrem em resposta a acdo do FSH. Com o
crescimento e desenvolvimento dos foliculos, os receptores de LH véao sendo expressos
na superficie das células murais dos foliculos com capacidade para dominancia, e a
selecdo do foliculo dominante aparenta estd relacionado com a expressdo destes
receptores na superficie das células da granulosa (WEBB et al., 2003), enquanto isso, 0

00cito segue seu processo de desenvolvimento até a ovulagdo. Os foliculos que entram
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em atresia, ndo expressam receptores para o LH nas células da granulosa com isso, 0s
baixos niveis de FSH ndo sdo suficientes para seu completo desenvolvimento
(ZELEZNIK, 2004). Segundo Rosa e Silva (2006), a capacidade de produgdo hormonal
do corpo lateo esta relacionada a expressao de receptores para 0 LH desenvolvida ao
longo da fase folicular, consequente a acdo do FSH, por isso uma fase folicular ruim

produz uma fase latea ruim.

As células do foliculo possuem mRNA que traduzem o LHR em fases distintas
do desenvolvimento folicular (BERISHA et al., 2000) e também estimulam o aumento
do numero de receptores para LH nas células da granulosa. A selecdo do foliculo
dominante esta associada a queda nas concentragdes de FSH sanguineo, pois o foliculo
dominante ndo precisa de altos niveis de FSH para evitar a regressao folicular devido
aos receptores de LH das células da granulosa. Assim, os foliculos dependentes de
gonadotrofinas entram em atresia (BERISHA et al., 2000). Evans et al. (2004),
utilizando PCR quantitativo (tempo real), verificaram maior expressao génica do LHR
em células da granulosa de foliculos dominantes quando comparados aos subordinados.
Ereno (2008) verificou 50% (2/4) e 63,6% (7/11) de expressdo de LHR em células da
granulosa de foliculos dominantes de novilhas coletados nos dias 2,5 e 3 apos a
ovulacdo, respectivamente, reforcando a ideia que os receptores de LH sdo

caracteristicos de foliculos dominantes e assim, justificar a sua presenca em CLSs.

Além dos foliculos e Cls, em um estudo realizado no trato reprodutor de éguas,
foram observados receptores para LH no oviduto, utero e cérvice (ESMERALDINO et

al., 2010).
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2.7 Fator de Crescimento Vascular Endotelial

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um dos principais fatores
no processo da angiogénese (FOLKMAN, 1995). Segundo Ferrara et al. (1998), o
VEGF é um mitogénico especifico que atua nas células endoteliais estimulando a
proliferacdo e a migracdo nestas células. Nos estudos realizados por Campos (2005), em
células da placenta bovina cultivadas sob influéncia do VEGF, foi observado um
aumento da producdo de progesterona aos 210 dias de gestacdo, 0 que sugere que O
VEGF também é capaz de estimular a producdo de progesterona em células placentarias

cultivadas.

Assim como o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o VEGF também pode
ser encontrado nas células da teca, no fluido folicular, nas células da granulosa e nas
células luteinizadas (PHILLIPS et al., 1990). Nas células da granulosa e da teca, a
expressdo do VEGF promove uma maior permeabilidade dos vasos sanguineos um
pouco antes da ovulacdo (KAMAT et al., 1995). A expressdo luteinica do VEGF
alcanca seu apice no inicio da fase luteinica e diminui drasticamente com o inicio da
lutedlise, assim, o VEGF € indispensavel para a angiogénese luteinica (FERRARA et al,

1998).

A supressdo do VEGF leva a inibicdo do desenvolvimento do CL e da liberacao
de progesterona, levando também a ocorréncia de pontos de necrose e isquemia no
tecido luteinico afetando diretamente a fertilidade (FRASER et al., 2000). A presenca
do VEGF ja foi confirmada no CL de bovinos, tanto no ciclo estral como na prenhez e
sua concentragéo foi significativamente mais alta na fase inicial e decresceu no final da

fase luteolitica (BERISHA et al., 2000).
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2.8 Fator de Crescimento Fibroblastico Bésico

O fator de crescimento fibrobléstico basico (bFGF), junto com o VEGF, possui
um importante papel no processo de desenvolvimento e maturagdo dos foliculos, na
ovulacdo e na formacdo inicial do CL (SCHAMS e BERISHA, 2004). Salles e Araujo
(2010), em seus estudos realizados em bovinos, demonstraram que a secre¢do de VEGF
e bFGF é estimulada principalmente por acdo do LH. O bFGF esta relacionado com a
proliferacdo e permeabilidade de capilares sanguineos, os quais sdo fundamentais para o
desenvolvimento e maturacdo folicular, bem como no processo da luteogénese

(BERISHA et al., 2000).

Para um desenvolvimento e funcionamento normal do CL, é necessario que uma
densa rede de capilares se forme, contribuindo de maneira paracrina e autocrina para a
producdo de progesterona (SCHAMS e BERISHA, 2002; NEEDLE et al., 2007). Dai a

importancia destes fatores angiogénicos atuarem no CL.

Como o bFGF é um dos principais responsaveis no auxilio da angiogénese do
CL, em bovinos, a presenca deste gene foi observada nas células vasculares em fase
luteinica inicial, onde a expressio do mRNA é maxima, sendo encontrado em
proporces minimas na fase luteinica média (PRADO, 2004). Com isto, entende-se que
sua expressao tende a diminuir quando ndo ha embrido ou quando hd falha no

reconhecimento fetal, possibilitando a lutedlise e o inicio de um novo ciclo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da indugéo da ovulacdo sobre o padrdo de vascularizacao e

funcéo do corpo liteo em éguas.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a vasculari¢cdo do corpo lateo utilizando a ultrassonografia Doppler entre os

dias 4 e 12 apo6s a ovulagao.

- Avaliar a concentracdo de progesterona sérica em éguas induzidas a ovular com

deslorelina.

- Avaliar a expressdo de genes relacionados a angiogénese (VEGF e bFGF) e receptor
de LH no corpo lateo, no periodo de 4 a 12 dias apds a ovulacdo induzida ou ndo por

acetato de deslorelina.
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RESUMO

Consideraveis esforcos tém sido feitos para melhorar a aplicacdo das técnicas de
reproducdo assistida na espécie equina, no entanto ainda sdo escassos 0s estudos sobre
vascularizacdo do corpo lateo (CL) e sua relacdo com a progesterona em éguas com
ovulacdo induzida com acetato de deslorelina. Foram utilizadas éguas (n=5) com
ovulacdo natural (GC) e induzida (GT) com acetato de deslorelina (foliculos 35 mm).
Os CLs foram analisados, nos dias 4, 8 e 12 apdés a ovulacdo, quanto a sua
vascularizacdo, usando ultrassonografia Doppler com transdutor de 6,5 MHz, e
gravacao das imagens em video. A andlise dos videos considerou o percentual de area
do parénquima luteal que estava apresentando sinais coloridos. A concentracdo de
progesterona foi analisada por enzima-imunoensaio, nos mesmos dias das avaliacfes
dos CLs. Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da média. As
médias de vascularizacdo foram no GC: 76,25 + 8,98; 70,00 + 8,16 e 57,50 + 13,31% e
no GT: 85,00 £ 5,40; 90,00 £ 0,00 e 58,75 * 9,24%, respectivamente para os dias 4, 8 e
12 apos a ovulagdo. As concentracfes de progesterona foram no GC: 6,21 + 0,61; 5,82
+ 1,44 e 4,63 £ 0,79 ng/mL e no GT: 6,10 £ 1,18; 4,67 £ 1,06 e 4,49 £+ 1,37 ng/mL
respectivamente para os dias 4, 8 e 12 apds a ovulacdo. Os percentuais de

vascularizacdo apresentaram valores superiores nos dias 4 e 8 comparados ao D12 do

! Artigo formatado de acordo com as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnica
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GT (P<0,05), ndo havendo diferenga nos dias do GC, nem entre 0s grupos a cada
momento estudado. As concentracGes de progesterona ndo apresentaram diferencas
significativas entre grupos ou momentos estudados. Conclui-se que a indugdo de
ovulacdo com a deslorelina, foi eficiente para a indugdo de ovulagdo em éguas e que
ndo alterou as respostas fisioldégicas do corpo luteo no que diz respeito a producéo de

progesterona, mas afetou a vascularizacdo do parénquima luteal.

Palavras chave: Desrorelina, progesterona, equino, vascularizacéo
ABSTRACT

Considerable efforts have been made to improve the application of assisted
reproduction techniques in equine species, however there are still few studies in
vascularization of the corpus luteum (CL) and its relation to progesterone in mares
induced with deslorelin acetate. Mares with natural ovulation (GC) and induced with
deslorelin acetate (follicles >35 mm) (GT) were used. The CLs vascularization was
analyzed using Doppler ultrasonography (6.5 MHz) on days 4, 8 and 12 days after
ovulation and images were recorded in video. The analysis of the videos was in the
percentage of luteal parenchymal area with color signals. The concentration of
progesterone was analyzed by ELISA, in the same time points. The results were
presented as mean percentage of vascularization and progesterone concentration
(ng/mL). The average vascularization was in GC: 76.25 + 8.98; 70.00 + 8.16 and 57.50
+ 13.31 % and in GT: 85.00 £ 5,40, 90.00 + 0,00 and 58.75 + 9.24 % respectively for
the days 4, 8 and 12 after ovulation. Progesterone concentrations were in GC: 6.21 +
0.61; 5.82 £ 1.44 and 4.63 = 0.79 ng/mL and GT: 6.10 + 1.18; 4.67 £ 1.06 and 4.49 +
1.37 ng/ml, respectively for the days 4, 8 and 12 after ovulation. The patterns of
vascularization were higher in D4 and D8 compared to D12 of GT (P<0.05). However,
there were no differences between groups or days in GC. The concentration of
progesterone didn’t show significant differences between groups or studied days. It was
concluded that ovulation induction with deslorelin acetate, were effective for the
induction of ovulation in mares which does not alter the physiological responses of the
corpus luteum in respect of its progesterone production, however affected luteal

parenchyma vasculature.

Key words: Deslorelin, progesterone, equine, blood flow
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INTRODUCAO

Uma vez que a utilizagdo comercial da Inseminacdo Artificial (IA) e da
Transferéncia de Embrides (TE), tem se tornado cada vez mais comum na reproducéo
de equinos, consideraveis esforcos tém sido feitos para otimizar o manejo reprodutivo e
melhorar a aplicacdo das técnicas de reproducdo assistida nesta espécie (Gastal et al.,
2009).

Por ter como uma de suas principais caracteristicas reprodutivas um cio longo, a
capacidade de induzir a ovulacdo, de forma confiavel, é de fundamental importancia
para a reproducdo assistida em éguas (Ferris et al., 2012). Assim, 0 acetato de
deslorelina tem sido utilizado como indutor de ovulagdo para essas fémeas, tendo em
vista que o uso frequente da gonadotrofina corionica humana (hCG) vem sendo
associado a producdo de anticorpos, reduzindo assim sua eficiéncia em induzir a
ovulacdo em éguas com exposi¢cdes continuas a este protocolo (Ley, 2006). Por outro
lado, 0 mecanismo de acdo do acetato de deslorelina se da através do estimulo das
células da hipofise para sintetizar e liberar o LH, que vai se ligar aos receptores

especificos no ovario e induzir a maturacéo folicular e a ovulagdo (McCue et al., 2004).

A manutencdo da gestacdo nas espécies domésticas se da pela sintese de
progesterona (P,4); nas éguas este hormdnio tem origem inicialmente nos ovarios, sendo
secretada pelo corpo lateo (CL) (Silva et al., 2012), mas também é produzida pela
placenta e pelas glandulas adrenais (Hafez e Hafez, 2004). Além da manutencdo da
gestacdo, a progesterona também prepara o endométrio para a implantacdo do embrido e
atua sinergicamente com os estrogenos na inducdo do comportamento de cio (Hafez e
Hafez, 2004).

Assim, a compreensdo da fisiologia e morfologia do CL é uma importante
ferramenta de apoio para avaliacdo e selecdo de receptoras aptas e com elevada chance
de levar uma gestacdo a termo. De preferéncia, a adequada funcdo do CL deve ser
avaliada pela mensuragdo das concentragdes plasmaticas de P, (> 2,0 ng/mL). Na
pratica, no entanto, a P, é raramente mensurada devido ao custo e a demora para obter o
resultado (Bollwein et al., 2002a).

Com a evolugédo tecnoldgica, o uso da ultrassonografia colorida Doppler vem

crescendo cada vez mais e elucidando questdes que a ultrassonografia convencional ndo
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nos permite responder. A técnica é efetiva, prética, ndo invasiva e permite, em tempo
real, uma avaliacdo da perfusdo vascular do trato reprodutivo de éguas, principalmente
ovarios e suas estruturas (Palmer et al.,, 2006; Ginther et al., 2006), dando a
possibilidade de uma avaliagdo mais precisa e consequente aumento nos indices de

sucesso reprodutivo.

A relacéo entre fluxo de sangue luteal e producéo de P, durante o ciclo estral,
em éguas, foi demonstrada por Ginther et al. (2007) e Bollwein et al. (2002b). Ambos
0s estudos, de forma idéntica, mencionaram que a vascularizacdo do CL reflete de
forma confiavel os niveis de P4. Assim, o padrdo de vascularizacdo do CL, obtido pela
ultrassonografia Doppler, pode ser uma ferramenta de avaliacdo e/ou escolha de

receptoras em programas comerciais de transferéncia de embrides em éguas.

Neste trabalho objetivou-se avaliar, por ultrassonografia Doppler, a
vascularizacdo do CL de éguas, apds ovulagdo espontanea ou induzida com acetato de

deslorelina, e comparar com as concentragdes séricas de progesterona (P4).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre os meses de janeiro e abril de 2014, no haras
Massaroca, localizado em Camaragibe, Pernambuco (08°01°18” S e 34°58°52” O).
Foram utilizadas éguas (n = 5), sem raca definida, ciclando regularmente, com idade
variando entre 3 e 14 anos, e peso entre 380-450 kg. As eguas foram mantidas a pasto
em piquetes abertos, recebendo 2 Kg/dia de concentrado comercial para éguas em
reproducdo, além de agua e sal mineral ad libitum. Antes do inicio do experimento, 0s
animais foram submetidos a avaliacdo clinica-ginecoldgica, além de vermifugacdo. O
experimento foi previamente aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob licenca n°® 063/2014/CEUA.

As éguas foram expostas diariamente a um rufido para determinar o inicio da
apresentacdo dos sinais externos de estro. A partir do primeiro sinal indicativo de cio,
foram realizados exames ultrassonograficos diarios, pela via retal. A partir da deteccdo
de, pelo menos, um foliculo > 35 mm durante o estro, as éguas receberam 750 pg de
acetato de deslorelina por via intramuscular (Grupo GT) ou foram submetidas ao

acompanhamento da dindmica ovariana até a ovulacdo espontanea (Grupo GC). O
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experimento foi realizado com cada égua sendo utilizada duas vezes, uma em cada

grupo.

Tendo como base o dia da ovulagdo (DO0), exames ultrassonograficos color-
Doppler do CL foram realizados nos dias 4, 8 e 12 ap6s a ovulacdo. Para o exame, foi
utilizado um aparelho de ultrassom (M5-VET; Mindray, China) equipado com
transdutor linear de 6,5 MHz. O modo color-Doppler foi utilizado para obter os sinais
de fluxo sanguineo nos vasos do CL. Apds a identificacdo, o CL foi escaneado
lentamente em toda a sua extensdo, obtendo-se a gravacdo do exame para analise
posterior (Ginther et al., 2007).

A andlise do padrao de vascularizacdo dos CLs foi baseada no percentual de area
do parénquima luteal contendo sinais coloridos, de acordo com modelo descrito por
(Ginther et al., 2007). Toda a extensdo do parénquima luteal foi avaliada nas imagens
capturadas e o percentual de vascularizacdo foi obtido, considerando o total da area do
parénquima que apresentou vascularizagdo. Para evitar divergéncia, todas as

mensuracoes tiveram a avaliacdo da mesma pessoa.

Foram coletadas amostras de sangue da veia jugular com agulhas descartaveis
acopladas a tubos a vacuo, sem anticoagulante (Becton Dickinson, England). As
amostras foram colhidas, imediatamente antes dos exames ultrassonograficos, e
encaminhadas para o laboratério onde foram centrifugadas (1.200 x g) e o soro foi
armazenado a — 20 °C, até a realizacdo da analise. As concentracdes de progesterona
foram determinadas pelo método de enzimaimunoensaio (ELISA), com o uso do kit
comercial (DBC - Diagnostics Biochem Canada, Ontéario - Canadd), seguindo o
protocolo do fabricante. A sensibilidade do teste foi de 0,1 ng/mL e o coeficiente de

variacdo intra-ensaio de 3,2 %.

Os dados que ndo foram normalmente distribuidos, de acordo com o teste
Kolmogorov-Smirnov, foram transformados em logaritimo natural ou raiz quadrada.
Todos os dados foram analisados por one-way ANOVA, e se algum efeito de grupo ou
tempo foi significativo ou préximo da significancia, os dados foram examinados pelo
teste de Tukey (SAS version 9.2; SAS Institute, Cary, NC, USA). A correlacdo entre as
variaveis (progesterona e vascularizacdo) foi determinada pelo teste de Spearman.

Diferenga significante foi indicada por probabilidade de P < 0,05 e probabilidades entre
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P> 0,05 ¢ P <0,1 indicaram que a diferenga se aproximou da significancia (tendéncia).

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragcOes de progesterona sérica (P,) variaram de 4,49 + 1,37 (GT-D12)
a 6,21 +0,61 (GC — D4), ndo diferiram (P>0.05) significativamente entre os grupos GC
e GT nos dias 4, 8 e 12 ap6s a ovulacdo (Fig. 1). A concentragdo de progesterona (P,)
obtida nos grupos GC e GT néo apresentaram diferenca significativa entre os dias 4, 8 e
12 ap6s a ovulacdo Fig. 1.
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Figura 1. Média e erro padrdo da média do percentual de vascularizagdo do corpo luteo
(% Vasc. CL) e dosagem de progesterona sérica (P4 ng/mL) conforme o tipo de
ovulacdo e dia de avaliacdo apds a ovulacdo. GC = ovulacdo natural. GT = ovulacédo
induzida. Dias 4, 8 e 12 apds a ovulacdo (dia zero). ab = letras diferentes entre colunas

do mesmo grupo significa diferenca estatistica (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Estes resultados, encontrados durante a fase luteal, estd de acordo com

resultados reportados previamente (Troedsson et al., 1993; LeBlanc et al., 2003;
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Urquieta et al., 2009). Tem sido demonstrado que as concentragdes de progesterona
aumentam gradativamente ap0s a ovulacao, atingindo 1,5 a 2,5 ng/mL dentro de 24h e
2,5 a 5,0 ng/mL em 48h apos a ovulagdo, com pico (8 a 20 ng/mL) entre os dias 5 e 8
poés-ovulacdo, mantendo-se alto até o inicio da lutedlise, ao redor dos dias 14 e 15
(LeBlanc et al., 2003). Contudo, como demonstrado no presente estudo, as
concentracdes de progesterona sérica nao apresentaram variagGes significativas entre os

dias 4 e 12, ap6s a ovulacdo corroborando os achados de Slough et al. (2011).

Kino et al.,, reportaram que a administragdo intramuscular de acetato de
deslorelina durante a fase luteal, promove aumento nas concentragdes de LH e de
progesterona em torno de 4 e 8 h ap6s o tratamento, respectivamente, sugerindo agdo
luteotréfica da deslorelina por estimular secrecdo de LH. Estes autores afirmaram ainda
que a dose de deslorelina (750 pg) foi incapaz de induzir ovulacdo ou formacdo de

corpo luteo secundéario na fase luteal.

Em contraste, nossos resultados demontraram que a administracdo de deslorelina
foi capaz de induzir ovulacdo em todas as eguas tratadas. Além disso, as concentracdes
de progesterona nas éguas do grupo tratado apresentaram 0s mesmos niveis daqueles
observado nas éguas do grupo controle. Estudos prévios demonstraram maior
concentracdo de progesterona em éguas com dupla ovulacéo (Squires et al., 1987; Nagy
et al., 2004). Entretanto, durante a realizacdo deste estudo, nenhuma das éguas

utilizadas apresentou dupla ovulacdo, garantindo a homogeneidade das amostras.

O percentual de vascularizagdo mensurado nos CLs nos dias da avaliacdo (D4,
D8 e D12) ndo apresentou diferencga significativa (P>0,05) entre os grupos (GC x GT).
No entanto, foi possivel observar uma reducdo do percentual de vascularizagcdo nos CLS
do GT no dia 12 comparado aos dias 4 e 8 (P<0,05) (Fig. 1 e 2).
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Figura 2. Imagens representativas da vascularizagcdo do corpo liteo equino aos 4 (A), 8

(B) e 12 (C) dias apds a ovulagdo, por ultrassonografia Doppler colorida.

A analise de correlacdo entre as variaveis P, e percentual de vascularizacdo nédo
apresentou resultado significativo (r = -0,067; P = 0,09). A ultrassonografia color
Doppler tem sido considerada um método util, ndo invasivo para avaliagdo do fluxo
sanguineo luteal (Bollwein et al., 2002a). Além disso, foi relatado que as concentragdes
plasmaticas de progesterona e o fluxo sanguineo ovariano foram positivamente
correlacionado (Bolwein et al., 2002a,b). No presente estudo, nenhuma correlacdo foi
encontrada entre o padrdo de vascularizagdo e as concentracGes de progesterona nos
diferentes grupos, corroborando os relatos de Gomes (2008), que observou auséncia de
relacdo entre a concentracdo de progesterona e medidas luteais como diametro, area,

volume e vascularizacéo.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas em relagédo
ao padrdo de vascularizacdo dos CLs avaliados nos dias 4, 8 e 12 pds-ovulacédo natural.
Entretanto, foi observado menor padrdo de vascularizagdo no D12 quando comparado
aos dias 4 e 8 nas fémeas do grupo tratado com deslorelina, sugerindo que a aplicacao
de deslorelina tenha efeito, ainda que minimo, na vascularizacdo do CL. Bollwein et al.
(2002a) e Ginther et al. (2007) observaram maxima vascularizacdo entre os dias 6 e 8
apos a ovulacdo, estes achados reforcam os resultados deste estudo, onde ndo foi

observada diferenca entre os dias 4 e 8.

Estudos anteriores mostraram que os CLs apresentam um aumento na
vascularizacdo durante o periodo de sua formacdo (dias O a 8), quando a méaxima

vascularizacdo foi atingida, momento em que também é observada a méxima
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concentragdo de progesterona (Alonso, 2013). No presente trabalho, ndo observamos
diferenca significativa no mesmo periodo, provavelmente por que a estrutura vascular
dos CLs analisados ja estaria definida no dia 4 pds-ovulacdo, primeiro dia avaliado.
Porém, a reducdo da vascularizagdo no D12, observada no grupo tratado com acetato de
deslorelina, difere dos relatos de Alonso (2013) que relatou decréscimo da
vascularizagdo do CL a partir do dia 13, assim como Ginther et al. (2007) que
observaram uma queda lenta no periodo luteolitico (entre os dias 15 e 17 p6s ovula¢éo),
ocorrendo em paralelo com a diminuigéo da concentragéo de progesterona.

Nas condigdes deste experimento, ndo é possivel inferir que estes CLs sejam
funcionais por menor tempo do que os resultantes da ovulagdo natural, principalmente
por que ndo houve diferenca na producdo de progesterona ou nos padrdes de

vascularizagdo observados entre 0s grupos no periodo estudado.

CONCLUSOES

Tomando como base os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que a
inducdo de ovulacdo com acetato de deslorelina ndo altera as respostas fisiologicas do
CL no que diz respeito a concentracdo sérica de progesterona; mas aumenta a
vascularizacdo no inicio da formacdo do CL. Além disso, ndo houve correlagdo entre

padrdo de vascularizacao luteal e concentracdes de progesterona em éguas.
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Resumo

As consequéncias do uso do acetato de deslorelina como indutor da ovulagdo em
éguas necessita ser melhor esclarecido a fim de aumentar os resultados da transferéncia
de embrides equinos. A relacdo dos fatores angiogénicos e receptores de LH foi
estudada em éguas com ovulacdo natural (GC) e induzida por acetato de deslorelina
(GT) (foliculos > 35 mm). Ultrassonografia transretal foi usada para acompanhar a
ovulacdo e, nos dias 4, 8 e 12 apds a ovulacdo (dia 0), foram obtidas amostras do CL
através de bidpsia guiada por ultrassom. A expressdao do mRNA para os genes do fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento do fibroblasto basico
(bFGF) e receptor do horménio luteinizante (LHR) foi avaliada por PCR em tempo real.
Foi observada correlacdo positiva entre VEGF e LHR (P < 0,00001, r = 0,78). A
expressao do LHR no D4 foi maior no GT do que no GC (p < 0,05). Também observou-
se maior expressdo nos D-4 e D-8 do que o D-12 do GT. A expressdao do VGEF
declinou no D12 comparado aos dias D4 e D8 do GT (P = 0,06). O bFGF foi expresso

em todos 0os momentos dos dois grupos, porém sem diferenca significativa. Conclui-se

2 Artigo formatado de acordo com as normas da revista Theriogenology
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que inducdo da ovulagdo com acetato de deslorelina em éguas, propiciou maior
expressao de mRNA do gene dos receptores de LH, principalmente no quarto dia apés a
ovulacdo. Também a expressdo do gene do VGEF foi influenciada pela inducdo da
ovulacdo, tendo uma queda mais acentuada aos 12 dias apds a ovulacdo, o que deve ser

esperado em éguas nao prenhes.

Palavras chave: indutor da ovulacéo, progesterona, equino, VEGF, bFGF

Abstract

The consequences of deslorelin acetate use as ovulation inducer needs be clarified in
order to improve the results of equine embryo transfer. The relationship of angiogenic
factors and LH receptor (LHR) was studied in mares with natural (GC) and induced
ovulation with deslorelin acetate (GT) (follicles >35 mm). Transrectal ultrasonography
was used to certify the ovulation day and on days 4, 8 and 12 after ovulation (day 0),
corpus luteum (CL) samples were obtained through ultrasound guided biopsy. The
MRNA expression for vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast
growth factor (bFGF) and LHR genes were analyzed by real time PCR. Was observed
positive correlation between VEGF and LHR (P < 0.00001, r = 0.78), and it was
possible to detect a higher mMRNA expression for LHR in D4 of GT than GC (p < 0.05),
moreover this expression was higher in D4 and D8 than D12 of the GT group. The
VGEF expression decrease at D12 compared to D4 e D8 in GT (P = 0,06). bFGF was
also expressed in luteal tissue in all days of both groups, however without statistical
differences. In conclusion, deslorelin acetate was effective for induction of ovulation in
mares, resulting in higher expression of LHR, especially in the fourth day after
ovulation. Also VEGF expression was influenced by induced ovulation, with a lower

level at D12, what must be expected in non-pregnant mares.

Key words: ovulation inducer, progesterone, equine, VEGF, bFGF
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Introducéo

As biotécnicas de reproducdo assistida, sobretudo da transferéncia de embriGes
(T.E.) tém sido usadas com frequéncia no Brasil [1], onde, em 2013, foi relatada a
coleta e transferéncia de 19.680 embrides equinos, seguido pela Argentina. Brasil e

Argentina sdo os dois paises que relatam as mais significantes atividades de TE equina

[2].

Com o objetivo de melhorar os resultados em termos de prenhés positiva, 0s
estudos sobre as éguas receptoras de embrifes sdo muito importantes, incluindo a
qualidade, vascularizacao do corpo lateo (CL) e producgéo de progesterona. A qualidade
e selecdo das receptoras € o principal fator que pode ser manipulado para aumentar os

indices de prenhés apds a transferéncia de embrides [3].

O acetato de deslorelin, um agonista do GnRH, tem sido utilizado para acelerar e
predizer a ovulagdo de éguas, em 2 dias ap0s o tratamento, sem suprimir o
desenvolvimento da subsequente onda ovulatéria [4]. A ovulacdo ocorre em
consequéncia da secrecdo de LH da adenohipdfise, induzida pelo agonista de GnRH,
que atua no ovario atraves de receptores especificos, promovendo a maturacéo folicular
e ovulacdo [5]. Embora este indutor da ovulacdo venha sendo rotineiramente utilizado
para induzir a ovulacdo em éguas ciclicas [6] e em periodo transicional [7], ndo ha
estudos mais detalhados sobre a influéncia desta indugdo na formacéo e funcdo do CL

subsequente a ovulacao.

O hormoénio luteinizante (LH), é um dos principais horménios envolvidos na
formacdo do CL [8], sendo o nimero de receptores para LH no CL correlacionado com
a producdo de progesterona [9]. No entanto, a funcdo do CL esta relacionada com

suprimento sanguineo apropriado. A angiogénese é o processo no qual hd a formacéo de
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novos vasos sanguineos pela proliferacdo e migracdo de células do endotélio de vasos
remanescentes [10]. Este evento é indispensavel para a formacéo e para a manutengéo
do CL, pois € a partir dele que ocorrerd uma adequada nutricdo e, consequentemente
desempenho de suas fungdes [11]. No CL, a vascularizacdo esta diretamente associada
ao aumento do fluxo sanguineo que vai aumentando de acordo com o crescimento do
CL e a concentracdo plasmatica de progesterona [12]. O fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento fibroblasto bésico (bFGF) séo alguns dos

principais promotores da angiogénese [13, 14].

Com base no exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
expressdo do mRNA para os fatores angiogénicos (VEGF e bFGF) e LHR em CL de

éguas, apos a ovulacdo induzida com acetato de deslorelina.

Material e Métodos
- Animais

Foram utilizadas éguas (n=5), sem raca definida, regularmente ciclicas, com
idade compreendida entre 3 e 14 anos, pesando de 380 a 450 kg. Todas as éguas foram
mantidas a pasto em piquetes abertos, recebendo 2 Kg/dia de concentrado comercial,
agua e sal mineral ad libitum. O periodo do experimento foi de janeiro e abril de 2014,
no municipio de Camaragibe/PE. Foram realizados exames clinico-reprodutivos e
vermifugacéo, antes do inicio do experimento, que foi aprovado pelo Comité de Etica
para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco sob licenca n°

063/2014/CEUA.
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A rufiacdo das éguas foi realizada diariamente, utilizando um garanhdo, para
determinar o inicio do estro. Os exames ultrassonograficos iniciaram a partir do
primeiro sinal externo de cio e foram realizados, diariamente, com aparelho portétil com
transdutor linear de 6,5 MHz (M5-VET; Mindray, China) pela via transretal. A deteccéo
de um foliculo >35 mm, durante o estro, as éguas foram submetidas ao
acompanhamento da dindmica ovariana até a ovulacdo esponténea (Grupo GC) ou
induzidas com 750 pg de acetato de deslorelina por via intramuscular (Grupo GT). Cada

égua foi utilizada duas vezes, uma em cada grupo.
- Biopsia guiada por ultrassonografia

As biopsias de tecido luteal foram realizadas nos 4, 8 e 12 dias apds a ovulagéo,
utilizando agulha de bidpsia automatica com 48 cm de comprimento, com trocater
interno contendo uma depressdo de 15 x 1,6 mm e um revestimento cortante de 16 ga
(US Biopsy, Franklin, IN, USA) [15]. A biopsia foi realizada por via vaginal com a
agulha inserida em uma guia montada com transdutor microconvexo (8 MHz) em seu
interior. Antes da coleta, os animais foram sedados com cloridrato de detomidina
(0,02mg/ml) e a agulha inserida na guia foi introduzida na vagina enguanto o ovario era
manipulado pela via retal, para ser posicionado na frente do transdutor. Uma vez
identificado o CL, a agulha com o trocater incluso foi inserida no ovario através da
parede vaginal, e entdo a ponta do trocater foi exposta penetrando o CL e o dispositivo
disparado fazendo com que o revestimento cortante avancasse até a ponta da agulha
coletando o material, que ficava alojado na depressdo da agulha. Apds a coleta, o
fragmento foi analisado, e eventuais debris e parte de estroma ovariano foram retirados.
Em seguida, a amostra foi colocada em criotubos de 2ml e armazenadas imediatamente

em botijao, contendo nitrogénio liquido, até transferéncia para freezer (-80 °C).
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- Expressao dos genes

O RNA total foi extraido de cada amostra de CL, utilizando 500 pL de TRI®
Reagente (Sigma, St. Louis, USA), deixado em repouso por 15 minutos, em seguida
foram adicionados 100 pL de cloroférmio (P.A), ficando em repouso por mais 15
minutos. As amostras foram centrifugadas (12.000 g por 15 min) e retirados 500uL de
sobrenadante. Ao sobrenadante coletado foi adicionada a mesma proporgdo (1:1) de
Isopropanol (P.A) e deixado 12 horas em freezer (-20°C) para prosseguir a extracao. As
amostras foram centrifugadas (12.000 g por 15 min) e o sobrenadante foi descartado
lentamente. Ao sedimento foram adicionados 500uL de etanol 70%, seguido de
centrifugagdo (rotacdo méaxima por 5 minutos), o sobrenadante foi novamente
descartado e o sedimento deixado em repouso por 15 minutos, em seguida foi
adicionado agua ultrapura para a eluicdo do RNA total. A concentracdo e pureza do
RNA (A260: A280 razdo) foram verificadas utilizando um espectrofotdometro Nano Vue
Plus® (GE Healthcare Life Sciences).

A transcricdo-reversa para cDNA foi realizada com 700 ng de RNA total, de
cada amostra, utilizando o Kit ImProm-I1 Reverse Transcription System (Promega®).
Foi adicionado 1 pL do Oligo(dT)15 ao volume de 4 uL do RNA total, incubado a 70
°C por 5 minutos e esfriado a 4 °C por 5 minutos. A essa mistura foi adicionado 4 pL do
tampao Improm-11 ™ (5X), 2,4 uL de MgCI2 (1,5 mM), 1 pL dNTP (0,5mM de cada
dNTP) e 1 pL da enzima transcriptase reversa Improm-I1, agua ultrapura para totalizar
um volume final de 20 pL da reacdo, incubada a 25 °C por 5 minutos, 42 °C por 60
minutos e inativacdo da enzimaem 70 °C por 15 minutos.

A concentracdo das amostras de cDNA total foi avaliada no espectrofotometro
(BioMate™3 da Thermo®) na diluicdo 1:250. As amostras foram padronizadas na
concentracdo de 100 ng/uL e estocadas em freezer a — 80 °C.

A expressao do mRNA para os genes VEGF, bFGF e LH-R foi avaliada a partir
da amplificacdo de segmentos dos genes com o0s oligonucleotideos iniciadores

relacionados na Tabela 1, em reacdo em cadeia da polimeraase em tempo real (JPCR).
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Tabela 1- Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para amplificar os fragmentos dos
genes estudados em PCR em tempo real.

Gene Sequéncia GeneBank

VEGF Fw-TTGCCTTGCTGCTCTACCTC NM_001081821.1
Rv - GTCCACCAGGGTCTCGATTG

bFGF Fw — CAAAAACGGGGGCTTCTTCC NM_001195221.1
Rv - TAACGGTTCGCACACACTCC

LH-R Fw -TTGCCACATCATCCTATTCTC AY271258
Rv- TTCTTTTGTTGGCAAGTTTCT

GAPDH Fw—-ACCACTTTGGCATCGTGGAG AF157626

Rv - GGGCCATCCACGGTCTTCTG

Com excessdo do gene do LHR e do GADPH [16], os iniciadores das
amplificacOes dos genes do VEGF e bFGF foram construidos utilizando o programa
Primer 3 Plus com base nas sequéncias nucleotidicas obtidas no banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD).

As reacdes de qPCR foram realizadas com o kit de amplificacdo Quantifast™
SYBR Green PCR (Qiagen), em termociclador (Rotor-Gene Q - Qiagen®), as reacdes
foram realizadas em duplicadas, com controle negativo para identificar reacdes
inespecificas. Em cada reacdo foram utilizados 2,0 uL do cDNA (100ng/uL), 7,5 pL do
SYBR Green, 0,5 pL de primer sense e anti-sense (10 pM) e 5,5uL de H,O, totalizando
um volume final de 15 pL. Os seguintes ciclos foram empregados: temperatura inicial
de 95°C por 5 min (ativacdo da enzima), 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por
30 segundos (captacdo da fluorescéncia). As condi¢Bes do Melting foram: temperatura
de 60 a 95°C, com incremento de 0,5°C/5segundos.

O gene de referéncia utilizado para normatizar as expressdes dos genes em
estudo foi o GAPDH. A quantificacdo relativa da expressdo dos genes foi calculada pelo
método 2 “ACt [17].
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Resultados

A técnica de bidpsia guiada por ultrassom foi eficiente para coletar fragmentos
do corpo lateo equino, sufientes para avaliar a expressdao de mRNA para os trés genes

estudados. As médias e erro padrdo da média (epm) estdo apresentadas na Figura 1.

Os valores obtidos de LHR ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
entre os tempos avaliados (D4, D8 e D12) no grupo GC, porém os animais induzidos a
ovular com deslorelina (GT) apresentaram maior expressao de mRNA do LHR aos 4
dias apos a ovulacdo comparado aos 8 (P < 0,05) e 12 dias (P < 0,01). Por outro lado,
aos 4 dias apds a ovulagéo, foi observada maior expressdo deste gene no grupo tratado

comparado com 0 mesmo momento do grupo controle (P < 0,01).

Para o VEGF foi observada tendéncia (P = 0,06) de diferenca apenas no GT
sendo que foi observada menor expressdo aos 12 dias comparada aos momentos
anteriores (4 ou 8 dias). Os resultados obtidos para a expressao de VEGF apresentaram

uma alta correlacéo positiva com a expressao de LHR (P < 0,00001, r =0,78).

Foi observada expressdo do bFGF nos CLs avaliados, no entanto, ndo encontrou-

se nenhuma diferenca (P > 0,05) entre grupos ou momentos apds a ovulagéo.
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Figura 1 — Média e erro padrdo da média da expressdo relativa do mRNA dos genes do
LHR, VEGF e bFGF em corpos luteos de éguas com ovulacdo natural ou induzida com
acetato de deslorelina, conforme o tempo pds-ovulatério. GC = grupo controle. GT =
grupo tratado. D4 = 4 dias apds ovulacdo. D8= 8 dias apds ovulacdo. D12= 12 dias apos
ovulacdo. AB - significa diferenga significativa entre grupos para o mesmo dia. ab -
significa diferenca significativa entre os dias de um mesmo grupo.



58

Discussao

Neste estudo foi utilizada a metodologia gPCR para avaliar, in vivo, a expresséo
de genes relacionados com a angiogénese em CL de éguas submetidas a inducdo da
ovulacdo com deslorelina, 4, 8 e 12 dias ap06s a ovulacdo. Foi demonstrada a expressao

do mRNA para os genes estudados durante o periodo citado.

O CL € um Orgao endocrino que se renova a cada ciclo estral, pelo
remodelamento do foliculo ovulado. A principal substéncia produzida pelo CI é a
progesterona, horménio essencial a implantacdo do embrido no Gtero e manutencdo
inicial da gestagéo. Para suprir esta producdo, dois principais eventos ocorrem durante a
formacdo do CL: luteinizacdo das celulas da granulosa e neovascularizagdo. As
plaquetas, presentes no coagulo sanguineo dentro do foliculo rompido s&o potenciais
estimuladoras da migracdo das celulas endoteliais para a formagdo dos novos vasos
sanguineos [18]. O leito vascular do foliculo proporciona a base onde os capilares tecais
irdo se distribuir e as céluas endoteliais irdo migrar [10]. Esses eventos sdo muito
dindmicos e rapidos pois irdo proporcionar as condicbes para a producdo da

progesterona nos primeiros dias do CL [19].

A expressdo do mRNA para LHR no tecido luteal observada neste estudo
confirmou a importancia que o LH tem no processo de luteinizacdo. As acGes que o LH
tém na formacdo do CL incluem a quebra da membrana basal e reorganizacdo dos vasos
sanguineos, efeito mediado por proteases incluindo a familia das metaloproteinases da
matriz celular (MMP) [20]. Assim, o bloqueio para a vascularizacdo das células da
granulosa € rompido e os componentes da matriz extracelular sdo espalhados,
permitindo a mobilidade celular e a liberagdo de fatores angiogénicos (revisado por
Galvao et al.[21]). Estes fatores estdo relacionados com proliferacdo e permeabilidade

dos capilares que contribuirdo para o estabelecimento do CL [22]. Por outro lado, o LH



59

tem um papel mais intenso no CL equino até 8 dias apds a ovulagdo, apds 0 que sua
acdo reduz gradualmente até a lutedlise [23]. Isto esté relacionado a concentracdo de
progesterona, assim, a maior expressao de mRNA para LHR nas células luteiais aos 4
dias apo6s ovulacdo (GT) poderia estar representando a responsividade destas células ao

LH e subsequente producédo de progesterona.

Segundo Slough et al. [24], a expressdo de LHR foi observada no CL até 14 dias
apo6s ovulacdo. No presente estudo, essa expressao foi observada em todos os dias
estudados (D4, D8 e D12). Também foi identificada diferenca entre ovulagdo natural e
induzida, uma vez que o acetato de deslorelina provocou a maior expressao dos LHR no
dia 4 quando comparado com o grupo controle e tambem com os dias subsequentes do
grupo tratado. Essas diferencas podem ser explicadas por a deslorelina atuar como
agonista do GnRH, com meia vida entre 6 e 24 hr., estimulando a ovulacdo, em 2 dias
apos a administracdo de uma unica dose [4], por aumentar a liberacdo do LH da
adenohipdfise [25]. Fisiologicamente, a onda de LH em éguas ocorre de maneira
bifasica; um lento aumento entre 10 a 2 dias antes da ovulacdo e um rapido aumento
entre 2 dias antes e um dia depois da ovulagcdo. Este padrdo tem uma relacdo negativa
com a producdo de progesterona pelo CL, implicando no efeito negativo da
progesterona sobre o LH [26]. No entanto, o LH tem efeito positivo sobre a producéo de
progesterona, conforme ja demonstrado em éguas por estudos in vitro [27]. Além disso,
receptores de LHR sédo estimulados pela progesterona, de acordo com estudos recentes
em células luteinizadas de humanos [28]. Nos animais controle, a expressdo de LHR
ndo mostrou variacao significante entre os dias 4 a 12 ap0s a ovulacao, representando o
padrdo fisiolégico do LH durante este periodo. Contudo, uma Unica dose de acetato de
deslorelina teve o efeito de aumentar a liberacdo de LH em um padrdo diferente que

pode ter interferido na formacgdo do novo CL e na expressdo do LHR nas células luteais.
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Vérios fatores angiogénicos e mitogénicos tém sido implicados no
desenvolvimento das células luteais [29]. As organelas, substratos e enzimas das células
esteroidogénicas luteinizadas sdo responsaveis por determinar a capacidade celular em
sintetizar progesterona [30]. Também, a aumentada vascularizacdo do CL recém
formado esta relacionada ao aumento da utilizacdo das gonadotrofinas séricas, como 0
LH, da mesma forma que é conhecido para os foliculos dominantes em relacdo aos

atrésicos [31].

A correlacdo observada entre a expressdao de LHR e VEGF no presente estudo,
demonstrou a relagdo entre este fator angiogénico e 0 LH. E sabido que o LH estimula
a producdo de VEGF pelas células luteais, principalmente no inicio da formacéo do CL
[32]. Estudos realizados em ratas estabeleceram uma estreita associacdo entre a
expressdo de mRNA para VEGF e LHR, sugerindo a possibilidade que a vascularizacao
luteal induzida pelo VGEF seja direcionada pela expressdo de LHR o qual estaria

regulando a fisiologia ovariana [33].

Entre os fatores angiogénicos, 0 VGEF tem sido estudado em Cls das espécies
domésticas. Em éguas, estudos tem demonstrado que a expressao deste fator em células
luteais € mais acentuada nas fases inicial (até 4 dias) e mediana (10 dias), diminuindo na
lutedlise (diald) [34], o que foi também observado neste estudo, mais
significativamente no grupo com ovulacdo induzida, onde a tendéncia de reducdo foi
observada ja a partir do D12. Embora ndo significante, este padrdo foi observado
também no grupo controle. A expressdo de VEGF e vascularizacdo no CL também
estdo associadas a concentracdo plasmatica de progesterona, como observado em
bafalas [35], suportando a ideia de que a angiogénese do CIl estd estreitamente
relacionada a sua fungdo. A diminuicdo do VEGF observada aos 12 dias apds a

ovulagdo pode estar associada & proximidade da lutedlise (dia 14).
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Neste trabalho, ao conhecimento dos autores, foi demonstrada pela primeira vez
a expressdo de mRNA para bFGF em células luteais equinas. Em outras espécies, 0
bFBF é considerado como um dos principais fatores envolvidos na angiogénese do CL,
ao lado do VEGF [36], ambos estimulados pelo LH [37, 38]. Apesar de ndo ter sido
observada diferenca estatistica (P > 0,05) entre os grupos e dias estudados, este dado
corrobora com outros estudos que destacam o importante papel que este fator
desempenha no processo de desenvolvimento e maturacdo folicular, ovulacdo e
formac&o inicial do CL [39]. A auséncia de diferengas entre 0s momentos avaliados, no
presente estudo, pode ser explicado pelo periodo em que as observacbes foram
realizadas (4 a 12 dias apds ovulacéo) e como ja foi demonstrado, neste periodo ndo ha

alteracdes marcantes na producéo de progesterona e na area do CL [24, 26].

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que a inducdo da ovulacéo
com acetato de deslorelina em éguas, propiciou maior expressdo de mMRNA do gene dos
receptores de LH, principalmente no quarto dia ap6s a ovulagdo. Também a expressao
do gene do VGEF foi influenciada pela inducdo da ovulacéo, tendo uma queda mais

acentuada aos 12 dias ap0s a ovulacéo, o que deve ser esperado em éguas ndo prenhes.
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7 CONCLUSOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a indugéo da ovulagéo
com acetato de deslorelina ndo altera a producdo de progesterona pelo corpo ldteo,
porém, proporciona maior vascularizagdo e melhor atuacdo do LH, através de seus
receptores, especialmente no inicio do desenvolvimento do corpo liteo (4 dias). O CL
equino expressa bFGF, embora este fator ndo apresente alteraces no periodo estudado.
A reducdo do fator angiogénico, como o VEGF, deve estar associada a vascularizacao
do corpo liteo e tendeu a ser reduzida a partir do 12° dia ap6s a ovulagdo, periodo

proximo a luteolise.



