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BOAKARI, Y. L. Efeito da hCG ou deslorelina sobre a hemodinamica folicular e perfil
endégeno de LH em éguas ciclicas. Botucatu, 2014. 75p. Dissertacdo (mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO
A inducdo da ovulacdo ap6s o tratamento com hCG e anédlogos de GnRH, como a

deslorelina, ocorrem por mecanismos distintos. Por sua vez, é possivel que estes
tratamentos acarretem alteracdes na perfusdao vascular folicular durante o periodo pré-
ovulatério. Desta forma, a ultrassonografia colorida Doppler apresenta potencial para
ser utilizada como ferramenta na avaliacdo em tempo real do potencial ovulatério de
foliculos em éguas. Os objetivos principais deste trabalho foram avaliar as alteracdes na
perfusdo vascular folicular (PVF) apds o uso de hormdnios indutores da ovulagéo e sua
relagdo temporal com o perfil plasméatico de LH. Além de avaliar se a PVF pode ser
utilizada para indicar a proximidade da ovulagdo. Ciclos estrais de éguas foram
aleatoriamente divididos em trés grupos experimentais: grupo GnRH, grupo hCG e
grupo controle (n=10 éguas/grupo). Tratamentos foram realizados na presenca de
foliculo com didmetro >35mm associado a edema uterino. O momento imediatamente
antes do tratamento foi considerado HO. Colheita de sangue e exame ultrassonografico
Doppler fungdo power-flow do foliculo dominante foram realizados para avaliar,
respectivamente, a concentracdo plasmatica de LH e a perfusdo vascular folicular
(PVF). Os parametros foram avaliados de hora em hora entre os intervalos HO-H12 e a
cada seis horas da H12 até H30. Adicionalmente, os grupos GnRH e hCG foram
acompanhados a cada hora a partir da H30 até a deteccdo da ovulacdo ou até H48. J& no
grupo controle, foi realizada ultrassonografia modo-B a cada seis horas ap6s H30 e ao
se detectar caracteristicas indicativas da proximidade de ovulacdo a US Doppler foi
realizada de hora em hora até deteccdo da ovulacdo. O grupo controle apresentou um
intervalo mais longo até & ovulagdo (P < 0,0001). Efeito de grupo (P < 0.05) foi
detectado para PVF. Animais do grupo GnRH apresentaram maior PVF (P < 0.05)
média quando comparado aos grupos hCG e controle desde HO até o momento da
ovulacdo. Nao foi encontrado efeito de momento e interagdo grupo:momento entre 0s
grupos experimentais. A concentracdo média de LH entre H1 e H18 foi maior (P <

0,05) no grupo GnRH do que nos grupos hCG e controle. Nos grupos controle e hCG, a



concentracdo plasmatica de LH foi constante durante as primeiras 12 horas poés-
tratamento. Nos grupos GnRH e hCG, a concentracdo de LH foi mais alta (P < 0,001)
durante a eminéncia da ovulacdo (entre H-6 e H-1). As correlacdes entre a PVF e as

concentracdes plasmaticas de LH foram baixas nos grupos GnRH, hCG e controle.

Palavras-chave: foliculo pré-ovulatorio, power-flow, ultrassonografia Doppler,

vascularizagéo.
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endogenous profile of LH in cyclic mares. Botucatu, 2014. 75p. Dissertation (Masters)
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ABSTRACT
Ovulation induction after treatment with hCG and GnRH analogs, such as deslorelin,

occur through distinct mechanism. Meanwhile, it is possible that these treatments entail
changes in follicular vascular perfusion during the pre-ovulatory period. Thus, color
Doppler ultrasound presents a potential to be used as a tool for real-time assessment of
follicles ovulatory potential in mares. The main purposes of this paper were to evaluate
follicular vascular perfusion (FVP) after the use of ovulation induction hormones and
the relationship with the plasmatic profile of LH. Additionally, evaluate if FVP can be
used to indicate proximity to ovulation. Estrous cycles of mares were randomly divided
in three experimental groups: GnRH group, hCG group and control group (n=10
mares/group). Treatments were done in the presence of a follicle with >35mm diameter
associated with uterine edema. The moment immediately before treatment was
considered HO. Blood collection and Doppler ultrasound exam with power-flow mode
of the dominant follicle were done to evaluate, respectively, plasmatic concentration of
LH and FVP. Parameters were evaluated every hour between HO-H12 and every six
hours from H12 until H30. Additionally, GhnRH and hCG groups were evaluated every
hour from H30 until ovulation detection or until H48. In the control group, B-mode
ultrasonography was completed every six hours after H30 and when detection of
characteristics indicative of imminent ovulation Doppler ultrasonography was done
every hour until ovulation detection. Control group presented a longer interval until
ovulation (P < 0,0001). Group effect (P < 0.05) was detected for FVP. Animals from the
GnRH group presented higher mean FVP (P < 0.05) when compared to the hCG and
control groups since HO until the moment of ovulation. No moment effect and
interaction group:moment was found between experimental groups. Mean LH
concentration between H1 and H18 was higher (P < 0.05) in the GnRH group than in
the hCG and control groups. In the control and hCG, LH plasmatic concentration was
constant during the first 12 hours post-treatment. In the GnRH and hCG groups, LH

concentration was higher (P < 0,001) during ovulation eminence (between H-6 and H-



Xii

1). Correlations between FVP and plasmatic LH concentrations were low in the GnRH,

hCG and control groups.

Key words: pre-ovulatory follicle, power-flow, Doppler ultrasonography,

vascularization.



Capitulo 1



1.INTRODUCAO
A equideocultura nacional vem apresentando um crescimento significativo nas

Gltimas décadas. O Brasil possui o terceiro maior rebanho mundial de equinos. Somados
aos muares (mulas) e asininos (asnos) sao oito milhdes de cabecas, responsaveis pela
movimentacdo de R$7,3 bilhGes com a producdo de equideos (MAPA). O rebanho de
equinos no Brasil é de 5.496.817 animais segundo o IBGE. De acordo com a
International Embryo Transfer Society o Brasil realizou aproximadamente 22.100
lavados para coleta de embrides, com 16.800 coletas e transferéncias de embrides em
2012, seguido da Argentina e Italia (PERRY, 2013). Fica claro que o Brasil possui um
grande rebanho de equideos no qual biotecnologias sdo empregadas. Assim, faz-se
necessaria a incorporacdo de novas técnicas de reproducdo assistida para o melhor
aproveitamento do potencial genético dos animais e aumento da eficiéncia reprodutiva
na espécie.

A ultrassonografia (US) colorida Doppler é uma técnica atualmente disponivel que
permite realizar estudos in vivo de forma néo invasiva sobre a hemodinamica do sistema
reprodutivo. Através deste método é possivel reavaliar fenbmenos antes considerados
definitivos quanto a fisiologia da reproducédo de grandes animais. A US Doppler é uma
importante ferramenta para estudos sobre a teriogenologia equina. Pesquisas recentes
em equinos evidenciaram alteragdes na vascularizagédo folicular nas seguintes situagdes:
apos a divergéncia folicular, durante a proximidade da ovulacdo, durante o estro em
ciclos que deram origem a gestagdes e durante o estro nos quais foram obtidos o6citos
viaveis. Aparentemente estes resultados evidenciam a intima relacdo existente entre o
status funcional e a perfusdo sanguinea do foliculo. Entretanto alguns destes estudos
apresentaram pequeno numero de animais, intervalos longos entre avaliagbes e
diferencas de resultados entre estudos. Desta forma, pesquisas mais minuciosas Sdo
necessarias para que a tecnologia Doppler tenha aplicabilidade a campo.

O uso de hormdnios indutores da ovulacdo facilita o manejo reprodutivo, pois
antecipa a ovulacdo em éguas, possibilitando a sincronizacdo da inseminacéo artificial
(1A) ou cobertura com o momento da ovulagdo. Desta forma, seu uso aplicado a
reproducdo possibilita uma melhor eficiéncia reprodutiva. Os farmacos usualmente
empregados para a inducdo de ovulacdo na espécie equina sdo 0 hCG e sintéticos de
GnRH, como a deslorelina. Os indutores de ovulagdo possuem maior eficacia quando
administrados na presenga de um foliculo com didmetro >35mm associado a edema

uterino. A US Doppler possui potencial para ser utilizada juntamente com estes



hormonios indutores de modo que seja possivel determinar de forma mais precisa o
melhor momento para a monta natural ou IA do animal.

Em éguas, a concentracdo circulante de horménio luteinizante (LH) aumenta
progressivamente concomitante com o desenvolvimento do foliculo dominante,
atingindo valores maximos 24 horas ap6s ovulacdo. Adicionalmente, existe a
possibilidade de ocorrer um aumento na perfusdo sanguinea da parede folicular com a
proximidade da ovulacdo. Estudo recente em vacas descreveu uma intima relacdo entre
as concentracGes endogenos de LH e a vascularidade folicular pds-tratamento com
GnRH. Entretanto, a existéncia desta relacdo ainda é desconhecida na espécie equina.
Levando em consideracdo que a inducdo da ovulacdo com hCG e GnRH ocorre através
de mecanismos distintos, é possivel que as variacGes na vascularidade folicular pds-
tratamento também variem de acordo com o farmaco a ser utilizado. N&o existem
estudos até 0 momento comparando a relagdo temporal entre as alteracGes vasculares de
foliculos pré-ovulatérios e o perfil sérico de LH em éguas tratadas com deslorelina,
hCG ou solucéo salina. Logo, estudos a respeito Sdo necessarios.

A literatura atual diverge quanto a hemodinamica folicular em éguas tratadas com
hCG, deslorelina e NaCl 0,9% durante as Gltimas horas que antecedem a ovulacdo. Os
primeiros relatos descrevem um aumento inicial durante as primeiras 36 horas apds
indugdo de ovulagdo associado com uma diminuigdo progressiva na perfusdo sanguinea
do foliculo durante as quatro ultimas horas pré-ovulacdo. Contrariamente, estudos
recentes afirmam que a vascularidade folicular mantem-se constante durante este
periodo. Visto que os eventos relacionados ao monitoramento de foliculos pré-
ovulatérios com US Doppler ainda ndo estdo completamente elucidados a realizacéo de

pesquisas adicionais é imprescindivel.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1ACAO DO LH NA EGUA

O ciclo estral na espécie equina possui em media 21 dias de duracdo e pode ser
dividido em duas fases: estro e diestro. O estro tem duracdo de sete a nove dias e €
caracterizado pela predominancia estrogénica, receptividade ao garanhao, presenca de
um ou mais foliculos dominantes e edema endometrial. O diestro por sua vez tem
duracdo aproximada de 15 dias e é caracterizado pela predominancia progesteronica,
auséncia de receptividade ao macho e presenca de no minimo um corpo luteo funcional
(GINTHER, 1995).

Os principais hormdnios envolvidos com o controle reprodutivo das fémeas séo
as gonadotrofinas e os esteroides. Dentre as gonadotrofinas, destacam-se o hormonio
luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH). Sua secrec¢do é controlada
pelo horménio regulador de gonadotrofinas (GnRH). Os hormdonios esteroides gonadais
sdo o estradiol e progesterona (EVANS; IRVINE, 1975).

A liberacdo de LH é estimulada pela secrecdo pulsatil, caracteriza por pulsos
com alta amplitude, de GnRH (HALASZ et al., 1989). O lobo anterior da hipofise
secreta 0 hormonio luteinizante (LH), uma glicoproteina composta de uma subunidade
alfa e uma beta com peso molecular de 30.000 daltons (HALASZ et al., 1989). A
subunidade o possui uma sequéncia de aminoacidos idénticas entre espécies enquanto a
subunidade B confere especificidade hormonal j& que difere entre as espécies
(BAENZIGER; GREEN, 1988).

O aumento da concentracdo plasmatica de FSH ocorre no momento da emergéncia
da onda folicular. Desta forma, o FSH é considerado o hormonio responsavel pela
proliferacdo de células foliculares e crescimento folicular. Concentragdes de FSH
aumentam até que a inibina suprima a liberacdo de FSH para que apenas um foliculo
continue a crescer. A partir deste momento, o LH passa a ser o principal responsavel
pelo crescimento final e maturacdo do foliculo dominante (FREEDMAN et al., 1979;
EVANS et al., 1997; BRIANT et al., 2003; SAMPER et al., 2007; GASTAL; GASTAL,
2011).

Concentrag0es adequadas de LH sdo de suma importancia para que ocorra a
producdo de hormonios esteroides, os quais regulam o momento da ovulacdo (ADAMS
et al., 1986; CHAPPEL; HOWLES, 1991). A inibicdo completa de LH com o uso de



antarelix, um antagonista de GnRH, acarreta na inibicdo da ovulacdo em éguas. Porém,
Briant et al., (2003) demonstraram que mesmo concentragdes baixas de LH sdo capazes
de induzir a ovulacéo.

Em éguas a secrecdo ovulatéria de LH ¢é prolongada e o valor maximo na
concentracdo plasmatica é observado no dia seguinte a ovulacdo (FREEDMAN et al.,
1979; MUMFORD et al., 1995; JOHNSON et al., 2000; GINTHER et al., 2006).
Contrariamente, em vacas existe um aumento curto e evidente com um pico de LH
detectado aproximadamente um dia antes da ovulacdo (HENRICKS et al., 1970;
MUMFORD et al., 1995; SAMPER et al., 2007; GINTHER et al., 2008; GASTAL,
GASTAL, 2011). O LH ¢ ainda responsavel pelo desenvolvimento inicial do CL,
apresentando propriedade de luteinizacdo (CHAPPEL; HOWLES, 1991). Ja a
progesterona exerce um feedback negativo sobre o LH, resultando assim em uma

concentracdo basal de LH durante o diestro.

2.2INDUCAO DE OVULACAO EM EGUAS

A longa durag&o do estro e o diametro do foliculo pré-ovulatorio no momento da
ovulacdo apresentam grande variabilidade entre éguas, dificultando a predi¢do da
ovulagdo (BURATINI et al., 1997). Para que sejam conseguidas altas taxas de
fertilidade o momento da realizacdo da monta natural ou 1A é essencial. Assim, a
utilizacdo de horménios indutores da ovulagdo tem por objetivo estimular a maturagao
final e a ruptura da parede folicular em até 48 horas apds o tratamento, possibilitando
uma melhor estimativa do momento da ovulacdo (MCCUE et al., 2007).

O uso de indutores de ovulacdo facilita o manejo reprodutivo de equinos,
levando a um menor nimero de inseminagdes artificiais ou montas naturais a serem
realizadas por ciclo, j& que possibilitam a predicdo da ovulagdo com mais acurécia.
(KOLLING; ALLEN, 2005; SQUIRES, 2008). Seu uso possibilita uma melhor
sincronizacao entre éguas doadoras e receptoras de embrido (CHAVATTE; PALMER,
1998) e diminui 0 nimero de vezes que éguas precisam ser IA com sémen refrigerado
e/ou congelado (FERRIS et al., 2011). Atualmente, os farmacos mais utilizados para
induzir a ovulagdo em éguas sdo a hCG e deslorelina. A eficicia do tratamento com
ambos os farmacos é maior quando realizado em fémeas que possuem um ou mais
foliculos dominantes com 35 mm de diametro associado a edema endometrial.
(KOLLING; ALLEN, 2005; SQUIRES, 2008).



2.2.3GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (hCG)

A hCG é uma glicoproteina secretada pelas celulas sinciciais da placenta
humana, formada por uma subunidade alfa e uma beta, com peso molecular de 40.000
daltons. Sua estrutura molecular é semelhante a molécula de LH equina, apresentando
uma grande homologia entre a sequéncia de amino acidos (BOUSFIELD et al., 1987;
WILSON et al., 1990). A hCG estimula a maturacdo e ovulacdo em foliculos pré-
ovulatérios durante o estro por ligagdo com receptores de LH foliculares, mimetizando a
acdao do LH enddgeno ao produzir um aumento pré-ovulatério exdgeno de LH. Desta
forma, o uso de hCG é tdo eficaz na inducdo da ovulacdo guanto valores endégenos de
LH (WILSON et al., 1990; MCCUE et al., 2007; SAMPER, 2008).

Diferentes doses de hCG tém sido utilizadas com efeitos satisfatorios, mas a
dose preconizada é a de 2500 Ul pela via intravenosa (WILSON et al., 1990; MCCUE
et al., 2007; ROMANO, 2013). As éguas geralmente ovulam entre 35,9+3,2 horas e
36,0£2,1 horas pos-tratamento com hCG (MCKINNON et al., 1997; GASTAL et al.,
2006).

Alguns autores afirmam que éguas podem se tornar refratarias a acdo da hCG
devido ao alto peso molecular e propriedades de glicoproteinas da mesma, o que resulta
em formacdo de anticorpos apos repetidos tratamento em um curto periodo. Wilson et
al. (1990) relataram a formacédo de anticorpos anti-hCG em todas as éguas estudadas
quando este indutor de ovulagdo foi utilizado em dois ou mais ciclos estrais
consecutivos, resultando em um menor incidéncia de ovulagcdo dentro de 48 horas apos
o tratamento. Entretanto, estas éguas continuaram a ovular e parir potros saudaveis
mesmo com a presenca de anticorpos anti-hCG. Siddiqui et al. (2009a) também
relataram producdo de anticorpos anti-hCG em 42% das éguas que foram tratadas com
hCG uma ou mais vezes antes do experimento. Estes animais neutralizam a hCG até 30
horas ap6s o tratamento de tal forma que este horménio perde sua capacidade de
antecipar a ovulacéo.

Todavia, outros estudos mostram que indugdo com hCG é eficiente, levando
éguas a ovularem em menos de 48 horas. Apds a inducdo da ovulagdo utilizando hCG
foi observada ovulacdo depois de 36.0+2.1 (GASTAL et al., 2006), 38,7+1,1 horas
(ULIANI, 2012) e 41,0+1,0 (ROMANO, 2013).



2.2.ADESLORELINA

A deslorelina é um agonista sintético do horménio peptidico GnRH que estimula
a liberacdo enddgena de LH pela parte anterior da hipofise. Esta secrecdo de LH
estimula a maturacdo e ovulacdo folicular (MUMFORD et al., 1995). Quando
deslorelina foi aplicada em éguas ciclicas iniciou 0 aumento pré-ovulatério de LH
dentro de um dia apds a ovulacdo (JOHNSON et al., 1986). A concentracdo plasmatica
de LH na circulacdo periférica das éguas tratadas com GnRH era de 3 a 4 vezes maior
do que de éguas do grupo controle (VELEZ et al., 2012). Contrariamente, quando o
antagonista de GnRH, antarelix, foi utilizado no final da fase folicular houve uma
grande diminuicdo das concentracbes de LH durante o tratamento (BRIANT et al.,
2003).

Inicialmente, a deslorelina foi utilizada em éguas na forma de implantes
subcutaneos para induzir a ovulacdo na presenca de foliculos com didmetro >30mm.
Embora 80% das éguas tratadas ovulavam em até 48 horas sem alteracdo na taxa de
gestacdo, este dispositivo causou um aumento indesejavel no periodo até o proximo
ciclo estral, auséncia de crescimento folicular e inatividade ovariana. Estas alteracoes
podem ser decorrentes de supressdo do desenvolvimento folicular ou recrutamento
tardio de foliculos dominantes (JOCHLE; TRIGG, 1994; MUMFORD et al., 1995;
FARQUHAR et al., 2001; JOHNSON et al.,, 2002), porque quando o implante
subcutaneo demorava a ser retirado ou algum fragmento deste permanecia na égua
GnRH era liberado ap6s a ovulacéo, resultando em dessensibilizagdo, ou seja down-
regulation da hipofise. Devido a esse maior intervalo interovulatorio, implantes
subcuténeos de deslorelina tornaram-se pouco utilizados (JOHNSON et al., 2000;
JOHNSON et al. 2002; SQUIRES, 2008).

Por sua vez, a deslorelina injetavel ndo induz um aumento do intervalo até o
proximo ciclo estral (KOLLING; ALLEN, 2005; MCCUE et al., 2007). A dose
utilizada é de 1,5 mg, levando a ovulagdo dentro de 41,4+9,4 horas ap6s o tratamento
(MCCUE et al., 2007; SAMPER, 2008; FERRIS et al., 2011).

Entretanto, o uso de deslorelina no inicio da estacdo de monta resulta em
menores taxas de ovulacdo dentro de 48 horas, uma vez que durante a primeira ovulacao
da estacdo de monta éguas possuem concentracGes plasmaticas de LH mais baixas
(GASTAL et al., 2007). Devido a esse fato, preconiza-se o uso de hCG tanto no inicio

quanto no final da estacdo reprodutiva (FARQUHAR et al., 2000), pois este age



diretamente nos receptores ovarianos de LH enquanto a deslorelina estimula a liberagéo
de LH pela hipéfise (SQUIRES, 2008). Na inducdo de ovulacdo em éguas idosas a
aplicacdo de LH exdgeno, como a hCG, também é mais eficaz (FARQUHAR et al.,
2000). Devido a menor concentragdo plasmatica de LH em éguas idosas (>18 anos)
quando comparado com fémeas jovens (5 e 6 anos) (GINTHER et al., 2008) ndo é
indicado o uso de deslorelina nessas éguas.

Pesquisas mais recentes mostram que embora o LH enddgeno, produzido pela
deslorelina, e 0 hCG ambos se liguem ao receptor de LH (LHR) como possuem
estrutura diferente levem a interacéo receptor-horménio diferente. Em humanos in vitro
a hCG foi cinco vezes mais biopotente do que o hLH em relacdo a producdo de cCAMP,
mensageiro na cascata da esterideogénese (CASARINI et al., 2012). Semelhantemente,
em ovelhas cultura celular exposta a hCG originou maior quantidade de cAMP do que
quando exposta a LH ovino. Quando células in vitro foram expostas a LH niveis de
phospho-ERK1/2 eram maiores (GUPTA et al., 2012).

Uma vantagem do uso de deslorelina é que seu uso repetido para induzir
ovulacdo ndo leva éguas a se tornarem refratarias ao horménio (MUMFORD et al.,
1995) como pode ocorrer com 0 uso de hCG em algumas éguas (WILSON et al., 1990;
SIDDIQUI et al. 2009a). A deslorelina ndo causa refratariedade porque diferentemente

do hCG néo possui alto peso molecular.

2.3AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DO TRATO REPRODUTIVO

A US modo-B do trato reprodutivo de éguas se tornou popular a partir dos anos
80. Esta ferramenta € utilizada para monitorar alteracdes ovarianas e uterinas ao longo
do ciclo estral. Possibilita uma avaliacdo mais detalhada do sistema reprodutor quando
comparada a palpacdo transretal na deteccdo de: foliculos e corpos luteos, iminéncia de
ovulagdo, dupla ovulagdo, foliculos hemorragicos anovulatorios, cistos e tumores
ovarianos ou uterinos, diagnostico precoce de gestacdo, entre outros (PIERSON;
GINTHER, 1985; GINTHER, 2014).

No final da década de 90 a US Doppler comegou a ser utilizada em equinos,
aumentando a capacidade de diagnéstico, monitoramento e predicdo de fendbmenos na
reproducdo equina. Assim, foi possivel reavaliar conceitos relacionados a fisiologia da

reproducdo, pois produz uma analise mais precisa da fisiologia de ovarios e Utero



através de caracteristicas especificas de fluxo sanguineo local (BOLLWEIN et al., 1998;
MIYAMOTO etal., 2006; GINTHER, 2007; FERREIRA et al., 2011).

2. AULTRASSONOGRAFIA DOPPLER

A US Doppler se baseia no principio de funcionamento do efeito Doppler, um
efeito de som que pode ser ilustrado pela percepcdo de uma buzina por um observador
parado. A medida que o carro se aproxima do observador a buzina adquiri um tom mais
agudo, quando o carro se afasta do observador 0 som da buzina torna-se mais grave. No
caso da US Doppler o objeto parado é o transdutor e o objeto em movimento sdo as
hemacias (GINTHER; UTT, 2004). Esta US mostra dados em tempo real do fluxo
sanguineo, assim como informacgdes sobre o status funcional da estrutura avaliada
(GINTHER; UTT, 2004; GINTHER, 2007; FERREIRA et al., 2011).

A US Doppler pode ter importante utilidade para uso a campo e para pesquisas
com éguas (GINTHER; UTT, 2004). Assim, existe interesse em desenvolver métodos
de avaliacdo utilizando a tecnologia Doppler de forma que esta se torne aplicavel a
campo para otimizar biotecnologias, como: selecdo de éguas doadoras e receptoras de
embrides, 1A, aspiragdo folicular e injecdo intracitoplamatica (ICSI) (GINTHER et al.,
2007; SIDDIQUI et al., 2009a; FERREIRA; MEIRA, 2011; ALTERMATT et al.,
2012). Mais pesquisas e avancos tecnoldgicos que permitam o uso de US Doppler de
forma mais efetiva e com custos mais baixos séo necessarios (GINTHER; UTT, 2004;
MIYAMOTO et al., 2006). Uma possivel aplicacdo pratica é o estudo da perfusdo
vascular (PV) durante a foliculogénese, possibilitando a obtencdo de dados mais
precisos sobre 0 momento da ovulagdo de foliculos durante o estro, essencial quando €
preciso conhecer 0 momento exato da ovulacdo de éguas (PALMER et al., 2006;
GASTAL et al., 2006; GINTHER, 2007; FERREIRA; MEIRA, 2011).

Os aparelhos Doppler possuem o modo-B, modo-Doppler e modo-espectral. A
funcdo modo-B em escala de cinza serve para localizar estruturas que serdo avaliadas
com o modo-Doppler ou espectral (GINTHER; UTT, 2004). A funcdo modo-B serve
para localizar a estrutura de interesse que vai ser avaliada posteriormente com o modo-
Doppler ou Espectral e sera o plano de fundo para a representacdo colorida do fluxo
sanguineo (GINTHER; UTT, 2004). O modo-Doppler, constituido pelas funcées color e
power -flow, possibilita uma rapida avaliacdo qualitativa da estrutura (GINTHER, 2007).

O modo color-flow produz imagens por superposicdo de sinais coloridos sobre 0 modo-
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B (GINTHER; UTT, 2004; GINTHER, 2007). A velocidade do sangue é calculada
através da meédia da mudanca de frequéncia (RUBIN et al., 1994; GINTHER; UTT,
2004) (Figura 1).

A funcdo power-flow é um método mais novo e avancado de avaliar o fluxo
sanguineo, utiliza a intensidade da estrutura em deslocamento e ndo a velocidade
(GINTHER, 2007). Possui maior sensibilidade para detectar fluxo sanguineo,
possibilitando uma andlise mais precisa de vasos sanguineos de menor calibre e que
possuem fluxo com menor velocidade (RUBIN et al., 1994; GINTHER; UTT, 2004;
GINTHER, 2007) como os vasos ovarianos. A intensidade do fluxo sanguineo é maior
quando a cor é préxima de amarelo, e menor quando préxima de vermelho. A funcédo
power-flow, em alguns aparelhos mais modernos, também exibe os pontos Doppler em
gradacOes de vermelho e azul.

O modo espectral possibilita a avaliacdo da velocidade de fluxo sanguineo de
um vaso com o posicionamento de um “gate” sobre seu limen, fornecendo valores
exatos de velocidade do fluxo sanguineo (GINTHER; UTT, 2004; FERREIRA et al.,
2011). Os resultados sdo expostos em um grafico que representa o fluxo sanguineo de
uma arteria durante determinado momento do ciclo cardiaco. Os indices Doppler de
resisténcia (RI) e pulsatilidade (PI) sdo frequentemente utilizados. O RI consiste na
relacdo negativa entre a resisténcia do tecido e perfusdo vascular; e o Pl é a
pulsatilidade. Quanto maior o Rl e Pl menor a irrigagcdo do tecido (GINTHER; UTT,
2004; GINTHER, 2007).

2.5AVALIACAO DA PERFUSAO VASCULAR FOLICULAR

A US modo-B facilita a predicdo do momento da ovulagdo através da
observacdo de alteragdes morfoecogénicas do foliculo dominante, como por exemplo:
formato do foliculo, ecogenicidade e espessura da camada da granulosa e presenca de
banca anecdica (PIERSON; GINTHER, 1985, GASTAL et al., 1998). Além disso,
mudanc¢as na hemodindmica ovariana sdo detectadas durante todo o desenvolvimento
folicular e estdo relacionadas com o remodelamento do tecido ovariano e do sistema
vascular responsavel por sua irrigacdo (ACOSTA et al., 2003; GINTHER, 2007). Logo,
a US Doppler pode ser eficaz na determinacdo do potencial ovulatério de foliculos
dominantes durante o periodo de transicdo de primavera (ACOSTA et al., 2004a;
GASTAL et al., 2007) assim como ao longo da estacéo reprodutiva (ACOSTA et al.,
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2004b; GASTAL et al., 2006; GINTHER et al.,, 2007; GINTHER et al., 2009;
ALTERMATT et al.,, 2012; ULIANI, 2012; ROMANO, 2013). Pode também ser
utilizada a campo para acompanhar foliculos antes da ovulacdo (PALMER et al., 2006).
Entretanto, a literatura diverge sobre a perfuséo vascular folicular (PVF). Desta forma,
sd0 necessarias mais pesquisas para elucidar o real comportamento da vascularizacdo

nestas estruturas e também os mecanismos que determinam estas mudancas.

2.5.1VASCULARIZACAO DE FOLICULOS DOMINANTES E
SUBORDINADOS

As alteracdes na rede vascular dos foliculos antes da ovulacdo permitem maior
suprimento de oxigénio, nutrientes e gonadotrofinas, essenciais para o crescimento e
esteroidogénese folicular (WATSON; AL-ZI"ABI, 2002). O aumento da irrigacdo de
foliculos dominantes pode estar relacionado com a existéncia de fatores angiogénicos
produzidos por estes foliculos. Estas substancias promovem o crescimento de novos
vasos, aumentando o fluxo sanguineo e fazendo com que o foliculo possua horménios e
substancias metabdlicas necessarias para a sua maturagéo final (SENGER, 2003).

Um aumento da vascularizacdo na parede folicular foi detectado através de
avaliacdes ultrassonograficas Doppler durante os seis dias que precederam a ovulagéo
com um ritmo mais lento durante a primeira ovulacdo quando comparada com
ovulagdes subsequentes da estagdo de monta (GASTAL et al., 2007). A US Doppler
durante a transicdo de primavera foi eficiente para diferenciar foliculos dominantes que
se tornariam ovulatorios daqueles que se tornariam anovulatérios. Com avaliagOes
diarias, foi observado que foliculos que ndo ovularam apresentaram uma menor
irrigacdo da parede folicular a partir da divergéncia folicular (25 mm de didmetro)
comparado com foliculos ovulatérios que possuiram irrigacdo folicular mais alta
(ACOSTA et al., 2004a).

Histologicamente, também foi detectada alteragdo da PV entre foliculos durante
a transicdo de primavera e durante a estacdo reprodutiva em éguas. Visualmente,
foliculos (diametro médio de 34 mm) durante a estacdo reprodutiva possuiam uma
maior irrigacdo, apresentando parede com coloracdo variando de laranja a vermelho
enquanto os foliculos com menor irrigacdo variavam de amarelado a rosa péalido
(WATSON; AL-ZI’ABI , 2002; ACOSTA et al., 2004a). Desta forma, é sugerido que as
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concentragOes plasmaticas mais baixas de LH durante a transicdo de primavera levam a
menor PVF e subsequente atresia folicular (ACOSTA et al., 2004a).

Através da PV é possivel detectar precocemente diferencas vasculares entre o
foliculo que se tornard dominante e aqueles que se tornardo subordinados durante a
estacdo de monta (GINTHER et al., 2007). O foliculo dominante de éguas pode ser
identificado um dia antes do desvio folicular, pois apresenta um aumento constante da
porcentagem de irrigacdo da parede folicular. Contrariamente, foliculos subordinados
apresentam uma diminuicdo da irrigacdo folicular atingindo niveis significativamente
menores do que a do foliculo dominante no dia que antecede o desvio folicular
(ACOSTA et al., 2004b). Foliculos mostraram aumento progressivo da PVF durante os
quatro dias que antecederam a ovulacdo quando foram analisados a campo (PALMER
et al., 2006).

Em vacas também houve uma diferenca na PV entre foliculos dominantes que
ovularam e que regrediram. Quando sofreram atresia ndo apresentaram aumento na
vascularizacdo de suas paredes, com auséncia de sinais de irrigacdo sanguinea. Os
foliculos que ovularam tiveram aumento da PV. Isto demonstra que a vascularizagdo do
foliculo pode servir como um indicador mais precoce de foliculos saudaveis e também
servir como mais uma forma de detectar qual foliculo se tornara dominante e quais
sofrerdo atresia (ACOSTA et al., 2003). Nos ovarios de mulheres ndo foi detectada
diferenca na densidade vascular, avaliacdo do nimero de vasos por um programa de
computador, entre foliculos dominantes e foliculos ndo dominantes, tendo sido

detectado uma densa rede de capilares em foliculos em atresia (SUZUKI et al., 1998).

2.5.2VASCULARIZACAO DE FOLICULOS PRE-OVULATORIOS

Alteracbes estruturais e funcionais que ocorrem no foliculo podem estar
associadas com um aumento local de fluxo sanguineo no foliculo pré-ovulatério que
levaria @ maior suprimento de gonadotrofinas e outros fatores hormonais necessarios
para a maturacdo folicular (ACOSTA et al., 2003; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004).
Hormonios indutores da ovulacdo influenciam tanto as concentracbes hormonais
sisttmicas quanto a vascularizacdo folicular através de mecanismos ainda néo
elucidados. Estes hormodnios parecem induzir alteragbes tanto nas concentragoes

plasmaticas hormonais quanto na producdo de fatores de crescimento e peptideos
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vasoativos relacionados a PVF (ACOSTA et al., 2003; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004;
BERISHA et al., 2008).

Foram detectados, através de histologia, hiperemia e aumento no numero de
vasos sanguineos na parede de foliculos proximos a ovulacao entre 33 e 39 horas apds o
tratamento de éguas com hCG, indicando um aumento da irrigacdo sanguinea
(KERBAN et al., 1999). Da mesma forma, éguas tratadas com hCG ou solucéo salina e
avaliadas com US Doppler exibiram aumento da PVF durante as primeiras 36 horas
apos o tratamento, iniciando com 65 a 70% e atingindo valores maximos de 80 a 90%
da parede folicular com sinais coloridos Doppler. Esta mudanga na vascularizagdo
folicular foi mais rapida em éguas tratadas com hCG do que em éguas tratadas com
solucdo salina. Houve uma diminui¢do brusca na irrigacdo sanguinea da parede folicular
durante as ultimas quatro horas anteriores a ovulacdo em todas as éguas, com uma
vascularizagdo de aproximadamente 40% na hora que antecedeu a ovulacdo (GASTAL
et al., 2006). Contrariamente, aplicacdo de LH equino, utilizado para induzir maturagéo
folicular e oocitaria, o qual possui grande semelhanca estrutural com hCG levando a
resposta hormonal semelhante, ndo induziu a mudanga na PVF de éguas apds
tratamento (ALTERMATT et al., 2012). Adicionalmente, ndo houve diferenca na PVF
durante as 36 horas apos tratamento com hCG ou NaCl 0,9% (ROMANO, 2013). Uliani
(2012) ndo detectou diminuicdo na PVF durante as Ultimas horas que antecederam a
ovulacdo, com avaliagBes de quatro em quatro horas e também n&o observou diferenca
estatistica entre tratamentos (hCG, GnRH e associacdo de hCG e GnRH). Estes estudos
mostram diferentes perfis de PVF, portanto a predi¢do do status funcional do foliculo
pré-ovulatdrio ndo seria possivel com o uso da US Doppler.

Vacas induzidas com GnRH apresentaram um rapido aumento da PVF ap6s 30
minutos. Animais com ovulacdo espontanea tiveram um aumento gradual, quando a
concentracdo de LH ainda estava baixa (ACOSTA et al., 2003). Em outro estudo,
também com vacas induzidas com GnRH, ocorreu um aumento bifasico da PVF,
inicialmente concentragfes de LH atingiram seu valor maximo trés horas ap6s o pico de
LH. Durante a segunda fase houve aumento de PVF oito horas antes da ovulagédo e
atingiu valor méximo duas horas antes da ovulagédo, sem relacdo com o LH (SIDDIQUI
et al., 2010, Figura 1). Ovelhas tratadas com LH apresentaram um aumento da irrigacdo
sanguinea para 0 ovario, mas o mecanismo que aparentemente levou o LH a estimular a

irrigacéo sanguinea para o ovario ainda néo foi elucidado (NISWENDER et al., 1976).
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Induzidas com deslorelina (n=7)
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FIGURA 1. Concentracdo plasmatica de LH (A) e perfusdo vascular folicular (PVF) (B) em vacas
tratadas com deslorelina durante o estro. Siddiqui et al. (2010).

Quando indugdo com hCG ou GnRH foi comparada em vacas a PVF aumentou
seis horas e uma hora ap0s tratamento com GnRH e hCG, respectivamente, desta forma
observou-se maior PVF no grupo tratado com hCG apés 1 hora. Nas vacas tratadas com
hCG a PVF comecou a diminuir alcangando valores mais baixos na hora 24 enquanto
no grupo GnRH a PVF permaneceu igual. A média da PVF entre a hora 0 e hora 24 foi
maior nas vacas tratadas com hCG do que nas tratadas com GnRH (ASLAN et al.,
2011).

Em éguas tratadas com hCG o nivel de LH permaneceu constante até a hora 24
apos tratamento quando houve um aumento que continuou até a hora 72 (GINTHER et
al., 2009). Em vacas, também foi observado um aumento de concentragdes plasmaéticas
de LH apds inducdo com hCG (SIDDIQUI et al., 2009b).

O uso de implante subcutaneo de deslorelina em éguas levou a um aumento de
LH antes da ovulagdo, 12 a 24 horas ap6s o tratamento. Eguas controle tiveram

concentragfes mais altas de LH um dia ap6s a ovulagdo, evidenciando o estimulo da
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deslorelina sobre o LH antes da ovulagdo (MUMFORD et al., 1995). Quando
deslorelina injetavel foi utilizada nove dias ap6s a ovulacéo de éguas, a concentracao de
LH atingiu valor maximo quatro horas apds e permaneceu elevada até 12 horas ap6s o
tratamento, seguido de uma diminuicdo (KINO et al., 2014).

Ap6s aplicacdo de GnRH em vacas concentracbes plasmaticas de LH
aumentaram atingindo um pico em duas horas ap0s o tratamento. Nas vacas tratadas o
pico de LH foi mais alto do que do grupo controle, mas com uma duracdo de seis horas
no grupo tratado e de 12 horas no grupo controle (ACOSTA et al.,, 2003). Qutro
experimento detectou aumento de concentragfes plasmaticas de LH uma hora ap6s
tratamento com GnRH, com concentra¢cdes maximas duas horas apds o tratamento. Em
vacas que ndo receberam indutor de ovulacdo, concentracdes de LH diminuiram seis
horas ap6s o pico de LH e permaneceram baixas até a ovulacdo (SIDDIQUI et al.,
2010).

2.60UTROS FATORES

Hormonios, fatores de crescimento e substancias vasoativas parecem estar inter-
relacionados com 0s mecanismos que levam a alteracdes na PVF (ACOSTA et al.,
2004a; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004; WATSON; AL-ZI’ABI, 2002; GASTAL et al.,
2006; SIDDIQUI et al.,, 2010). O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
regula a angiogénese fisioldgica de diversos tecidos, inclusive do aparelho reprodutivo
(FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997). O fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1) atua no desenvolvimento de foliculos (ACOSTA et al., 2004a).

Havia expressdo de VEGF tanto em foliculos ndo dominantes quanto em
foliculos dominantes. Entretanto, VEGF ndo foi expressa em foliculo que sofreram
atresia em mulheres (SUZUKI et al., 1998). Foi possivel detectar upregulation das
isoformas de VEGF em foliculos coletados de vacas imediatamente apds o pico de LH
decorrente de aplicacdo de GnRH. Ap6s ovulagdo a VEGF continuou a sofrer
upregualtion, indicando que este fator de crescimento possui um importante papel na
ruptura do foliculo dominante (BERISHA et al., 2008). Atraves de imunohistoquimica o
VEGF foi corado de forma forte e difusa em foliculos pré-ovulatérios quando
comparados a foliculos de transicdo (WATSON; AL-ZI’ABI, 2002).

O fluido folicular de foliculos anovulatérios com 30 mm de didmetro apresentou

menores concentracbes de IGF-1, e VEGF. Estes achados servem para elucidar
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diferencas de PVF durante as fases da estacdo reprodutiva, sendo o foliculo pré-
ovulatorio mais irrigado devido a maior nimero de vasos, vasos de maior tamanho ou
vasos mais tortuosos (ACOSTA et al., 2004a).

Maior irrigacdo sanguinea possibilitaria um maior suprimento de oxigénio,
nutrientes e gonadotrofinas, todos essenciais para o crescimento folicular. A auséncia
dessas modificagdes em foliculos durante a transi¢cdo de primavera pode explicar sua
atresia Assim, existe um status funcional comprometido de uma forma geral e ndo de
um sé sistema, mostrando que a PVF é controlada por varios fatores e ndo apenas um
(WATSON; AL-ZI’ABI, 2002; ACOSTA et al., 2004a).

Os peptideos angiotensina 1l (Ang Il), endotelina-1 (ET-1) e peptideo atrial
natriurético (ANP) e a biossintese de prostaglandinas podem possuir a capacidade de
induzir mudancas vasculares locais, possivelmente exercendo controle sobre a PVF. Foi
observado um efeito de cascata onde Ang Il estimulou a liberacdo de ET-1, que por sua
vez estimulou a liberacdo de ANP o qual estimulou a liberacdo de Ang Il. Esta cascata
pode ser uma das responsaveis por mediar a acdo de LH relacionada a secrecdo de Ang
Il folicular responsével por acelerar a producdo de prostaglandina e desta forma
modular a esterideogénese no foliculo bovino durante o periodo pré-ovulatorio.
(ACOSTA et al., 1999; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004).
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1.0BJETIVOS

1.10bjetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as alteragdes na perfusdo vascular de
foliculos pré-ovulatérios apds o tratamento com hCG ou deslorelina, bem como sua

relacdo temporal com o perfil plasmético de LH em éguas.

1.20Dbjetivos especificos

Os objetivos especificos foram: a) descrever a hemodinamica do foliculo pré-
ovulatorio ap6s o tratamento com hCG ou anélogo do GnRH (deslorelina), b) avaliar a
relacdo temporal entre a concentracdo plasmatica de LH enddgeno e a vascularidade
folicular, c) testar a hipdtese de que a administracdo de deslorelina induz a um aumento
transitorio na vascularidade do foliculo pré-ovulatério nas primeiras 12 horas pos
tratamento concomitante com um aumento na concentracdo plasmatica de LH, d) testar
a hipotese de que um aumento precoce e transitorio na vascularidade do foliculo pré-
ovulatorio é observado em éguas tratadas com hCG, e) testar a hipotese de que um
aumento progressivo na vascularidade folicular é observado nas 30 horas subsequentes
ao tratamento indutor de ovulacdo, independente do horménio utilizado, f) testar a
hipotese de que um decréscimo progressivo na vascularidade folicular é observado nas
altimas quatro horas que antecedem a ovulacgdo, independente do horménio indutor da

ovulagéo.
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Tratamento com hCG ou deslorelina ndo altera a perfuséo

vascular folicular em éguas ciclicas

BOAKARI, Y.L.; FERREIRA, J.C.; CANESIN, H.S.; PANTOJA, J. J.C.F.; MEIRA, C.

RESUMO

A inducdo da ovulacdo ap6s o tratamento com hCG e analogos de GnRH, como a
deslorelina, ocorrem por mecanismos distintos. E possivel que estes tratamentos
acarretem alteracGes na perfusdo vascular folicular durante o periodo pré-ovulatorio.
Desta forma, a ultrassonografia (US) colorida Doppler apresenta potencial para ser
utilizada como ferramenta na avaliagdo em tempo real do potencial ovulatério de
foliculos em éguas. Os objetivos principais deste trabalho foram avaliar as altera¢fes na
perfuséo vascular folicular (PVF) ap6s o uso de horménios indutores da ovulacao e sua
relagdo temporal com o perfil plasméatico de LH. Além de avaliar se a PVF pode ser
utilizada para indicar a proximidade da ovulagdo. Ciclos estrais de éguas foram
aleatoriamente divididos em trés grupos experimentais: grupo GnRH, grupo hCG e
grupo controle (n=10 éguas/grupo). Tratamentos foram realizados na presenca de
foliculo com didmetro >35mm associado a edema uterino. O momento imediatamente
antes do tratamento foi considerado HO. Colheita de sangue e exame ultrassonografico
Doppler funcdo power-flow do foliculo dominante foram realizados para avaliar,
respectivamente, a concentracdo plasmatica de LH e a perfusdo vascular folicular
(PVF). Os parametros foram avaliados de hora em hora entre os intervalos HO-H12 e a
cada seis horas da H12 até H30. Adicionalmente, os grupos GnRH e hCG foram
acompanhados a cada hora a partir da H30 até a deteccdo da ovulacéo ou até H48. Ja no
grupo controle, foi realizada US modo-B a cada seis horas ap6s H30 e ao se detectar
caracteristicas indicativas da proximidade de ovulacdo a US Doppler foi realizada de
hora em hora até a detec¢do da ovulacdo. O grupo controle apresentou um intervalo
mais longo até a ovulacdo (P < 0,0001). Efeito de grupo (P < 0.05) foi detectado para
PVF. Animais do grupo GnRH apresentaram maior PVF (P < 0.05) média quando
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comparado aos grupos hCG e controle desde HO até o0 momento da ovulacdo. Nao foi
encontrado efeito de momento e interagdo grupo:momento entre 0S Qrupos
experimentais. A concentracdo media de LH entre H1 e H18 foi maior (P < 0,05) no
grupo GnRH do que nos grupos hCG e controle. Nos grupos controle e hCG, a
concentracdo plasmatica de LH foi constante durante as primeiras 12 horas pos-
tratamento. Nos grupos GnRH e hCG, a concentracdo de LH foi mais alta (P < 0,001)
durante a eminéncia da ovulacdo (entre H-6 e H-1). As correlacdes entre a PVF e as

concentracdes plasmaticas de LH foram baixas nos grupos GnRH, hCG e controle.

Palavras-chave: foliculo pré-ovulatorio, power-flow, ultrassonografia Doppler,

vascularizagéo.

ABSTRACT

Ovulation induction after treatment with hCG and GnRH analogs, such as deslorelin,
occur through distinct mechanism. Meanwhile, it is possible that these treatments entail
changes in follicular vascular perfusion during the pre-ovulatory period. Thus, color
Doppler ultrasound (US) presents a potential to be used as a tool for real-time
assessment of follicles ovulatory potential in mares. The main purposes of this paper
were to evaluate follicular vascular perfusion (FVP) after the use of ovulation induction
hormones and the relationship with the plasmatic profile of LH. Additionally, evaluate
if FVP can be used to indicate proximity to ovulation. Estrous cycles of mares were
randomly divided in three experimental groups: GnRH group, hCG group and control
group (n=10 mares/group). Treatments were done in the presence of a follicle with
>35mm diameter associated with uterine edema. The moment immediately before
treatment was considered HO. Blood collection and Doppler US exam with power-flow
mode of the dominant follicle were done to evaluate, respectively, plasmatic
concentration of LH and FVP. Parameters were evaluated every hour between HO-H12
and every six hours from H12 until H30. Additionally, GhnRH and hCG groups were
evaluated every hour from H30 until ovulation detection or until H48. In the control
group, B-mode ultrasonography was completed every six hours after H30 and when
detection of characteristics indicative of imminent ovulation Doppler ultrasonography
was done every hour until ovulation detection. Control group presented a longer interval
until ovulation (P < 0,0001). Group effect (P < 0.05) was detected for FVP. Animals
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from the GnRH group presented higher mean FVP (P < 0.05) when compared to the
hCG and control groups since HO until the moment of ovulation. No moment effect and
interaction group:moment was found between experimental groups. Mean LH
concentration between H1 and H18 was higher (P < 0.05) in the GnRH group than in
the hCG and control groups. In the control and hCG, LH plasmatic concentration was
constant during the first 12 hours post-treatment. In the GnRH and hCG groups, LH
concentration was higher (P < 0,001) during ovulation eminence (between H-6 and H-
1). Correlations between FVP and plasmatic LH concentrations were low in the GnRH,

hCG and control groups.

Key words: pre-ovulatory follicle, power-flow, Doppler ultrasonography,

vascularization.

INTRODUCAO

Hormonios indutores da ovulacdo estimulam a maturacdo final e a ruptura da
parede folicular em até 48 horas ap0s o tratamento, possibilitando uma melhor
estimativa do momento da ovulagdo (KOLLING; ALLEN, 2005; MCCUE et al., 2007;
SQUIRES, 2008). Facilitam o manejo reprodutivo de equinos, levando a um menor
numero de inseminagdes artificiais ou montas naturais a serem realizadas por ciclo, ja
que possibilitam a predicdo da ovulagdo com mais acuracia. (KOLLING; ALLEN,
2005; SQUIRES, 2008). Seu uso possibilita uma melhor sincroniza¢do entre éguas
doadoras e receptoras de embrido (CHAVATTE; PALMER, 1998) e aumenta a
eficiéncia de sémen refrigerado e/ou congelado por possibilitar a IA mais proxima da
ovulacdo (FERRIS et al., 2011). Atualmente, os farmacos mais utilizados para induzir a
ovulagdo em éguas sdo a hCG e a deslorelina (KOLLING; ALLEN, 2005; SQUIRES,
2008). A hCG possui estrutura molecular semelhante a molécula de LH equina,
apresentando uma grande homologia entre a sequéncia de aminoacidos (BOUSFIELD
et al., 1987; WILSON et al., 1990). Desta forma se liga a receptores de LH foliculares,
mimetizando a acdo do LH enddgeno ao produzir um aumento pré-ovulatorio exogeno
de LH (ADAMS et al., 1986). A deslorelina é um agonista sintético do hormonio
peptidico GnRH que estimula a liberacdo enddgena de LH pela parte anterior da
hipdfise. Esta secrecdo subita de LH estimula a maturacdo e ovulacdo folicular

(MUMFORD et al., 1995). Quando deslorelina foi aplicada em éguas ciclicas iniciou o
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aumento pré-ovulatério de LH dentro de um dia apds a ovulagdo (JOHNSON et al.,
1986).

Entretanto, pesquisas mais recentes mostram que embora o LH enddgeno,
produzido pela deslorelina, e 0 hCG ambos se liguem ao receptor de LH (LHR) como
possuem estrutura diferente levem a interagdo receptor-hormonio diferente. Em
humanos in vitro a hCG foi cinco vezes mais biopotente do que o hLH em relacéo a
producdo de cAMP, mensageiro na cascata da esterideogénese (CASARINI et al.,
2012). Semelhantemente, em ovelhas cultura celular exposta a hCG originou maior
quantidade de cCAMP do que quando exposta a LH ovino. Quando células in vitro foram
expostas a LH niveis de phospho-ERK1/2 eram maiores (GUPTA et al., 2012).

A ultrassonografia (US) Doppler possibilita uma analise mais precisa da
fisiologia de ovarios e utero através de caracteristicas especificas de fluxo sanguineo
local (GINTHER; UTT, 2004; MIYAMOTO et al., 2006; GINTHER, 2007,
FERREIRA et al., 2011). Com a US é possivel acompanhar a dindmica folicular e as
caracteristicas dos foliculos em éguas podendo facilitar a deteccédo da ovulacdo de forma
mais precisa. Contudo, a predicdo do momento da ovulacdo € de dificil execucdo,
devido ao longo periodo de estro em éguas (GASTAL et al., 1998). Mudancas na
hemodindmica ovariana séo detectadas durante todo o desenvolvimento folicular e estdao
relacionadas com o remodelamento do tecido ovariano e do sistema vascular
responsavel por sua irrigagdo (ACOSTA et al., 2003; GINTHER, 2007). Portanto, a
perfusdo vascular folicular (PVF) pode ser utilizada para avaliar o potencial ovulatorio
de foliculos dominantes de éguas e vacas (ACOSTA et al., 2003; ACOSTA et al., 2004;
GASTAL et al., 2007).

O LH é uma gonadotrofina responsavel pelo crescimento final e maturagdo do
foliculo dominante, o qual responde a uma elevacdo na concentracdo de LH
(FREEDMAN et al., 1979; BRIANT et al., 2003; GASTAL; GASTAL, 2011). Em
éguas, a concentracdo circulante de LH aumenta progressivamente e concomitante com
o desenvolvimento do foliculo dominante, atingindo valores maximos 24 horas pés-
ovulacdo (MUMFORD et al., 1995). Estudos realizados em éguas e vacas indicam uma
possivel correlacdo entre as concentracGes plasmaticas de LH e PVF em fémeas
induzidas com hCG ou GnRH (MUMFORD et al., 1995; ACOSTA et al., 2003,
GINTHER et al., 2009; SIDDIQUI et al., 2010; ASLAN et al., 2011).

Eguas induzidas com hCG ou NaCl 0,9% exibiram aumento da PVF durante as

primeiras 36 horas apds o tratamento seguido de diminuicdo durante as Ultimas quatro
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horas antes da ovulacdo (GASTAL et al., 2006). Contrariamente, aplicacdo de LH
equino ndo induziu & mudanga na PVF de éguas (ALTERMATT et al., 2012).

A literatura diverge sobre a PVF, desta forma é necessario elucidar o real
comportamento da vascularizacdio em foliculos e também os mecanismos que
determinam estas mudancas. Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as
alteraces na perfusdo sanguinea de foliculos com didmetro >35mm ap0s tratamento
com hCG ou deslorelina e sua relacdo temporal com o perfil plasmatico de LH, assim

determinando a aplicabilidade da tecnologia Doppler na predi¢do da ovulagéo.

MATERIAL E METODOS

Animais

O experimento foi conduzido de Agosto a Mar¢o de 2013 (Botucatu, SP, Brasil,
Latitude 22° 53 09” e Longitude 48° 26’ 4”) de acordo com a regulamentacdo da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, com aprovacéo pela Comissdo de Etica
no uso de animais, protocolo numero 139/2012. Foram utilizados 30 ciclos estrais de 24
éguas mesticas com idade entre cinco e 15 anos, peso entre 250-500 kg. O escore
corporal das éguas permaneceu alto durante todo o experimento (nota > 7, HENNEKE
et al, 1983). Os animais foram alimentados com feno de Coast-Cross (Cynodon
dactylon), racdo, sal mineral e agua ad libitum. As éguas foram mantidas em bom
estado de saude durante o experimento.

Eguas com auséncia de anormalidades uterinas e ovarianas avaliadas utilizando
US modo-B foram utilizadas. Eguas que desenvolveram foliculos hemorragicos
anovulatdrios, codominancia seguida de ovulag@es duplas ou que ndo ovularam em até
48 horas ap6s o tratamento com hormonio indutor de ovulacdo ndo foram utilizadas

para a analise estatistica.

Grupos Experimentais
Eguas foram acompanhadas a cada 24 horas com exame ultrassonografico

modo-B até ser detectado um foliculo com didmetro >35mm (HO) associado a edema
uterino de 3 a 4 (GINTHER, 1995). Os 30 ciclos estrais foram distribuidos
aleatoriamente em grupo GnRH, hCG e controle (n=10 ciclos/grupo).

Foi administrada 1,5 mg de deslorelina por via intramuscular, 2.500 Ul de hCG
(Vetecor, Laboratério Calier, S&o Paulo, Brasil) por via intravenosa e 2 mL de solucdo
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salina (NaCl 0,9%) por via intravenosa nos grupos GnRH, hCG e controle,
respectivamente. Os tratamentos foram administrados imediatamente apés a HO em
dose Unica. Os parametros dos grupos GnRH, hCG e controle foram avaliados de hora
em hora entre os intervalos HO-H12, os mesmos parametros foram avaliados a cada seis
horas entre H18 até H30. As éguas dos grupos GnRH e hCG foram acompanhadas de
hora em hora a partir da H30 até a ovulagéo e os dados das ultimas seis horas foram
utilizados.

Eguas do grupo controle foram examinadas, ap6s a H30, utilizando US modo-B
a cada quatro horas até a deteccdo de caracteristicas indicativas de proximidade da
ovulacdo, como presenca de pontos hiperecéicos no fluido folicular, serrilhamento da
camada da granulosa, presenca de apice folicular e perda do formato esférico (Revisado
por GASTAL; GASTAL, 2011). A partir do aparecimento de uma ou mais
caracteristicas a US Doppler foi realizada de hora em hora até a deteccdo da ovulagéo.
Os dados das tltimas seis horas foram utilizados.

A
US Doppler de US Doppler de Us Doppler dee
hara em hora &em b hors hora &m hota
T I 1
m H12 H30 H48 ou OV
B
LS Doppler de US Doppler de Mado - B de Us Doppler de
hora em hora & em & horas 4 em 4 horas hara em hora
[ T 1 £ I |
| I
i H12 H30 -6 o

Figura 1: Diagrama representativo dos momentos de coleta de dados nos Grupos hCG, GnRH (A) e
controle (B). HO indica 0 momento imediatamente antes da realizacdo do tratamento. OV indica o
momento da deteccdo da ovulacéo.

Exame Ultrassonogréafico Doppler
A perfusdo sanguinea do foliculo pré-ovulatério foi determinada utilizando a US

Doppler funcdo power-flow com um equipamento ultrassonografico Doppler
(SONOACE PICO, Medison do Brasil Ltda) equipado com transdutor multi-frequencial
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(5 a9 Mhz) linear endocavitério de banda larga (LV5-9CDn, 60mm). As configuracdes
do aparelho foram mantidas constantes durante todo o experimento.

A avaliacdo subjetiva da PVF foi realizada através do somatorio dos pontos
coloridos Doppler detectados na parede folicular durante exame continuo de um minuto
utilizando o maior diametro folicular, determinando uma nota de 0 a 100% (GASTAL
et al., 2006). Outras pesquisas realizadas em éguas (SILVA et al., 2006), vacas
(SIDDIQUI; GINTHER, 2014) e mulheres (RAGNI et al., 2007) também utilizaram
avaliacéo subjetiva de PV folicular.

Todos os exames ultrassonogréficos foram gravados em um computador portatil
equipado com placa de captura de video (Pinnacle Studio 9). Posteriormente, os videos

foram avaliados e classificados de acordo com o percentual de vascularizagdo (Figura
2).

Figura 2: Imagem ultrassonogréfica Doppler funcdo power-flow de foliculo pré-ovulatério de égua.
Avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular folicular foi realizada levando em consideracdo o percentual
(notas entre 0 e 100%) de extensdo de parede folicular com pontos coloridos Doppler.

Concentracdo plasmatica de LH
Para caracterizacdo do perfil plasmatico de LH, amostras de sangue foram

coletadas em tubos heparinizados por puncdo da veia jugular juntamente com todos os
exames ultrassonogréficos Doppler. As amostras foram centrifugadas (1500g/10 min)
para separagdo do plasma, e armazenadas a —20°C em criotubos até o momento do
ensaio.

A concentracdo de LH foi analisada por meio de Radioimunoensaio (RIA)

utilizando duplo anticorpo, gerado em coelhos contra gonadotrofina coriénica equina e
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LH ovino radioiodo, previamente validado (THOMPSON et al., 1983). O coeficiente de
variagdo intra- e interensaio foram 3,2% e 7,0%, respectivamente e a sensibilidade foi
0,4 ng/mL.

Andlise estatistica
Inicialmente, a distribuicdo das varaveis foi analisada e estatisticas descritivas

foram produzidas para construir curvas de variacdo percentual. Para visualizacdo da
normalidade de distribuicdo dos dados, a avaliacdo das varidveis respostas foi realizada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Somente os valores para concentracdo de LH ndo seguiram
distribuicdo normal e foram transformados para escala log para analise.

Analise de Variancia (PROC GLM, SAS Institute, 2011) foi utilizada para
comparar o tempo médio (horas) de ovulacdo entre os grupos. Modelos de medidas
repetidas (PROC MIXED, SAS Institute, 2011) foram usados para comparar a
vascularizacéo (%) e concentracdo de LH (ng/mL), entre os tratamentos e momentos.

Um termo de interacdo entre tratamento e momento foi incluido nos modelos
para testar a hipotese de que a diferenca entre tratamentos foi dependente do momento
analisado. Uma estrutura de covariancia auto-regressiva foi usada para modelar a
correlacéo entre as medidas repetidas dentro da mesma égua. O teste de Tukey foi usado
para ajustar os valores-P resultantes de comparagdes multiplas da PVF. O nivel de
significancia estatistica foi definido como P < 0,05 e a tendéncia estatistica entre 0,1 e
0,05. Dados séo apresentados como médiazE.P.M.

Um modelo de regresséo linear (PROC REG, SAS Institute, 2011) foi utilizado
para avaliar a concordéncia das notas de vascularizacdo folicular entre os dois
observadores. Houve alta correlagdo (r = 0,72; P < 0,0001) entre as notas dos
avaliadores entre os momentos e a média entre os dois avaliadores foi utilizada. Foi
realizada uma correlacdo de Pearson para avaliar a correlacdo entre a vascularizacao

folicular e as concentragOes de LH entre 0s momentos e grupos.

RESULTADOS
O intervalo entre 0 momento em que foi realizado o tratamento (HO) e o

momento da ovulacdo foi mais longo (P < 0,0001) no grupo controle (80,00+3,38
horas) quando comparado aos grupos GnRH e hCG (40,06+£1,05 e 37,70+0,47,

respectivamente).
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Efeito de grupo (P < 0,05) foi detectado para perfuséo vascular folicular (PVF).
Animais do grupo GnRH apresentaram maior PVF media (40,43+6,38%) quando
comparado aos grupos hCG e controle (35,46+3,90 e 30,03+4,38%, respectivamente)
desde HO até o momento da ovulacdo. Né&o foi encontrado efeito de momento e efeito de

momento dentro dos grupos (P > 0,05) (Figura 3).

60+ G: p< 0,031 60+

Perfusdo Vascular
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Figura 3. MédiazE.P.M para perfusdo vascular da parede folicular (%) de éguas tratadas com 1,5 mg de
deslorelina, 2.5000 UI hCG ou 2 mL NaCL 0,9% na presen¢a de foliculo >35mm associado a edema
uterino. Efeito de grupo (G) é mostrado; grupos com letras minasculas diferentes sdo diferentes.
HO=momento imediatamente anterior ao tratamento. Seta indica momento do tratamento. Seta indica
momento do tratamento. OV=momento em que ocorreu a ovulagéo.

A concentracdo média de LH entre H1 e H18 foi maior (P < 0,05) no grupo
GnRH (11,60£2,36 ng/mL) do que nos grupos hCG e controle (4,09+0,83 e 5,82+1,35
ng/mL). Em éguas do grupo GnRH, um aumento (P < 0,001) na concentragdo
plasméatica de LH foi detectado entre a HO e H1, atingindo valor maximo na H7
(13,92+2,61ng/mL). Houve uma diminui¢cdo numerica (P > 0,005) a partir da H10, e
uma diminuicgéo (P = 0,008) na concentracdo de LH foi observada a partir da H18.

Nos grupos controle e hCG a concentracdo plasmatica de LH foi constante
durante as primeiras 12 horas pos-tratamento. Um aumento na concentragcdo de LH (P
<0,001) foi detectado entre H18 e H30 no grupo hCG. Durante as Gltimas seis horas
anteriores a ovulagdo (H -6 a H -1) a concentracdo de LH foi mais alta (P < 0,001) do
que a encontrada na hora anterior ao tratamento (HO) no grupo GnRH e hCG.

As concentracdes plasmaticos de LH foram semelhantes entre os grupos GnRH e
hCG em todos os momentos, exceto entre a H5 e H12. O perfil de LH foi semelhante
entre os grupos GnRH e controle exceto entre H7 e H9. O grupo controle exibiu

concentracdes de LH semelhantes ao grupo hCG durante todo o experimento (Figura 4).
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A correlacdo entre a PV da parede folicular e as concentragdes plasmaticas de
LH foi baixa nos grupos GnRH, hCG e controle (r = +0,29; +0,29, -0,23; P < 0,0001).
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Figura 4. MédiazE.P.M para concentracdo plasmaticas de LH (ng/mL) de éguas tratadas com 1,5 mg de
deslorelina, 2.5000 UI hCG ou 2 mL NaCL 0,9% na presen¢a de foliculo >35mm associado a edema
uterino. * indica diferenca entre horas dentro do grupo GnRH, # indica diferenca entre o grupo GnRH e
hCG para cada hora, ° indica diferenca entre grupo GnRH e controle para cada momento. HO=momento
imediatamente anterior ao tratamento. Seta indica momento do tratamento. OV=momento em que ocorreu
a ovulagdo.

DISCUSSAO
Eguas dos grupos GnRH e hCG ovularam em 40,06+1,05 e 37,70+0,47 horas,

respectivamente. Semelhante ao que foi relatado na literatura para éguas induzidas com
deslorelina 41,4+9,4 e hCG 36,0+2,1 horas (FERRIS et al., 2011; GASTAL et al.,
2006). As eguas do grupo controle apresentaram um intervalo maior entre o inicio do
acompanhamento ultrassonografico até a ovulagédo, 80,00+£3,38 horas, como relatado:
78,4%6,3 horas (GASTAL et al., 2006) e 81.2+6.1 horas (GINTHER et al., 2009).

Em uma pesquisa a PVF inicial de 65% na HO apresentou aumento progressivo
de até 90% na H36 apos tratamento com hCG ou NaCl 0,9%, e diminuicdo brusca até
40% de PVF na hora imediatamente anterior a ovulagdo (GASTAL et al., 2006). Ao
contrario desta variagdo da PVF entre momentos ndo houve variagdo da PVF apds
tratamento com deslorelina, hCG ou NaCl 0,9% entre os momentos avaliados. Esta
diferenga pode ser devido aos menores valores e decorrente menor variagdo da PVF
encontrada no presente estudo, com valor de aproximadamente 30% na HO e de 20% a
40% na hora imediatamente anterior a ovulagéo.

Efeito de grupo foi detectado para PVF, sendo maior nas éguas do grupo GnRH.
Quando inducdo com hCG ou analogo de GnRH buserelina foi comparada em vacas a

média da PVF entre a hora 0 e hora 24 foi maior nas vacas tratadas com hCG do que nas
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tratadas com GnRH (ASLAN et al., 2011). Esta discrepancia pode ser decorrente da
maior poténcia da deslorelina quando comparada com a buserelina (CONN;
CROWLEY, 1991), o que pode ter ocasionado maior PVF nas éguas induzidas com este
analogo de GnRH mais potente.

A PVF do grupo hCG ndo diferiu do grupo controle durante as horas apds
tratamento com hCG até a ovulagdo, assim como ja tinha sido reportado na literatura
(GASTAL et al., 2006). A concentracdo meédia de LH entre H1 e H18 foi maior (P <
0,05) no grupo GnRH do que nos grupos hCG e controle. Similarmente, a concentragéo
plasmética de LH na circulacdo periférica das éguas tratadas com GnRH era de 3 a 4
vezes maior do que de éguas do grupo controle (VELEZ et al., 2012). Estas observacdes
sdo decorrentes da diferente forma como esses indutores da ovulacdo agem. A hCG
estimula maturacdo e ovulacdo em foliculos pré-ovulatérios durante o estro por ligacédo
com receptores de LH foliculares, mimetizando a a¢do do LH enddgeno ao produzir um
aumento pré-ovulatorio exdgeno de LH (ADAMS et al., 1986). A deslorelina estimula a
liberacdo enddgena de LH e FSH pela parte anterior da hipofise. Portanto, as
concentragfes plasmaticas de LH enddgenas vao aumentar rapidamente quando se
utiliza deslorelina, pois esta age sobre o hipotdlamo. Quando se utiliza hCG as
concentragfes plasmaticas de LH enddgeno vdo permanecer constantes inicialmente,
pois esta vai agir como um LH exdgeno.

Como esperado, a concentracdo de LH em éguas controle ndo aumentou logo
apos o tratamento, ja que concentragdes mais altas de LH so védo ocorrer um dia apés a
ovulacdo em éguas (FREEDMAN et al., 1979; MUMFORD et al., 1995; JOHNSON et
al., 2000; GINTHER et al., 2006).

Nas eguas do grupo GnRH um aumento na concentracdo plasmatica de LH foi
detectado ap6s uma hora (H1) atingindo valor méximo na H7. Uso subcuténeo de
deslorelina levou a um aumento de LH antes da ovulacdo entre 12 a 24 horas apds
tratamento (MUMFORD et al., 1995). Quando deslorelina injetavel foi utilizada nove
dias ap6s a ovulacéo de éguas, a concentracdo de LH atingiu valor maximo quatro horas
apos tratamento e permaneceu elevada até 12 horas apds tratamento, seguido de uma
diminuicdo (KINO et al., 2014). Estes achados corroboram com a existéncia de um
estimulo da deslorelina sobre o LH antes da ovulacdo, essencial para a ocorréncia da
ovulagdo em um menor intervalo de tempo (MUMFORD et al., 1995).

O RIA utilizado ndo possui reacdo cruzada com LH exdgeno, desta forma as

concentracdes de LH detectadas permaneceram constantes durante as primeiras 12 horas
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no grupo hCG. Um subsequente aumento na concentragdo de LH foi detectado entre a
H18 e H30. Em éguas tratadas com hCG o nivel de LH, avaliado com ensaio que ndo
detecta hCG, permaneceu constante até a hora 24 apos tratamento quando houve um
aumento que continuou até a hora 72 (GINTHER et al., 2009). Este aumento €
decorrente da producdo enddgena de LH no momento em que o foliculo atinge
maturidade, ap6s a ac¢ao inicial do hCG como LH exdgeno (EVANS et al., 2007).

Durante as Ultimas seis horas anteriores a ovulacdo (H -6 a H -1) a concentracédo
de LH foi mais alta do que a encontrada na hora anterior ao tratamento (HO) no grupo
GnRH e hCG (Figura 1). No grupo controle, a concentragdo de LH foi mais alta (P <
0,001) na H -1 quando comparada com a HO. Eguas que nio foram tratadas com
indutores de ovulacdo ndo tiveram a maturacdo de seus foliculos adiantada, portanto
logo antes da ovulacdo as concentracfes endogenas de LH estdo mais altas ja que é
esperado um aumento de LH proximo a ovulagdo (FREEDMAN et al., 1979;
MUMFORD et al., 1995; JOHNSON et al., 2000; GINTHER et al., 2006).

N&o foi observada uma correlagdo entre a variagdo da PVF e as concentracOes
plasméaticas de LH. Outros estudos apontam para auséncia de correlagdo entre
hormdnios e PVF. Como o fato de foliculos de éguas velhas (>20 anos) tratadas com
eLH apresentarem PVF maior do que éguas jovens (entre 4 e 9 anos). Evidéncia de que
nédo existe uma relacdo direta entre concentragdes de LH e PVF (ALTERMATT et al.,
2012), ja que éguas velhas possuem menores concentragdes de LH quando comparadas
com éguas jovens (GINTHER et al., 2008). Similarmente, em vacas tratadas com
GnRH, houve um aumento da PVF oito horas antes da ovulacéo o ndo foi acompanhado
de variacdo nas concentragdes plasmaticas de LH (SIDDIQUI et al., 2010).

Embora alguns estudos apontem para relagdes entre gonadotrofinas e PVF estas
ndo sdo suficientes para esclarecer alteracbes na PVF de foliculos pré-ovulatorios.
Hormonios, fatores de crescimento e substancias vasoativas parecem estar inter-
relacionados com 0s mecanismos que levam a alteracdes na PVF (ACOSTA et al.,
2004; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004; WATSON; AL-ZI’ABI, 2002; GASTAL et al.,
2006; SIDDIQUI et al., 2010). VEGF, fator de crescimento que regula a angiogénese
fisiolégica do aparelho reprodutivo, ndo foi expressa em foliculo que sofreram atresia
em mulheres (FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997; SUZUKI et al., 1998). Em
contrapartida, houve upregulation das isoformas de VEGF em foliculos coletados de
vacas imediatamente ap6s o pico de LH decorrente de aplicacdo de GnRH. Apos

ovulacdo a VEGF continuou a sofrer upregualtion, indicando que este fator de
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crescimento possui um importante papel na ruptura do foliculo dominante (BERISHA et
al., 2008). Fluido folicular de foliculos anovulatérios com 30 mm de didmetro
apresentou menores concentracdes de IGF-1, o qual atua no desenvolvimento folicular e
VEGF. Estes achados servem para elucidar diferencas de PVF durante as fases da
estacdo reprodutiva, sendo o foliculo pré-ovulatério mais irrigado devido a maior
namero de vasos, vasos de maior tamanho ou vasos mais tortuosos (ACOSTA et al.,
20044a). Sdo necessarias mais pesquisas para elucidar o mecanismo de variacdo de PVF
e concentracfes plasmatica de LH em éguas tratadas com deslorelina, hCG ou NaCl
0,9%.

CONCLUSAO
A US Doppler ndo parece ser uma ferramenta capaz de predizer com acurécia a

capacidade ovulatéria de um foliculo e 0o momento da ovulagdo. Concentracdes
plasmaticas de LH ndo sdo responsaveis pela variacdo de PVF em éguas sendo
necessarias mais pesquisas que apontem quais mecanismos estdo envolvidos com

alteracdes da PVF.
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The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+, not as Ca++.
Isotope numbers should precede the symbols, e.g. 180.

The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably
possible; instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in
the case of a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being
described as the end product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P205).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature
may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in
the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.
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Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation
for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with
accordingly. For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific
feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced.
Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do not
obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g.
changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

External link http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the



59

resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF)
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color
reproduction in print. For further information on the preparation of electronic artwork, please
see External link http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Ilustration services

Elsevier's WebShop (External link http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers
Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality
of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific,
technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image
'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a
professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions
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Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical
rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate
results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.qg., after the reference list)
under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations
in the text) to other articles in the same Special Issue.
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Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:
Reference to a journal publication:

[1] Papa FO, Melo CM, Monteiro GA, Papa PM, Guasti PN, Maziero RRD, et al. Equine
perineal and vulvar conformation correction using a modification of Pouret's technique. J
Equine Vet Sci 2014;34:459-64.

Reference to a book:
[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS,
Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p.
281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by ‘et al.' For further details you are referred to 'Uniform
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also External link
http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
External link http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their
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own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available at External link http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this
journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation
after acceptance of their paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: External link
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable,
please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the
material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
External link http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
» E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal
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» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print

» If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied
for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at External link
http://support.elsevier.com.



