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RESENDE, H.L. Comparacdo da perfusédo vascular folicular, luteal, uterina e
perfil hormonal plasmatico entre éguas jovens e idosas suplementadas ou nao
com L-arginina. Botucatu, 2014. 103p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

RESUMO

A perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatério vem sendo positivamente correlacionada
com a fertilidade. De forma similar, o aumento da perfusao vascular do Utero pode resultar
em menores taxas de perda embrionaria. A ultrassonografia Doppler permite uma
avaliacdo néo invasiva e em tempo real da hemodinamica de tecidos e 6rgéos. Estudos
recentes em éguas, assim como em outras espécies, demonstraram que o aminoacido L-
arginina (Arg) aumenta a perfusdo vascular do sistema reprodutivo. Os objetivos do
presente estudo foram: a) comparar a perfusdo vascular folicular, luteal e uterina e o perfil
hormonal entre éguas jovens e idosas; b) avaliar o efeito da suplementacdo do
aminoacido L-arginina sobre a perfusao vascular folicular, luteal e uterina, e sobre o pefrfil
hormonal de éguas de diferentes idades. Para tanto, foram utilizadas 10 éguas jovens (4-
10 anos de idade) e 12 éguas idosas (= 20 anos). Amostras de sangue foram coletadas
diariamente para analise de FSH, LH, P4 e E2, por radioimunoensaio. A perfuséo vascular
folicular, luteal e uterina ndo diferiu entre éguas jovens e idosas no ciclo controle. As
concentracbes plasméticas de FSH e LH foram maiores em éguas jovens; as
concentracdes plasmaticas de P4 foram superiores em éguas idosas, e ndo houve
diferenca nas concentracfes plasmaticas de E2 entre os grupos no ciclo controle. A
suplementacdo com o Arg apresentou um efeito positivo na vascularizacdo uterina de
éguas jovens entre o D-1 e D3 e no D6, e na vascularizagdo do CL de éguas idosas no
D8. Conclui-se que a suplementacdo com Arg ndo apresentou efeito, na maioria dos
parametros avaliados sobre a perfusdo vascular folicular, luteal e uterina tanto de éguas
jovens como de idosas, tendo sido observado um efeito positivo em alguns momentos na
perfusdo vascular uterina de éguas jovens, e na perfusao vascular luteal de éguas idosas.
A suplementag¢do com Arg também apresentou um efeito positivo sobre o perfil hormonal
das éguas.

Palavras-chave: Doppler, vascularizagdo, arginina, égua e senilidade.
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RESENDE, H.L. Comparison of follicular, luteal, uterine vascular perfusion and
plasmatic hormonal profile between young and old mares supplemented or not
with L-arginine. Botucatu, 2014. 103p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

Vascular perfusion of preovulatory follicles has been positively correlated with the fertility.
Similarly, increased uterine vascular perfusion can result in lower rates of embryonic loss.
Doppler ultrasonography allows a noninvasive and real-time hemodynamic assessment of
tissues and organs. Recent studies in mares, as well as in other species, have
demonstrated that the amino acid L-arginine (Arg) increases vascular perfusion of the
reproductive system. The aims of this study were: a) to compare follicular, luteal and
uterine vascular perfusion and hormonal profile between young and old mares; b) to
evaluate the effect of supplementation of the amino acid L-arginine on the follicular, luteal
and uterine vascular perfusion and on the hormonal levels of mares of different ages. For
this, 10 young mares (4-10 years old) and 12 old mares (= 20 years) were used. Blood
samples were collected daily for analysis of FSH, LH, E2 and P4 by RIA. The follicular,
luteal and uterine blood flow did not differ between young and old mares in the control
cycle. Plasma concentrations of FSH and LH were higher in young mares; P4 plasma
concentrations were higher in older mares, and there was no difference in plasma
concentrations of E2 between groups in the control cycle. Arg supplementation had a
positive effect on the uterine vascularization of young mares between the D-1 and D3 and
D6, and CL vascularization of the old mares in the D8. In conclusion, supplementation with
Arg had no effect on most parameters assessed related with follicular, luteal and uterine
vascular perfusion in both young and old mares, however a positive effect have been
observed in some moments in uterine vascular perfusion of young mares and in the luteal
vascular perfusion of old mares. Supplementation with Arg also had a positive effect on
hormonal status of the mares.

Keywords: Doppler, vascularization, arginine, mare and senility.



1. INTRODUCAO

Muitas sdo as inovacdes tecnoldgicas que permitem o avanco diagndstico e
terapéutico na Medicina Veterinaria. A ultrassonografia em escala cinza (modo-B)
revolucionou o diagnostico e monitoramento dos eventos reprodutivos fisiolégicos e
patolégicos em equinos, tanto na clinica como na pesquisa. A ultrassonografia
Doppler € um método recente e emergente na Medicina Veterinaria e vem sendo
aplicada com sucesso na reproducdo equina. A ferramenta Doppler associada a
ultrassonografia convencional fornece informacdes em tempo real sobre a arquitetura
vascular e os aspectos hemodinamicos dos vasos em diversos 0rgaos, além de ser
um método de diagnéstico ndo invasivo.

A ultrassonografia Doppler via transretal vem sendo utilizada em estudos
clinicos da hemodinamica ovariana e uterina em grandes animais (BOLLWEIN et al.,
2002a; GINTHER & UTT, 2004; GINTHER, 2007).

A perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatério apresentou uma associacao
positiva com o estabelecimento da gestagcdo em éguas (SILVA et al., 2006). Da
mesma forma, o aumento da perfusdo vascular luteal foi relacionado ao
desenvolvimento estrutural e funcional do corpo luteo (GINTHER et al., 2007a). Ao
passo que a perfusao vascular uterina tem um padréo ondular, com picos de irrigacéo
entre os dias 4 e 6 ap0s ovulacdo e no estro (BOLLWEIN et al., 2002a).

Em funcdo do melhoramento genético lento na espécie equina, o plantel em
atividade reprodutiva € composto, em grande parte, por animais idosos.
Adicionalmente, a selecdo nesta espécie néo é realizada baseando-se nos critérios de
fertiidade, e o alto valor da prole faz com que muitas éguas permanecam em
programas de reproducdo assistida, mesmo com idade avancada, reduzindo os
indices de fertilidade do plantel.

O declinio da fertilidade relacionado a idade em fémeas tem pelo menos dois
componentes basicos: a diminuicdo da taxa de gestacdo por ciclo e aumento das
taxas de morte embrionaria e abortamento. As éguas senis possuem uma reduzida
populacdo de foliculos antrais (CARNEVALE, 2008), um prolongado periodo
interovulatério (CARNEVALE et al., 1993a), e baixas concentracdes plasmaticas de
LH comparado a éguas jovens (JACOB, 2007), podendo estas serem algumas das



provaveis explicacbes para estes resultados insatisfatérios, como a queda da
fertilidade.

A sub ou infertilidade foi associada a uma menor perfusdo vascular uterina,
onde éguas com fertilidade normal tiveram maior irrigacdo uterina comparada com as
éguas sub ou inférteis (ESTELLER-VICO et al., 2010).

Adicionalmente, as éguas idosas podem apresentar uma maior porcentagem
de deformidades anatébmicas, prejudiciais para reproducdo, como ma coaptacao e
conformacdo de vulva. Além de serem mais susceptiveis a endometrite pos-
cobertura, devido a falhas no processo de limpeza uterina e drenagem linfatica
(TROEDSSON et al., 1993).

A L-Arginina (Arg) é um aminoacido, sendo um dos aminoacidos essenciais na
nutricdo equina (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007). A converséo da L-arginina
em L-citrulina resulta na producdo de Oxido nitrico (NO) entre outros compostos
(ROSSELLI et al., 1998). O NO é um potente vasodilatador e um mediador essencial
para a formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e manutencéo da funcao,
do tonus e integridade vascular (SYNDER, 1995; JAROSZEWSKI et al., 2001;
ALBRECHT et al., 2003). A suplementacdo de Arg tem demonstrado melhorar as
funcBes reprodutiva, cardiovascular, pulmonar, renal, hepatica, gastrointestinal e
funcdes imunoldégicas em varias espécies (WU et al., 2009). No sistema reprodutivo,
Battaglia et al. (1999) observaram que mulheres tratadas com Arg tiveram melhor
resposta ao tratamento superovulatério com maior nimero de odcitos e embrides,
além do aumento da perfusdo vascular uterina, sugerindo uma melhor receptividade
do utero ao embrido.

Em éguas, este aminoacido acelerou a involugéo uterina no puerpério, além de
um aumento na perfusdo vascular do utero e do foliculo dominante, quando
comparadas as éguas ndo suplementadas (MORTENSEN et al., 2011; KELLEY et al.,
2013).

Em funcdo do exposto, o presente trabalho teve como objetivo comparar a
perfusdo vascular folicular, luteal e uterina, por meio da ultrassonografia Doppler, e o
perfil hormonal (LH, FSH, E2 e P4) de éguas jovens e idosas; assim como avaliar o
efeito da suplementagdo diaria com o aminoéacido L-arginina sobre a perfusdo
vascular folicular, luteal e uterina, e perfil hormonal (LH, FSH, E2 e P4) de éguas

jovens e idosas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ultrassonografia Doppler

A ultrassonografia modo-B (escala de cinza) vem sendo amplamente
utilizada na reproducao equina, com a finalidade de obter informacdes funcionais e
estruturais do tecido avaliado. A ultrassonografia Doppler, por sua vez, adiciona
informacdes sobre o fluxo sanguineo, possibilitando avaliar a hemodinamica do
local de interesse (GINTHER & UTT, 2004). Esta ferramenta de avaliacdo ndo
fornece apenas informacdes atuais da estrutura, como também pode ser capaz de
predizer condi¢des futuras, como o potencial de dominancia de um foliculo ou
ainda sua capacidade ovulatéria (GINTHER, 2007).

Esta técnica € fundamentada no efeito Doppler, que se baseia em
alteracdes nas frequéncias das ondas emitidas ou refletidas por um objeto em
movimento, em relacdo a um observador estatico (GINTHER & UTT, 2004). Na
ultrassonografia, as hemacias sdo os corpos refletores em movimento e o
transdutor corresponde ao observador. Deste modo, conforme a velocidade e a
direcdo das heméacias mudam, as imagens ultrassonogréficas apresentam cores e
tonalidades diferentes (FEIGENBAUM, 1986; VERMILLON, 1997).

A ultrassonografia Doppler envolve duas modalidades, o Doppler espectral
e o colorido, com avaliacdes diferentes da area de interesse.

No modo espectral ou pulsado, as informag¢des do fluxo sanguineo em
funcdo do tempo sdo demonstradas na forma de um grafico, onde o eixo
horizontal representa o tempo e o eixo vertical a frequéncia de deslocamento
Doppler (FINN-BODNER & HUDSON,1998; CARVALHO, 2009). Neste grafico, a
linha de base horizontal representa o fluxo zero, o fluxo em dire¢céo ao transdutor €
representado acima da linha de base e abaixo desta linha é demonstrado o fluxo
em direc&o oposta (FINN-BODNER & HUDSON,1998; SZATMARI et al., 2001).

A analise quantitativa da onda espectral é baseada na mensuracdo das
velocidades do fluxo sanguineo de uma artéria especifica: velocidade de pico
sistélico (PSV), velocidade diastélica final (EDV) e velocidade maxima média



(TAMV). O valor méaximo ao longo do gréfico espectral é representado pelo PSV, a
velocidade final de um ciclo cardiaco é representada pelo EDV e a média de todas
as velocidades maximas de um ciclo cardiaco € indicada pelo TAMV (GINTHER,
2007).

Utilizando os valores das velocidades de fluxo sanguineo é possivel
determinar os indices hemodinamicos: indice de pulsatilidade (PI) e indice de
resisténcia (RI). O PI possibilita a avaliacdo da resisténcia vascular (CERRI et al.,
1996), enquanto o Rl é um valor adimensional, que representa a resisténcia
encontrada pelo fluxo sanguineo durante a perfusdo de um determinado 6rgéo
(RIVERS et al., 1996; SHOKEIR et al., 2002). Estes indices expressam a relacao
entre a extensao da resisténcia (Rl) e extensdo da perfusdo vascular (Pl), e
apresentam uma relacdo inversamente proporcional com a perfusdo vascular
(ACOSTA et al., 2004a; GINTHER & UTT, 2004).

No Doppler espectral, as caracteristicas do fluxo sanguineo de um
determinado vaso sdo acessadas por meio do posicionamento de um cursor de
volume de amostra (gate) sobre o Ilimen do vaso, sendo gerado o grafico
espectral (Figura 1; GINTHER & UTT, 2004).

As velocidades do fluxo sanguineo sdo calculadas considerando-se, além
do efeito Doppler, o dngulo Doppler, que é formado entre o eixo do vaso e da onda
sonora. Assim, para adquirir uma imagem de qualidade, o posicionamento do
transdutor € importante, preconizando-se a utilizacdo de um angulo Doppler entre
30° e 60° (GINTHER & UTT, 2004). No entanto, este angulo € praticamente
impossivel de ser determinado em vasos tortuosos e de baixo calibre, como os
encontrados no sistema reprodutivo. Deste modo, somente os indices Doppler (RI
e PI) sdo utilizados, uma vez que nao sofrem interferéncia do angulo Doppler
(SILVA et al., 2005).
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FIGURA 1: Imagem ultrassonografica ho modo Doppler espectral, de uma artéria localizada no
mesomeétrio uterino.O posicionamento do cursor Doppler esta sobre o limen do vaso sanguineo
obtendo um gréfico espectral. A velocidade maxima é representada pelo pico sistélico (PSV) e a
velocidade final de um ciclo cardiaco é representada pela velocidade diastolica final (EDV). Fonte:

Ferreira et al., 2011.

No Doppler colorido, diferentemente do Doppler espectral, o volume da
amostra dentro de uma regido circunscrita (caixa colorida) é maior. Cada sinal
obtido passa por um processamento isolado que é codificado por cores em
relacéo ao sentido do movimento e da velocidade de cada ponto analisado. Sobre
a imagem em modo-B é apresentada uma outra imagem, colorida, que representa
um mapeamento dos elementos moveis em relagéo a intensidade e ao sentido do
movimento (KAWAKAMA et al., 1993). Por convencgdao, o fluxo que se direciona ao
sentido do transdutor é representado em vermelho, enquanto o fluxo que se afasta
em azul (FINN-BODNER & HUDSON, 1998; SZATMARI et al., 2001). Os fluxos
mais rapidos apresentam tonalidades mais claras, como amarelo e laranja em
direcéo ao transdutor, ou tons de azul claro e verde, quando em sentido contrario
(CARVALHO et al., 2008).

No Power Doppler a imagem obtida € semelhante ao Doppler colorido,
entretanto a movimentacdo do fluxo sanguineo é processada utilizando apenas

uma escala de cor, laranja, e a intensidade dos pontos coloridos variam de acordo



com a for¢ca dos sinais Doppler (nimero de hemacias movendo-se em uma
velocidade especifica) (SZATMARI et al., 2001).

2.1.1. Avaliacdo ovariana por meio da ultrassonografia Doppler

Em equinos, a camada medular do ovério e sua extensdo vascular se
encontram na porcao externa, enquanto o cértex, onde ha o crescimento folicular,
€ interno, exceto no ponto onde atinge a superficie, denominado fossa de
ovulacdo, sendo esta oposta a fixacdo do mesovario na curvatura dorsal
(GINTHER, 2007).

A perfusdo vascular ovariana pode ser avaliada de forma objetiva e
subjetiva. A primeira utiliza-se do modo Doppler espectral da artéria ovariana,
localizada no pediculo ovariano, sendo este caracterizado por um conglomerado
de vasos adjacentes ao ovario em sua porcéo lateral (Figura 2; BOLLWEIN et al.,
2002a). Devido ao pequeno calibre e tortuosidade desta artéria, sdo utilizados
apenas os indices Doppler (Pl e RI), por ndo sofrerem influéncia do angulo

Doppler, como citado anteriormente (GINTHER, 2007).
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FIGURA 2: Exame ultrassonografico Doppler modo espectral. Coleta de dados espectrais realizada

na artéria ovariana, em corte transversal do pediculo ovariano de égua. Fonte: Arquivo pessoal.



A analise subjetiva da perfuséo vascular folicular utiliza o Doppler colorido,
avaliando, em tempo real, a porcentagem da parede folicular que apresenta sinais
Doppler coloridos (Figura 3; GASTAL et al., 2006; GINTHER, 2007).

FIGURA 3: Exame ultrassonografico Doppler modo colorido. Corte transversal do foliculo de égua,

mostrando a perfuséo vascular através dos sinais coloridos. Fonte: Gastal et al., 2006.

Da mesma forma, o corpo liteo (CL) pode ser avaliado em tempo real de
forma subjetiva, levando-se em consideracdo a porcentagem da area luteinizada
com sinais Doppler coloridos (Figura 4; GINTHER & UTT, 2004). Adicionalmente,
as imagens mais representativas do exame, caracterizadas por apresentarem
maior quantidade de pixels coloridos em sua maior area luteal, podem ser
selecionadas e 0 numero total de pixels coloridos contados utilizando-se softwares
especificos. (BOLLWEIN et al., 2002b).



FIGURA 4: Exame ultrassonografico Doppler modo colorido. Corte transversal do corpo lateo de

égua, mostrando a perfuséo vascular através dos sinais coloridos. Fonte: Mckinnon et al., 2011.

2.1.2. Avaliacao uterina por meio da ultrassonografia Doppler

Similarmente a avaliacdo ovariana, a perfusao vascular uterina pode ser
analisada de forma subjetiva e objetiva. A andlise subjetiva é estimada de acordo
com o numero de sinais Doppler coloridos presentes no endométrio, miométrio e
mesomeétrio. A classificacao é realizada em escores de 1 a 4, indicando minima e
maxima vascularizacdo, respectivamente, durante exame continuo de no minimo
um minuto (SILVA et al., 2005). Adicionalmente, similar ao utilizado para CL, pode
ser realizada a contagem de pixels das imagens mais representativas de cada
exame (SILVA et al., 2005).

A andlise objetiva da perfusdo vascular uterina se faz por meio do modo
Doppler espectral, onde sao utilizados, assim como na avaliagdo objetiva
ovariana, apenas os indices Doppler. Esta avaliagdo pode ser realizada em dois
locais distintos: em vasos de grande calibre (artéria uterina), como descrito por
Bollwein et al. (1998; Figura 5), ou em vasos locais de pequeno calibre presentes
no mesomeétrio (SILVA et al., 2005).
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FIGURA 5: Exame ultrassonografico Doppler modo espectral. Coleta de dados espectrais
realizada na artéria uterina, em corte transversal do corno uterino de égua. Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.  Hemodinamica do Sistema Reprodutivo

2.2.1. Perfusao vascular folicular

A hemodinamica folicular ainda néo foi totalmente caracterizada ao longo
de todo o ciclo estral em equinos, e quando o foliculo pré-ovulatério € o foco dos
estudos ainda sdo encontradas controvérsias entre os autores. De acordo com
Acosta et al. (2004a), dois dias antes do desvio folicular ha um aumento da
perfusdo vascular no futuro foliculo dominante, ao passo que ha uma diminui¢ao
desta nos foliculos subordinados, quando analisadas as velocidades (PSV e
TAMV) por meio da avaliagdo Doppler espectral de vasos presentes na parede
folicular. Durante a fase de dominancia folicular, Gastal et al. (2006) observaram,
por meio da avaliagdo subjetiva, que a perfuséo vascular do foliculo pré-ovulatério
continua a aumentar de acordo com a maturacdo folicular e atinge valores
maximos (80 a 90% da parede folicular com pontos coloridos) entre 36 e 12 horas

que antecedem a ovulacdo. Depois deste periodo, durante as quatro horas que
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antecedem a ovulacdo, hd uma diminuicao progressiva da perfusdo vascular até o
momento da ovulacdo (GASTAL et al., 2006).

Quando correlacionada a perfusdo vascular subjetiva do foliculo pré-
ovulatorio com a taxa de gestacdo em éguas, Silva et al. (2006) observaram que,
30 horas apés a inducdo da ovulacdo com hCG (Gonadotrofina Coribnica
Humana), o grupo que se tornou gestante apresentava maior perfusao vascular do
foliculo pré-ovulatério. Neste mesmo momento de avaliacdo, ndo foram
observadas diferencas nas caracteristicas da parede folicular a ultrassonografia
modo-B entre os animais que se tornaram ou nao gestantes.

Em outro estudo, Acosta et al. (2004b), avaliaram subjetivamente a
perfusdo sanguinea de foliculos dominantes ovulatorios e anovulatérios, durante o
periodo de transicdo de primavera. Foi observado que os foliculos ovulatérios de
30 mm de didmetro apresentaram uma area média de fluxo sanguineo na parede

folicular duas vezes maior que os foliculos anovulatérios de mesmo diametro.

2.2.2. Perfusao vascular luteal

O corpo luteo (CL) tem sua funcdo dependente do seu suprimento
sanguineo, tanto para a obtencdo de precursores esterdides, quanto para a
liberacdo de progesterona (P4) na circulagdo sanguinea (FERREIRA-DIAS et al.,
2006).

Em éguas ja foi demonstrada a relagdo existente entre a perfusdo vascular
luteal e o desenvolvimento estrutural e funcional do CL (BOLLWEIN et al. 2002b;
GINTHER et al., 2007a). ApGs a ovulacado, a perfusdo vascular do CL aumenta de
forma constante e progressiva, até envolver praticamente toda sua circunferéncia,
no sexto dia apos ovulagdo (GINTHER et al.,, 2007a). Durante a fase luteal
intermediaria (D8 a D14), a perfusdo vascular do CL apresenta valores maximos,
seguido por uma queda durante o periodo de lutedlise (D15 a D17), caso ndo haja
0 reconhecimento materno da gestacao (Figura 6; GINTHER et al., 2007a). Ao
passo que a producao de P4 também aumenta progressivamente, até o D5, atinge
seus niveis plasmaticos mais altos em torno do D8 e cai abruptamente apos a

lutedlise, sendo, desta forma, caracterizada uma relagdo temporal entre a
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vascularizagéo luteal e o desenvolvimento estrutural do CL e a producéo de P4
(GINTHER et al., 2007a).
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FIGURA 6: Média + EPM dos valores da concentracao plasmética de P4, area do CL, e percentual
da é&rea vascularizada do CL. Os asteriscos indicam valores médios do inicio (p<0,05) de um
aumento ou decréscimo para cada ponto. O = dia da ovulacdo. Fonte: Adaptado de Ginther et al.,
2007a.

A analise do CL por imunohistoquimica confirmou os achados obtidos por
ultrassonografia Doppler. O periodo entre o DO e D2 corresponde a luteogénese,
apresentando ainda uma vascularizacdo incompleta. Em seguida, ocorre uma
invasdo das células endoteliais na cavidade do corpo hemorragico, iniciando o
processo de vascularizacdo entre as células luteais. Em torno do D10 ha uma
completa e densa rede de capilares que, no D14, durante a fase inicial da
regressao luteal, apresenta um pequeno decréscimo em sua area e densidade dos
micro vasos. ApoOs a lutedlise, por volta do D17, j4 ocorreu a regresséo da rede
vascular encontrada na fase latea intermediaria (AL-ZI’ABI et al, 2003).

Recentemente, Romano et al. (2012) demonstraram que tanto foliculos pre-

ovulatérios com baixa quanto com alta perfusdo vascular originaram CLs com uma
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extensa vascularizacdo e producdo adequada de P4. Comprovando que o status
funcional do CL nédo é afetado pela perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatorio
gue o originou.

N&o existe uma relacdo entre o diametro luteal e as mudancas do fluxo
sanguineo da artéria ovariana ipsilateral ao CL, sugerindo que o processo de
neovascularizagdo ndo estd associado as dimensdes do CL (BOLLWEIN et al,
2002b). Da mesma maneira, Arruda et al. (2001) observaram que nao ha relacao

entre a area do CL e a producéo de P4.

2.2.3. Perfusao vascular uterina

Em éguas, assim como em outras espécies domeésticas, ndo ha diferencas
no fluxo sanguineo da artéria uterina ipsi ou contralateral ao foliculo pré-ovulatério
ou ao corpo lateo durante todo o ciclo estral (FORD et al., 1979a; BOLLWEIN et
al., 1998, 2002, 2004).

A perfuséo vascular uterina ao longo do ciclo estral em éguas, por meio da
avaliacdo Doppler espectral da artéria uterina, apresenta um padrdo ondular, com
valores minimos no D1 e no D11, e maximos entre D4 e D6 e estro (Figura 7,
BOLLWEIN et al., 1998; 2002a; 2004).
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FIGURA 7: Média + SD do indice de pulsatilidade (PI) encontrados nas artérias uterinas dominante
(@) e ndo dominante (O) ao longo de dois ciclos estrais de éguas. Fonte: Adaptado de Bollwein et
al. (2002a).

Apés a ovulacdo ha uma diminuicdo da perfusdo vascular uterina no D1,
seguida por um aumento crescente, com valores maximos entre D4 e D6 apos a
ovulacdo. Este aumento indica um maior suprimento sanguineo do Utero,
coincidindo com o momento de entrada do embrido no utero. O suprimento
sanguineo do uUtero é importante para a nutricdo do embrido e reconhecimento
materno, sendo estas mudancas altamente influentes na perda embrionéaria
precoce em éguas (BOLLWEIN et al., 2002a; 2003;2004).

No final do diestro (D11), ha uma diminuicdo no fluxo sanguineo da artéria
uterina (BOLLWEIN et al., 1998; 2002a; 2004), com valores semelhantes aos
encontrados no DO e D1. Ao passo gue no estro hd um aumento pré-ovulatério da
perfusao vascular (BOLLWEIN et al., 1998; 2002a; 2004).

Uma alta resisténcia vascular do utero, com consequente diminuicdo da
perfusdo vascular, em éguas idosas multiparas demonstrou-se ocorrer devido ao
grau de fibrose uterina, podendo ser responsavel pela queda na fertilidade nestes
animais (BOLLWEIN et al., 1998).
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Em um estudo recente, ndo foi encontrado correlacdo entre a perfusao
uterina e concentracdes plasméticas de estradiol e progesterona (HONNENS et
al.,, 2011). No entanto, a perfusdo vascular uterina durante o ciclo estral foi
regulada pela estimulacdo da Oxido nitrico sintase (NOS) mediada pelos
hormonios esterdides (E2 e P4) e aumento na expressdo do RNAm NOS
(HONNENS et al., 2011). Este aumento foi observado em dois momentos: entre 0s
dias 0 e 5 apds ovulacdo, acompanhado da elevacdo das concentracfes de
progesterona, e entre o dia 11 ao estro, acompanhado do aumento nas
concentragbes de estradiol. O E2, assim como a P4, podem causar um
relaxamento sistémico e uterino e aumento do fluxo sanguineo mediado,

principalmente, pelo éxido nitrico (HONNENS et al., 2011).

2.3. Caracteristicas Reprodutivas de Eguas ldosas

O declinio da fertilidade relacionado a idade € composto, basicamente, por
dois fatores: diminuicdo da taxa de concepc¢ao por ciclo e aumento das taxas de
morte embriondria e aborto nesses animais.

As éguas possuem, em média, 40.000 foliculos primordiais e ciclam
aproximadamente 25 anos, assim a sua reserva de foliculos primordiais podera se
esgotar nesse periodo. Assume-se que o numero de foliculos primordiais € finito,
uma vez que, até o presente momento, nédo foi relatada a ocorréncia de mitoses
em oogobnias de potras ou éguas (GINTHER, 1992), porém o nimero de o00citos
primordiais remanescente nos ovarios de éguas idosas nao foi determinado ainda.

Em éguas idosas observou-se uma reducgédo significativa na populacédo de
foliculos antrais em desenvolvimento, quando comparadas a éguas jovens, por
meio da avaliacdo ultrassonografica modo-B (CARNEVALE, 2008). Segundo
Ginther et al. (2009), éguas jovens apresentam mais foliculos atingindo 210 e 215
mm de didmetro do que éguas adultas e idosas (p<0,03), durante a fase de
crescimento comum; porém ndo ha diferenca no niumero de foliculos atingindo
220, 225, e 230 mm entre estes grupos de éguas. Tal observagdo pode ser uma
consequéncia do grande reservatério de foliculos disponiveis para recrutamento

nos ovarios de éguas jovens (GINTHER et al., 2009).
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Os periodos interovulatérios encontrados para éguas jovens e com idade
intermediaria foi menor (p<0,05) do que para as éguas idosas (CARNEVALE et al.,
1993a). O longo periodo interovulatério pode ser devido ao prolongado periodo da
inducdo da lutedlise até a ovulacdo e, consequentemente, ao prolongamento da
fase folicular (CARNEVALE et al., 1993a). Similarmente, Vanderwall et al. (1993)
observaram um prolongado periodo interovulatério em éguas idosas (16-20 anos)
comparado a éguas jovens (entre 10 e 11 anos de idade). O tempo prolongado
para a ovulacdo parece ser devido, ab menos em parte, a0 menor tamanho
folicular ou menor nimero de foliculos no momento da lutedlise no grupo das
idosas.

Em contrapartida, Jacob (2007) n&o observou diferenca na taxa de
crescimento folicular entre éguas velhas e de meia idade, no entanto éguas jovens
apresentaram maior taxa de crescimento (p<0,05), mesmo n&o havendo
diferencas no diametro do maior foliculo. Da mesma forma, Carnevale et al.
(1993a) e Ginther et al. (2009) observaram que a taxa de crescimento do foliculo
pré-ovulatério durante os cinco dias anteriores a ovulacao foi maior em éguas
jovens quando comparadas a éguas idosas, ndo havendo diferenca no diametro
do foliculo pré-ovulatério no dia anterior a ovulacdo entre os grupos. Por outro
lado, Davies Morel et al. (2010) demonstraram que a idade da égua apresenta um
efeito negativo na média do diametro folicular (p<0,001), com o tamanho do
foliculo diminuindo 0,935 mm a cada trés anos de idade.

Recentemente, Altermatt et al. (2012) por avaliacdo objetiva do ovario e
subjetiva do foliculo, observaram que a vascularizagao folicular foi maior em éguas
velhas (37,5 £ 1,6) do que em éguas jovens (30,3 = 1,4), o que contradiz estudos
realizados em mulheres, onde foi observada uma diminuicdo da vascularizacao
ovariana com o aumento da idade (KUPESIC et al., 2003; NG et al.,, 2004;
COSTELLO et al., 2006).

O sinal inicial da senilidade reprodutiva em éguas é o comec¢o da reducdo
na ciclicidade reprodutiva com elevadas concentragdes de FSH. Propde-se que as
alteracdes hormonais sejam reflexo das secrecfes ovarianas alteradas de

hormbénios moduladores do FSH, como o estradiol e a inibina. A maxima
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concentracdo de FSH durante a fase de crescimento foi menor nas éguas jovens
comparada as éguas idosas, podendo ser efeito da maior secrecdo de inibina por
um maior numero de foliculos em crescimento nos ovarios de éguas jovens
(CARNEVALE et al., 1994).

As concentracbes de LH em éguas velhas (= 20 anos) apresentam-se
menores durante o periodo ovulatério (JACOB, 2007), podendo refletir no
prolongamento da fase folicular (CARNEVALE et al., 1993a), porém estes baixos
valores hormonais néo alteraram o processo de ovulacdo (JACOB, 2007).
Adicionalmente, no mesmo trabalho n&do foi encontrado efeito da idade nas
concentracdes sistémicas de FSH, progesterona e estrogeno.

A producéo insuficiente de P4 pode ser a razdo da morte embrionaria em
éguas idosas, devido ao fato destes animais necessitarem de maiores
concentracbes hormonais para 0 estabelecimento e manutencdo da gestacdo
(GINTHER, 1992). Mesmo o LH sendo necessério para estimulacdo luteal
(GINTHER, 1992), baixas concentracdes de LH em éguas idosas ndo resultaram
em baixas concentractes de P4 (JACOB, 2007). Em contraste, o grupo idoso teve
uma concentracdo média de P4 mais alta quando comparado ao grupo jovem
(CARNEVALE et al, 1993a).

Os blastocistos de éguas idosas apresentaram menos células totais, pior
gualidade e tenderam a ter menor diametro. Sugeriu-se ainda que os defeitos de
desenvolvimento do embrido ou ambiente do oviduto podem esclarecer a falha no
estabelecimento da gestacdo em éguas velhas e subférteis (CARNEVALE et al.,
1993b). Carnevale & Ginther(1992) observaram uma taxa de concepg¢ao por ciclo
e de nascimento por estagdo maior nas éguas jovens e do que em idosas.

Segundo Davies Morel et al. (2010), em éguas idosas, existe uma relacédo
entre diminuicdo do tamanho folicular, diminuigdo da viabilidade oocitaria e menor
desempenho reprodutivo, sendo possivel ocorrer a ovulagcdo de um foliculo pré-
ovulatério que ndo chegou ao final da divisdo meibtica e/ou maturacdo. Além
disso, éguas idosas ovulam frequentemente odcitos com alteragbes na cromatina

nuclear, diminuindo assim o indice de fertilidade.
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Comparando odcitos de éguas idosas e jovens obtidos apds recente
ovulacdo, 0s provenientes de éguas idosas apresentaram mais organelas
citoplasmaticas distribuidas erroneamente. O numero de odcitos em estagio de
maturacdo nuclear em metafase (I ou Il) foi maior no grupo jovem comparado ao
idoso, que apresentou mais odécitos em estigio ndo determinado. Além disso,
oocitos de éguas senis possuem outras anormalidades morfolégicas néo
observadas em od6citos de éguas jovens, incluindo vesicula grande dentro do
ooplasma ou associada ao nucleo, com formato irregular, areas do ooplasma sem
organelas e se¢des do oolema com microvilos (CARNEVALE et al., 1999).

Carnevale et al. (2012) analisando a morfologia do fuso meiético de odécitos
de éguas idosas e jovens, observaram que o0s odécitos de éguas idosas
apresentaram mais alteracdes atipicas comparado aos odcitos de éguas jovens,
podendo afetar a viabilidade do embrido e sua capacidade de desenvolvimento.

As éguas idosas ainda podem apresentar uma maior porcentagem de
deformidades anatdmicas, prejudiciais para reprodu¢cdo como ma coaptacdo e
conformacdo de vulva. Além de serem mais susceptiveis a endometrite pos-
cobertura, devido a falhas no processo de limpeza uterina e no sistema de
drenagem linfatica (TROEDSSON et al., 1993).

2.4. Aminoécido L-Arginina e a perfusao vascular do Sistema Reprodutivo

A L-Arginina (Arg) € um dos dez aminoacidos essenciais para cavalos
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007). A suplementacdo de Arg tem
demonstrado melhorar as func¢des reprodutiva, cardiovascular, pulmonar, renal,
hepatica, gastrointestinal e fun¢des imunologicas em varias espécies (WU et al.,
2009).

A conversdo da L-arginina em L-citrulina, pela agdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), resulta na producdo de oxido nitrico (NO), poliaminas, glutamato,
prolina, creatina e agmatina (ROSSELLI et al., 1998; WU et al., 2009).

Trés diferentes isoformas da enzima oOxido nitrico sintase tém sido descritas
em diferentes tecidos: a neuronal (nNOS ou NOS-1), a induzivel (iNOS ou NOS-2)
e a endotelial (eNOS ou NOS-3), suas fungbes variam de acordo com o tecido
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(SNYDER, 1995; TELFER et al., 1997). A primeira isoforma, nNOS, € conhecida
como um importante neurotransmissor e neuromodulador no sistema nervoso
central e periférico (MCCANN et al., 1996). A INOS ¢é ativada por citocinas, tais
como, interleucina-1, fator de necrose tumoral a e lipopolissacarideos. Em
condi¢cdes patolégicas, a INOS pode desempenhar um papel importante na
producdo de éxido nitrico. Na maioria dos érgaos, a INOS é expressa apenas em
resposta a estimulos imunologicos. Em contraste, a eNOS € expressa nas células
da teca, células da granulosa e na superficie do o6cito durante o desenvolvimento
folicular, além de apresentar um importante papel no controle da funcao vascular
(NATHAN & XIE, 1994; LEE et al., 2000).

Welter et al. (2004) observaram uma significante variacdo na expressao da
eNOS durante o ciclo estral da égua, sugerindo que os horménios sexuais
ovarianos influenciam a sua transcricdo. A maior expressao da eNOS ocorreu no
dia 5 apés ovulacdo, quando a concentracdo plasmatica da progesterona esta
mais elevada. Por outro lado, ndo foi encontrada diferengca na expressao da iNOS
durante todo o ciclo estral.

O NO é uma importante molécula de sinalizacdo que atua em diversos
tecidos na regulacdo de varias funcdes fisiologicas e tem sido estudado por
desempenhar um papel importante no desenvolvimento folicular e no processo de
ovulagdo (JAROSZEWSKI et al., 2001; PINTO et al.,, 2002). E um potente
vasodilatador e um mediador essencial para a formagdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese) e manutencdo da funcdo, do tbnus e integridade
vascular (PALMER et al.,, 1987; SYNDER, 1995; MUROHARA et al., 1999;
JAROSZEWSKI et al., 2001; ALBRECHT et al., 2003).

A enzima guanilato ciclase soluvel (sGC) subunidade beta-1 é codificada
pelo gene Gucylb3. Estas enzimas sdo sensor de NO (ARNOLD et al., 1977). Na
presenca de NO, a sGC é ativada para converter GTP a GMP ciclico (cGMP) e
cGMP que, por sua vez, tem um papel direto no controle de varios processos
fisiologicos (POULOS, 2006). No entanto, ndo foi encontrado na literatura estudos

relacionados a expressao do Gucylb3 no sistema reprodutivo da égua.
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No endométrio, por apresentar alteracdes na funcéo vascular ao longo do
ciclo estral, esta molécula provavelmente desempenha um importante papel
(REYNOLDS et al., 1992; CAMERON & CAMPBELL, 1998). No utero, o NO é
produzido principalmente pelo endotélio, podendo controlar o leito vascular de
maneira paracrina. Em humanos, o NO aumentou a proliferacdo de células do
estroma uterino enquanto nas células epiteliais induziu a apoptose, sugerindo uma
funcdo reguladora diferencial sobre a sobrevivéncia das células do endométrio e
interacOes paracrinas entre ambas as células (TELFER et al., 1995; MAGNESS et
al., 2000; JOHNSON et al., 2004).

Em éguas, diferentemente de vacas, houve diferenca na producédo de NO e
na expressdo da eNOS no endométrio durante o ciclo estral, sendo menor no
comeco da fase luteal, indicativo de que a NOS e o NO s&o importantes na
regulacéo da funcéo uterina (JAROSZEWSKI et al., 2003; ROBERTO DA COSTA
et al., 2007).

Um dos principais reguladores da expressdo de eNOS e producdo de NO é
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um potente fator angiogénico e
de permeabilidade vascular (MAYLAN, 1999; REYNOLDS et al., 2000, 2002). Por
sua vez, o NO regula a expressao de VEGF e a angiogénese (REYNOLDS et al.,
2000, 2002; BECKMAN et al., 2006). Desse mesmo modo, o E2 também induz a
expressdo da eNOS no utero (YALLAMPALLI & DONG, 2000; HAN et al., 2005).

Em humanos, o isolamento do epitélio endometrial e cultura de células do
estroma, demonstrou que o E2 regula positivamente a expressdo de RNAm VEGF
e os niveis de proteina VEGF (CHARNOCK-JONES et al., 1993; SHIFREN et al.,
1996). A expresséo de VEGF tem o seu efeito completamente bloqueado quando
utilizado um inibidor de receptor de E2 (HUANG et al., 1998). A expressao dos
receptores de VEGF (VEGFR-1 e VEGFR-2) é significativamente reduzida em
vasos do endométrio na auséncia de E2 (NAYAK & BRENNER, 2002), sugerindo
que o E2 seja também essencial para a manutencao dos receptores de VEGF nos
vasos do endométrio.

Hervé et al. (2006) sugeriram que o E2 pode regular indiretamente a

expressdo de VEGFR-2 nas células endoteliais do endométrio, através da
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modulagédo de VEGF que, em um mecanismo paracrino, estimula a expressao de
VEGFR-2. A regulacao positiva de VEGF e eNOS por estrogénios fornece os dois
fatores necessérios para a exsudacao de fluidos a partir da microvascularizagéo
gerando o edema do endomeétrio.

A seguranca da suplementacéo de Arg na dieta de ovelhas prenhes, porcos
e ratos foi estabelecida no estudo de Wu et al. (2007). Dietas com Arg mostraram
melhorar a performance reprodutiva de suinos (MATEO et al., 2007) e reduzir a
mortalidade embrionaria em ratas (ZENG et al., 2008).

Para avaliar o papel da Arg no fluxo sanguineo uterino e folicular, Battaglia
et al. (1999) trataram mulheres com analogo ao GnRH, FSH purificado e L-
arginina, e observaram maior niumero de foliculos grandes, maior nimero de
oocitos coletados e embrides transferidos. Assim como houve um aumento no
fluxo sanguineo nas artérias perifoliculares e uterinas. Os autores observaram
ainda que a modulacao da vascularizacdo endometrial pela suplementacao de Arg
melhorou a taxa de gravidez.

Mortensen et al. (2011) observaram gue éguas no puerpério
suplementadas com Arg tiveram uma reducdo significativa na quantidade de
liquido presente no utero quando comparadas as éguas nao suplementadas.
Similarmente, o tempo médio da presenca de fluido no Gtero foi maior nas éguas
ndo suplementadas, indicando um efeito benéfico na involucéo uterina pds-parto.

Em um estudo recente, Kelley et al. (2013) suplementaram éguas gestantes
e apds o parto com Arg, e observaram uma reducdo no tamanho do utero e no
acumulo de fluido uterino pdés-parto, porém nao houve diferenca no fluxo
sanguineo. Adicionalmente, os autores relataram um aumento na perfusédo
vascular do foliculo dominante, mas néo foi observado alteracdo no crescimento e
desenvolvimento folicular, assim como no indice de resisténcia da artéria ovariana.

Em outro estudo, foi introduzido no Utero de éguas ndo-gestantes 200 mL
de solucdo salina com diluente de sémen e estas éguas foram suplementadas
com Arg. Observou-se que a Arg nao teve efeito sobre a quantidade de fluido
presente no utero, na perfusdo vascular das artérias uterinas, assim como no

indice de resisténcia das artérias uterinas. Os autores concluiram que a
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suplementacao de Arg, por curto periodo, ndo teve efeito sobre a hemodinamica
uterina (JACOBS et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram: a) comparar a perfusdo vascular
folicular, luteal e uterina, por meio da ultrassonografia Doppler, e o perfil hormonal
(LH, FSH, P4 e E2) de éguas jovens e idosas; b) avaliar o efeito da
suplementacao oral diaria com o aminoacido L-arginina sobre a perfusdo vascular
folicular, luteal e uterina, e perfil hormonal (LH, FSH, P4 e E2) de éguas jovens e

idosas.
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4. MATERIAL e METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas 22 éguas mesticas ndo gestantes e em bom estado
corporal. Exames histolégicos do utero foram previamente realizados, objetivando
a classificacdo do grau de degeneracdo endometrial de acordo com Kenney &
Doig (1986) de forma que as éguas jovens apresentaram classificacao I, II1A e lIB e
as éguas idosas apresentaram classificacao IIA, IIB e 11l

O experimento foi realizado entre novembro de 2012 e marco de 2013, no
Centro de Reproducao e Biotecnologia Equina do Departamento de Reproducéo
Animal e Radiologia Veterinaria — CERBEQ (Posto de Monta), UNESP Botucatu
(Latitude 22° 53’ 09” e Longitude 48° 26’ 4”). Os animais foram mantidos em
piquetes e alimentados com feno de coast-cross (Cynodondactylon), racéo
concentrada, silagem de milho, suplementacdo mineral e acesso livre a agua. Os
procedimentos foram realizados com a aprovacdo da Comissio de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Campus

de Botucatu.

4.2. Delineamento experimental

Os animais foram separados em dois grupos: grupo |, éguas jovens (n=10)
com idade entre 4 e 10 anos, e grupo Il, éguas idosas (n=12) com idade acima de
20 anos apresentando ciclos regulares. O modelo experimental foi do tipo cross-
over, onde todas as éguas participaram dos dois tratamentos, controle e tratado,
aleatoriamente.

As éguas do grupo | (jovens, n=10) e do grupo Il (idosas, n=12) tiveram
acompanhamento reprodutivo durante quatro ciclos estrais consecutivos. Com o
intuito de minimizar a influéncia dos fatores ambientais, parte dos animais de cada
grupo (jovens, n=4 e idosas, n=6), passaram pelo tratamento 1, onde nos dois

primeiros ciclos, foram suplementados com Arg e nos dois ciclos subsequentes
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nao foi realizada a suplementagéo. A outra parte dos animais de cada grupo
(jovens, n=6 e idosas, n=6), passaram pelo tratamento2, onde nos dois primeiros
ciclos, ndo foram suplementados com Arg e nos dois ciclos subsequentes foi
realizada a suplementacdo com Arg. Foi observada a contemporaneidade dos

animais dos dois tratamentos conforme organograma abaixo.

Tratamento 1

Ciclo 1 | Ciclo 2 Ciclo 3 | Ciclo 4
Suplementado Suplementado Nao suplementado N&o suplementado
com Arg | com Arg com Arg | com Arg

Ciclo 1: Suplementacdo oral com Arg a partir do oitavo dia pés-ovulacdo, sem

controle por meio da ultrassonografia Doppler.

Ovulagdo PGFy, Ovulacio

b J J
lr Suplementacdo de arginina =

e ————————0)
DO D8

Ciclo 2: Suplementacdo oral com Arg, com controle por meio da ultrassonografia

Doppler.

Inducdo da
Crulacio PGF g, awulagio Ovulagho

O U & U

I Suplementagdo de arginina I

—

DO D8 Tt 1O | cL |
Foliculc Foliculo oo Da

0 mm 3538 mm

Acompanhamento por

meio de Doppler
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Ciclo 3: Sem suplementacédo oral com Arg a partir do oitavo dia pés-ovulacdo e
sem controle por meio da ultrassonografia Doppler.

Ovulagio PGFy, Ovulacio
}— Sem suplementacdo de arginina =
L — e e )
DO D8

Ciclo 4: Sem suplementacdo oral com Arg e com controle por meio da

ultrassonografia Doppler.

Induglo da
Ovulagdo PGF ovulacdo Owulaglo

3 4 Y 4

| Sem suplementagdo de arginina |

Do D8 { b cL i
Folicuke  Foliculo
DO D8

0mm 3538mm
Acompanhamento por

melo de Doppler
Tratamento 2
Ciclo 1 Ciclo 2 | Ciclo 3 | Ciclo 4
Nao suplementado Nao suplementado Suplementado Suplementado
com Arg com Arg com Arg com Arg

Ciclo 1: Sem suplementacéo oral com Arg a partir do oitavo dia poés-ovulagdo, sem

controle por meio da ultrassonografia Doppler.

Ovulagio PGFy, Ovulaclo
}— Sem suplementacdo de arginina =

—-—_—m—mm—-—-——————————————————— — — e ! s
DO D8
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Ciclo 2: Sem suplementagdao oral com Arg, com controle por meio da
ultrassonografia Doppler.

Induglo da
Ovulagdo PGF ovulacdo Owilacdo
& O 4 &

| Sem suplementagdo de arginina |
e ——— )

DO D8 T 10 b cL i
Follculke Folicule
Do D8

0 mm 3538mm
| Acompanhamento por

meio de Doppler

Ciclo 3: Suplementacdo oral com Arg a partir do oitavo dia pds-ovulacdo, sem
controle por meio da ultrassonografia Doppler.

Ovulagio PGFy, Ovulaglo

g J 4
Ir Suplementagdo de arginina =

—-—_—--——— e ks
DO D8

Ciclo 4: Suplementacdo oral com Arg, com controle por meio da ultrassonografia

Doppler.
Indugio da
Ovulacio PGF 0 ovulagho Crvulacho
b U b O

I Suplementagdo de arginina

—
oo D& | cL
Do D

Foliculc Foliculo
0 mm 3538 mm

Acompanhamento por

meio de Doppler

Inicialmente, as éguas ndo aceitaram ingerir a Arg misturada somente com
0 concentrado, assim a administracdo da Arg foi realizada por via oral, diluida em

agua, com o auxilio de uma seringa. Porém, ocorreu o aparecimento de Ulceras na
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cavidade oral dos animais. Assim, ap0s varias tentativas, a alternativa encontrada
foi misturar a Arg a outros alimentos.

Por fim, a suplementacdo oral foi realizada com 100 g diaria de Arg
(>98,5% de alta pureza; Ajinomoto Amino Science LLC, Raleigh, NC, EUA), divida
em duas porc¢des, misturada manualmente a 3 kg de concentrado e 2 Kg de
silagem de milho, esta quantidade de Arg representa cerca de 1% da dieta total
(com base na matéria seca), segundo Mortensen et al. (2011). Os devidos
cuidados foram tomados a fim de garantir que todas as éguas ingerissem a
guantidade desejada de Arg.

Em ambos os tratamentos, a perfusdo vascular folicular, luteal e uterina
foram avaliadas diariamente a partir da presenca de foliculo com didametro médio =
30mm, por meio da ultrassonografia Color e Espectral Doppler. Quando observado
foliculo =2 35mm associado a edema uterino evidente, conforme a classificacéo de
Samper (1997); foi realizado o tratamento para inducao da ovulagdo com 1mg de
Acetato de Deslorelina (BET Pharm, Lexington, KY — EUA), por via intramuscular.
Apoés a ovulacao, foi acompanhada a perfusdo vascular do CL e do Utero até o
oitavo dia pds-ovulagdo, momento em que foi administrada por via intramuscular 5

mg de prostaglandina (Dinoprost tromethamine, Lutalyse, Sdo Paulo, Brasil).

4.3. Avaliacao por meio da ultrassonografia Doppler

Para avaliacdo objetiva da perfusdo vascular do ovario, a artéria ovariana
ipsilateral ao foliculo dominante ou corpo luteo foi analisada por meio da
ultrassonografia modo espectral Doppler utilizando o aparelho MyLab™Five
(ESAOTE S.p.A. — Pie Medical, Sado Paulo, Brasil) equipado com transdutor linear
multifrequencial. Para tanto, posicionou-se o0 cursor em uma artéria ovariana e um
gréfico espectral, com no minimo trés ciclos cardiacos semelhantes, foi gerado
(Figura 8). Deste, foi escolhido um ciclo, que forneceu os valores dos indices de
Resisténcia (RI) e de Pulsatilidade (PI). Este procedimento foi repetido no minimo
trés vezes e a média dos valores encontrados foi utilizada para analise estatistica
(BOLLWEIN et al., 2002a).
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FIGURA 8: Exame ultrassonografico Doppler modo espectral. Coleta de dados espectrais
realizada na artéria ovariana, em corte transversal do pediculo ovariano de égua. Fonte: Arquivo

pessoal.

A perfusdo vascular folicular subjetiva foi estimada levando-se em
consideracdo o percentual da circunferéncia da parede folicular com sinais
Doppler coloridos (Figura 9; SILVA et al., 2006).

T I A N AT Ry~ ek

FIGURA 9: Exame ultrassonografico modo color Doppler de foliculos pré-ovulatérios de éguas.
Selecdo de imagens representativas da avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular folicular, em uma
classificacdo de 0 a 100%, onde A=10%, B= 20% e C=30% da parede folicular com pontos Doppler

coloridos. Fonte: Arquivo pessoal.
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A analise subjetiva da perfusdo vascular luteal, foi estimada levando-se em
consideracao o percentual da area luteal com sinais Doppler coloridos (Figura 10;
BOLLWEIN et al., 2002b).

FIGURA 10: Exame ultrassonogréafico modo color Doppler de corpos liteos de éguas. Selecao de
imagens representativas da avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular luteal, em uma classificacao
de 0 a 100%, onde A=10%, B= 20% e C=50% do tecido luteal com pontos Doppler coloridos.
Fonte: Arquivo pessoal.

A andlise objetiva da perfusdo vascular uterina foi realizada a partir da
analise dos dados coletados das artérias uterinas direita e esquerda, em modo
espectral Doppler (BOLLWEIN et al., 1998). Para tanto, semelhante ao realizado
na avaliagdo ovariana, posicionou-se 0 cursor na artéria uterina e um grafico
espectral, com no minimo trés ciclos cardiacos similares, foi gerado. Deste, foi
escolhido um ciclo cardiaco, que forneceu os valores dos indices de Resisténcia
(RI) e de Pulsatilidade (PI). Este procedimento foi repetido no minimo trés vezes
em cada artéria uterina, e a média dos valores encontrados foi utilizada para

analise estatistica (Figura 11).
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FVI 0.16 m

Sv 30.9 cm/s
ED 8.2 cm/s
vmn 11.1 cm/s
Vrev =--- cm/s
PI 2.03

RI 0.73
SV/DV3.76

FIGURA 11: Exame ultrassonografico Doppler modo espectral. Coleta de dados espectrais

realizada na artéria uterina, em corte transversal do corno uterino de égua. Fonte: Arquivo pessoal.

A perfusdo vascular subjetiva do utero foi estimada levando-se em
consideracdo a quantidade de sinais Doppler coloridos presentes no mesométrio,
miométrio e endométrio, em corte transversal do terco médio dos cornos uterinos
(adaptado de FERREIRA et al., 2008). A classificacéo utilizada foi o escore de 1 a

4 (minima e maxima perfusdo vascular, respectivamente; Figura 12).

FIGURA 12: Exame ultrassonografico modo color Doppler em corte transversal do corno uterino de
éguas ndo gestantes. Selecdo de imagens representativas da avaliagdo subjetiva da perfusdo
vascular uterina, em um escore de classificacdo de 1 a 4, indicando 1=minima, 2,5=moderada e

4,0=maxima perfuséo vascular. Fonte: Arquivo pessoal.
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Todas as andlises foram realizadas pelo mesmo operador, utilizando modo
color Doppler (MyLab™Five, ESAOTE S.p.A. — Pie Medical, Sdo Paulo, Brasil). O
escaneamento foi continuo, em tempo real de 1 minuto e as imagens foram

armazenadas para posterior analise.

4.4. Coleta de sangue

Amostras de sangue foram coletadas diariamente, no mesmo horario, por
veio de venopuncao da jugular em tubos heparinizados de 10 mL (BD Vacutainer,
Séo Paulo, Brasil). As coletas iniciaram-se oito dias antes da ovulagédo e se
mantiveram até oito dias apds a ovulacéo, tanto para o ciclo tratado quanto para o
ciclo controle. As amostras de sangue foram centrifugadas (1500 xg) durante 10
minutos, e o plasma foi pipetado e armazenado em eppendorf & -20° C para

posterior analise hormonal.

4.5. Anéalises hormonais

As concentragdes plasméticas hormonais (FSH, LH, P4 e E2) foram
realizadas por radioimunoensaio (RIA), no laboratério da Dr. Janet Roser na

Universidade da Califérnia, de acordo com Yoon et al. (2007).

45.1. FSH

Para mensuracdo das concentracdes de FSH no plasma sanguineo das
éguas, o FSH altamente purificado derivado de pituitaria equina (e265B, Papkoff,
Universidade da Califérnia, Davis, Califérnia, EUA) foi utilizado para os padrées
(variando de 0,25 a 64 ng/mL) e para iodacdo. O anticorpo primario FSH anti-ovino
(LS4-3D-2; Dr. DL Thompson, Universidade Estadual de Louisiana, Baton Rouge,
Louisiana, EUA) foi usado na diluicdo 1/25.000. O anticorpo secundario utilizado
foi o IgG de cabra anti-coelho (Equitech-Bio, Inc., Kerrville, Texas, EUA) na

diluicdo de 1/100 em 5% de PEG e soro de coelho (Sigma, St Louis, Missouri,
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EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 0,5 ng/mL e os coeficientes de variacao

intra e inter-ensaios foram de 3,0% (n = 8) e 7,5% (n = 5), respectivamente.

45.2. LH

Foi utilizado LH altamente purificado equino derivado de pituitaria (2001B,
Roser, Universidade da Califérnia, Davis, Califérnia, EUA) para a iodacdo e para
os padrbes, que variou de 0,125 a 32 ng/mL. O anticorpo primario utilizado foi o
anticorpo monoclonal LH B de rato anti-bovino (518B7; Roser, Universidade da
Califérnia, Davis, Califérnia, EUA; ROSER et al., 1994) utilizados na diluicdo
1/200. O anticorpo secundario utilizado foi IgG de cabra anti-rato na diluicdo de
1/200 em 5% de PEG e soro de rato (Sigma, St Louis, Missouri, EUA). A
sensibilidade do ensaio foi de 0,25 ng/mL e os coeficientes de variagdo intra e
inter-ensaios foram de 2,4% (n = 8) e 6,1% (n = 6), respectivamente.

45.3. E2

Para mensurar a concentracdo plasmatica de E2, utilizou-se o estradiol
tritiado (1, 2, 6, 7 -3H- E2, NET -317, atividade especifica 70-115 Ci/mmol; Perkin
Elmer Life Science, Boston, Massachusetts, EUA) como marcador. Os padrdes
(E950; Steraloids, Wilton, New Hampshire, EUA) variaram de 6,25 a 500 pg/mL.
Para extracdo, 200ul de amostras de plasma ou de controle foram utilizados, com
2 mL de éter etilico anidro fresco (VWR, West Chester, Pensilvania, EUA) e
reconstituido com 300 pL de PBS com 0,1% de gelatina de pele de suino (PBS-G,
Sigma, St Louis, Missouri, EUA). As amostras de plasma foram diluidas com PBS-
G, quando necessario, para se adequar na curva padrdo. O anticorpo primario
utilizado foi o anti-estradiol-173-6-BSA de carneiro (# 244, Niswender,
Universidade Estadual do Colorado, Fort Collins, Colorado, EUA) utilizado na
diluicdo 1/60.000. A eficiéncia da extracdo do plasma foi de 86,5%. A sensibilidade
do ensaio foi de 10 pg/mL, e os coeficientes de variacdo intra e inter-ensaios

foram 2,5% (n =6) e 6,0% (n =23), respectivamente.
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454. P4

O anticorpo primario utilizado foi anti-P4-11-alfa-hemi: BSA de carneiro
(diluicdo 1/13.000, #8939 Stabenfeldt, Universidade da Califérnia, Dauvis,
Califérnia, EUA), e o marcador foi 3H-progesterona (1, 2, 6, 7-3H-P4, NET381,
atividade especifica 90-115 Ci/mmol; Perkin Elmer Life Science). Os padrbes
(Q2600; Steraloids) variaram de 0,1 a 20 ng/mL. Para extracdo, 40 ul de amostras
de plasma ou de controle foram utilizados, com 1mL de éter etilico anidro fresco
(VWR, West Chester, Pensilvania, EUA) e reconstituido com 100 puL de PBS com
0,1% de gelatina de pele de suino (PBS-G, Sigma, St Louis, Missouri, EUA). As
amostras de plasma foram diluidas com PBS-G, quando necessario, para encaixar
na curva padrdo. A sensibilidade do ensaio foi de 0,2 ng/mL e os coeficientes de
variacdo intra e inter-ensaios foram de 35% (n = 6) e 8,4% (n = 23),
respectivamente. A eficiéncia da extracdo foi de 75%.

4.6. Colheita de material uterino

O fluido uterino foi coletado de todos os animais no D8 (apds o exame
ultrassonogréfico e antes da aplicagdo da prostaglandina) tanto do ciclo tratado
com Arg quanto do ciclo controle, por meio de um tampéao de algodao (absorvente
intimo feminino, tamanho mini, da marca OB® - Johnson & Johnson). Para a
colocacao do tampéo de algodao no interior do utero, utilizou-se um aplicador de
aco inox. Afim de facilitar sua remogédo, o mesmo teve seu puxador aumentado
com fio cordoné grosso estéril, permanecendo 5 cm abaixo da comissura ventral
da vulva. Todo o material foi manipulado com luvas cirurgicas estéreis sobre pano
cirurgico esterilizado.

A retirada do tampdo foi realizada apos 30 minutos através da introducéo
da mao enluvada via vaginal e da tracdo do fio cordoné, mantendo-o protegido
contra o contato com o canal vaginal da égua. Imediatamente apés a retirada do
tampéo do interior do utero, o mesmo foi colocado em uma seringa estéril e
pressionado até liberar o liquido absorvido em um tubo estéril graduado. As

amostras foram submetidas a um processo de centrifugacdo a 3000xg por 10
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minutos, para retirada da grande quantidade de células presentes, em seguida, as
amostras foram congeladas a temperatura de —20 °C até o momento da dosagem
dos metabdlitos do ON (FIORATTI, 2010).

4.7. Dosagem de Oxido nitrico

A partir da descongelacdo das amostras, as concentracdes de nitrato (NO3)
e nitrito (NOz2") foram determinadas pelo método da reagéo colorimétrica de Griess
em um espectrofotometro (Multiskan EX Primary EIA V 2.1-0) com absorbancia de
cor em 540 nm para estimar a concentracdo de NO total no Laboratério de
Reproducao e Melhoramento Genético Animal da Universidade Estadual do Norte
Fluminense.

As concentracdes de nitrato e nitrito foram realizadas da seguinte maneira.
A primeira reagdo na amostra ocorreu quando o nitrito formou o sal de diazonium,
gue reagiu com o segundo reagente gerando a cor roxa, para a qual o pico de
absorbancia € de 540 nm. Com o objetivo de reduzir o nitrato a nitrito, uma
aliguota de 40 yL da amostra armazenada foi incubada em mistura contendo 1000
ML de nitrato reductase,1000 uL do cofator NADPH (5 mg/mL) diluido em agua
deionizada e 1000 uL de PBS (0,5 M). As amostras foram entdo encubadas numa
temperatura de 37° C por um periodo de 14 a 16 horas numa placa de 96 pogos.
Apos isso, 80uL do reagente de Griess foi adicionado a amostra. A curva padrao
para o nitrito foi diluida em PBS contendo concentra¢des variando entre 0,5 a 400
MM. Os valores de absorbancia adquiridos nas concentracdes pré estabelecidas
foram usados para construir a curva de disperséo. A relacdo entre a absorbancia e
a concentracdo seguiram um padréo linear (R2=0.98; p<0,05; FIORATTI, 2010).

Dessa forma, foram realizadas as dosagens de nitrito, o metabdlito de
menor concentracdo, e de 6xido nitrico total, ou seja, nitrito e nitrato. As reacdes
fazem com que todo nitrato seja reduzido a nitrito e por medi¢cdes desse obtemos

a quantidade total de metabolitos (NO2" e NO3).



35
4.8. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Dados
nao distribuidos normalmente foram transformados para logaritmos naturais ou
ranqueados para atingirem a normalidade. A andlise dos dados foi realizada
utilizando o proc-mix do SAS (versédo 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA).
Diferencas entre grupos, momentos e interacdo entre grupos e momentos foram
avaliadas pelo teste de LSD (diferenca minima significativa). Os testes t-pareado e
nao pareado foram utilizados para detectar diferengas significativas entre
momentos e grupos, respectivamente. O nivel de significancia estatistica foi
definido como p<0,05.

A correlacdo de Pearson foi realizada entre as médias das variaveis
respostas ao longo dos dias. O nivel de significancia estatistica foi definido como
p<0,05, e a tendéncia estatistica entre 0,1 e 0,05.
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5. RESULTADOS

O periodo interovulatorio apresentou duracdo média, no ciclo controle e
tratado de éguas jovens, de 15 + 2,9 e 16 + 11,3 dias, respectivamente. No ciclo
controle e tratado das éguas idosas a duracado média foi de 17,3+ 11,8e 16 + 2,4
dias, respectivamente. O periodo interovulatério no ciclo controle foi
significativamente inferior (p<0,05) para éguas jovens quando comparado a éguas
idosas. Nao houve diferenca entre os ciclos controle e tratado tanto dentro do
grupo de éguas jovens quanto idosas, da mesma forma ndo foi encontrada

diferenca significativa entre éguas jovens e idosas para os ciclos tratados.

5.1. Perfusao vascular folicular

Durante a fase folicular, os parametros da perfusédo vascular ovariana, Pl e
RI da artéria ovariana ipsilateral ao foliculo pré-ovulatoério, ndo diferiram (p>0,05)
nos ciclos controle e tratado tanto entre os grupos de éguas jovens e idosas,
qguanto dentro de cada grupo, nos trés dias que antecederam a ovulagdo. Da
mesma forma, ndo foi observada diferenca na perfusao vascular folicular subjetiva
e no tamanho folicular (p>0,05) entre 0s grupos e ciclos neste mesmo periodo
(Tabela 1 e 2).
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Tabela 1: Média £ EPM dos indices de pulsatilidade (PIl) e resisténcia (RI) da
artéria ovariana ipsilateral ao foliculo pré-ovulatorio, e perfusdo vascular folicular
subjetiva (PVF), dos trés dias que antecederam a ovulacdo dos grupos de éguas

jovens e idosas nos ciclos controle e tratado com arginina.

Dia Jovens Jovens Idosas ldosas

controle Arginina controle Arginina

-3 1,63+04 1,48 +0,2 1,90 0,5 1,63 +0,3

Pl -2 1,58+ 0,3 1,71+0,5 1,66 +0,4 1,54+0,3
-1 191+04 1,76+ 0,4 1,93+0,3 1,98+0,6
-3 0,77+0,06 0,73+0,05 0,77+0,09 0,75+0,04

RI -2 0,74+0,05 0,76+0,08 0,75%0,08 0,73 £0,05
-1 0,79+0,06 0,77+0,05 0,80+£0,05 0,79 £ 0,09
-3 28,1+19,1 221+111 25+ 10,5 264+111
PVF (%) -2 27,5+ 18,6 16,7 + 10 225+114 229+134
-1 40 + 20,8 243+7,3 246 +114 32,5+8,7

Tabela 2: Média + EPM do tamanho folicular, dos trés dias que antecederam a
ovulacdo dos grupos de éguas jovens e idosas nos ciclos controle e tratado com

arginina.
Dia Jovens Jovens Idosas Idosas
controle Arginina controle Arginina
-3 35,2+4,8 36,3+6,1 35,5+5,6 33,5+3.3
Tamanho
(mm) -2 37,1+5,1 38,7+8,1 3855 375+35
-1 38,5+5,2 38955 38,55 38,6 +3,4
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5.2. Perfusao vascular luteal

Os parametros da perfusdo vascular ovariana durante a fase luteal, Pl e RI
da artéria ovariana ipsilateral ao CL, ndo diferiram (p>0,05) no ciclo controle tanto
entre os grupos de éguas jovens e idosas, quanto dentro de cada grupo, no
periodo entre DO e D8, sendo considerado DO o dia da ovulagéo (Figura 13).
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FIGURA 13: Médias + EPM dos indices de pulsatilidade (PIl) e indices de resisténcia (RI), da
artéria ovariana ipsilateral ao corpo liteo, durante o inicio do diestro de éguas jovens e idosas, nos

ciclos controle e tratado com arginina.
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Foi observada diferenca (p<0,05) no PI no ciclo tratado com arginina entre
0s grupos de éguas jovens e idosas nos dias 4 e 5 pos ovulagdo. No dia 4, as
éguas jovens apresentaram um maior valor de PI (p<0,05) em relagdo as éguas
idosas. De forma contraria, no dia 5, observou-se nas éguas idosas maior valor de

Pl (p<0,05) quando comparado as éguas jovens (Figura 14).
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FIGURA 14: Médias + EPM dos indices de pulsatilidade (PI) da artéria ovariana ipsilateral ao corpo
luteo, durante o inicio do diestro de éguas jovens e idosas tratadas com arginina. Asteriscos (*)
indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Similarmente ao observado para o PIl, o grupo de éguas idosas tratadas
obteve maior valor de RI no dia 5 (p<0,05), quando comparado as éguas jovens

tratadas (Figura 15).
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FIGURA 15: Médias + EPM dos indices de resisténcia (RI) da artéria ovariana ipsilateral ao corpo
lGteo, durante o inicio do diestro de éguas jovens e idosas tratadas com arginina. Asterisco (*)

indica diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Os valores da perfusdo vascular luteal (PVCL) entre os grupos e ciclos
estudados estéo representados na figura 16.
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FIGURA 16: Médias + EPM da perfusdo vascular luteal subjetiva (PVCL), classificada em escala
de 0 a 100%, por meio da avaliacdo ultrassonografica Doppler do corpo liteo, durante o inicio do

diestro, de éguas jovens e idosas, nos ciclos controle e tratado com arginina.
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Foi observada diferenca (p<0,05) na PVCL apenas dentro do grupo de
éguas idosas entre o ciclo tratado e o controle, no dia 8, momento em que o ciclo
tratado apresentou maior valor (p<0,05) do que o controle (Figura 17). Entre os

demais grupos nédo houve diferenca estatistica (p>0,05).
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FIGURA 17: Médias + EPM da perfuséo vascular luteal subjetiva (PVCL), classificada em escala
de 0 a 100%, por meio da avaliacdo ultrassonografica Doppler do corpo llteo, durante o inicio do
diestro, de éguas idosas nos ciclos controle e tratado com arginina. Asterisco (*) indica diferenca

estatistica entre os ciclos (p<0,05).
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bY

Em relacdo a é&rea luteal, ndo houve diferenca entre os grupos e ciclos
estudados (p>0,05; Figura 18).
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FIGURA 18: Médias + EPM da é&rea luteal (mm2) avaliada por meio da ultrassonografia do corpo
lGteo, durante o inicio do diestro, de éguas jovens e idosas, nos ciclos controle e tratado com

arginina.

5.3. Perfusao vascular uterina

N&o houve diferenca (p>0,05) no PI, RI e perfusdo vascular uterina (PVU)
entre os cornos ipsi e contralateral ao foliculo pré-ovulatorio ou CL, durante os
periodos estudados. Desta forma, os valores de ambos os cornos uterinos foram

utilizados conjuntamente para as analises subsequentes.
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representados na figura 19.
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Médias + EPM dos indices de pulsatilidade (Pl) e resisténcia (RI) das artérias

uterinas, durante os dias -3 e 8 do ciclo estral para os ciclos controle e tratado com arginina em

éguas jovens e idosas, considerando DO o dia da ovulacéo.

Quando avaliadas as variaveis resposta Pl e RI, para éguas jovens, 0s

ciclos controle apresentaram maior valor (p<0,05) do que os ciclos tratados nos

dias -1 e O (Figura 20).
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FIGURA 20: Médias + EPM dos indices de pulsatilidade (Pl) e resisténcia (RI) das artérias

uterinas, durante os dias -3 e 8 do ciclo estral para os ciclos controle e tratado com arginina em

éguas jovens, considerando DO o dia da ovulacdo. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica entre

0s grupos (p<0,05).
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Quando estudados os ciclos tratados com arginina, as éguas idosas
apresentaram maior valor de PI (p<0,05) no dia 2 (Figura 21) em relacdo as éguas

jovens. Nao houve diferenca estatistica entre os demais ciclos e grupos.
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FIGURA 21: Médias + EPM dos indices de pulsatilidade (Pl) das artérias uterinas, durante os dias
-3 e 8 do ciclo estral de éguas jovens e idosas tratadas com arginina, considerando DO o dia da

ovulacgao. Asterisco (*) indica diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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A perfusdo vascular uterina subjetiva (PVU) entre os grupos e ciclos
estudados estéo representados na figura 22.
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FIGURA 22: Médias + EPM da perfusdo vascular uterina subjetiva (PVU), classificada em um
escore de 1 a 4, por meio da ultrassonografia Doppler dos cornos uterinos, durante os dias -3 e 8
do ciclo estral para os ciclos controle e tratado com arginina em éguas jovens e idosas,

considerando DO o dia da ovulacéo.
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O grupo de éguas jovens, no ciclo tratado apresentou valores superiores
(p<0,05) de PVU quando comparado ao ciclo controle nos dias 2, 3 e 6 (Figura

23). Nao houve diferenca (p>0,05) entre os demais grupos e ciclos.
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FIGURA 23: Médias + EPM da perfusédo vascular uterina subjetiva (PVU), classificada em um
escore de 1 a 4, por meio da ultrassonografia Doppler dos cornos uterinos, durante os dias -3 e 8
do ciclo estral para os ciclos controle e tratado com arginina em éguas jovens, considerando DO o

dia da ovulag&o. Asteriscos (*) indicam diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05).
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A variacdo no grau de edema entre os grupos e ciclos estudados estao
representados na figura 24. Nao foi observada diferenca (p>0,05) no edema
uterino entre 0s grupos e ciclos estudados.
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FIGURA 24: Médias + EPM do grau de edema, classificada em um escore de 0 a 4, por meio da
ultrassonografia dos cornos uterinos, durante os dias -3 e 8 do ciclo estral para os ciclos controle e

tratado com arginina em éguas jovens e idosas, considerando DO o dia da ovulacao.

5.4. Dosagens hormonais

As concentracdes plasmaticas de FSH, LH, P4 e E2 n&o diferiram entre os
ciclos controle e tratado dentro dos grupos de éguas jovens e idosas, e no ciclo
tratado dentro dos grupos (p>0,05).
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As concentragbes plasméticas de FSH, LH, P4 e E2 entre os grupos e
ciclos estudados estéo representados nas figura 25, 26, 27 e 28, respectivamente.
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FIGURA 25: Médias + EPM das concentragdes plasméticas de FSH do ciclo controle e tratado com
arginina em éguas jovens e idosas, no intervalo entre os dias -8 e 8 do ciclo estral, considerando

DO o dia da ovulagéo.
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FIGURA 26: Médias + EPM das concentrag8es plasmaticas de LH do ciclo controle e tratado com

arginina em éguas jovens e idosas, no intervalo entre os dias -8 e 8 do ciclo estral, considerando

DO o dia da ovulagéo.
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FIGURA 27: Médias + EPM das concentracdes plasmaticas de P4 do ciclo controle e tratado com

arginina em éguas jovens e idosas, no intervalo entre os dias -8 e 8 do ciclo estral, considerando

DO o dia da ovulacéao.
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FIGURA 28: Médias + EPM das concentracdes plasmaticas de E2 do ciclo controle e tratado com

arginina em éguas jovens e idosas, no intervalo entre os dias -8 e 8 do ciclo estral, considerando
DO o dia da ovulagéo.
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Comparando o ciclo controle entre os grupos de éguas jovens e idosas,
observou-se maior concentragdo plasmética de FSH no grupo de éguas jovens
(p<0,05), entre os dias -3 e 4 do ciclo. Similarmente, as concentracdes
plasmaticas de LH foram superiores no ciclo controle do grupo de éguas jovens
(p<0,05), quando comparado ao grupo idoso, entre os dias 0 e 4 do ciclo. Ao
passo que a P4, contrariamente ao FSH e LH, apresentou maiores concentracdes
(p<0,05) no ciclo controle do grupo de éguas idosas comparado as éguas jovens,
no intervalo entre os dias 5 e 7 do ciclo. O E2 néo diferiu entre os ciclos e grupos
(p>0,05; Figura 29).

FSH LH
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P4 €2

Dias em relagdc & ovsacho Diss om retagdo A ondecio
FIGURA 29: Médias + EPM das concentragdes plasmaticas de FSH, LH, P4 e E2, do ciclo controle
de éguas jovens e idosas, no intervalo entre os dias -8 e 8 do ciclo estral, considerando DO o dia

da ovulacéo. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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5.5. Dosagem de Oxido nitrico

Quando comparadas as concentracdes de NO do fluido uterino das éguas
no oitavo dia apds a ovulagcédo, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os ciclos e
grupos estudados (Figura 30).
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FIGURA 30: Médias + EPM da concentracdo de 6xido nitrico mensurada no fluido uterino livre dos

ciclos controle e tratado com arginina de éguas jovens e idosas no D8 pds ovulacéo.

5.6. Correlagdo entre as variaveis resposta

As correlagbes entre todas as variaveis respostas estdo descritas nas
tabelas 1 a 20 (Anexos).

5.6.1. US Doppler x perfil hormonal

Durante o periodo de estro, no ciclo controle das éguas jovens, foi

observada uma correlagdo positiva (r=0,74; p<0,05) entre a perfusdo vascular
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folicular e as concentragcfes plasmaticas de E2. Quanto ao Utero, o Pl e Rl da
artéria uterina apresentaram correlacdo positiva (r=0,58; p<0,05 e r=0,40; p<0,05,
respectivamente) com as concentracdes plasmaticas de E2.

No periodo luteal do ciclo tratado com arginina das éguas jovens, quando
estudado o CL, observou-se uma correlacdo positiva da PVCL com as
concentracdes plasmaticas de P4 (r=0,59; p<0,01).

Em éguas idosas, durante o periodo lateo do ciclo tratado com arginina
gquando estudado o CL, a PVCL demonstrou correlacdo positiva com as

concentracdes plasmaticas de P4 (r=0,75; p<0,01).

5.6.2. Concentracdo de oxido nitrico x US Doppler

Para o ciclo controle de éguas jovens, foi observado correlagdo positiva
entre o NO e o RI da artéria uterina (r=0,88; P<0,05).
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6. DISCUSSAO

Este trabalho, de forma inédita, procurou estudar os efeitos da
suplementacdo com o aminoacido L-arginina sobre a perfusdo vascular folicular,
luteal e uterina, bem como sobre o perfil hormonal de éguas jovens e idosas.
Adicionalmente, neste estudo foram comparadas as diferencas na perfuséo
vascular do sistema reprodutivo e no perfil hormonal destes mesmos grupos de
éguas.

Esta abordagem abrangente traz novas informacdes e subsidios acerca da
causa da queda da fertilidade em éguas idosas, objeto de estudos importantes na
reproducao equina (CARNEVALE et al., 1993a; CARNEVALE & GINTHER, 1995;
CARNEVALE et al, 1999; GINTHER et al., 2009), bem como possiveis
alternativas para minimizar este processo (ALTERMATT et al., 2012).

Em éguas, a perfusdo vascular folicular, avaliada por meio da
ultrassonografia Doppler, foi relacionada positivamente a maturidade e qualidade
oocitaria (GINTHER et al., 2007b). De forma similar, foi associada positivamente
com o estabelecimento da gestacdo em éguas (SILVA et al.,2006).

Quando comparadas éguas jovens e idosas, Altermatt et al. (2012) néo
encontraram diferencas na analise objetiva da perfusdo vascular folicular entre
eéguas de diferentes faixas etarias, ao passo que, na analise subjetiva, os foliculos
pré-ovulatorios provenientes de éguas idosas apresentaram-se mais
vascularizados. Tais resultados sdo contrarios aos esperados, uma vez que,
segundo Ginther et al. (2007b), a qualidade oocitaria esta positivamente
relacionada com a perfuséo vascular folicular, desta forma a expectativa era que
éguas idosas, por apresentarem odécitos de pior qualidade (CARNEVALE et al.,
1999), apresentassem menor perfusao vascular folicular. No entanto, no presente
estudo ndo foram observadas diferencas na analise subjetiva (PVF) e na analise
objetiva (Pl e RI da artéria ovariana) do foliculo pré-ovulatério entre éguas jovens
e idosas, quando ndo suplementadas com arginina.

Nossa hipotese foi que a suplementacdo oral com o aminoacido arginina
aumentaria a vascularizacdo dos foliculos das éguas. Sabidamente a Arg,
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aminoécido essencial na dieta dos equinos, € metabolizada principalmente em
oxido nitrico, um potente vasodilatador e mediador da angiogénese (PALMER et
al., 1987; SYNDER, 1995; MUROHARA et al., 1999; JAROSZEWSKI et al., 2001;
ALBRECHT et al., 2003). Este aminoacido quando utilizado em diversas espécies
como ovelhas, porcas, ratas e mulheres, apresentou um efeito positivo na
performance reprodutiva (WU et al., 2007; MATEO et al., 2007; ZENG et al., 2008;
BATTAGLIA et al., 1999). No estudo de Kelley et al. (2013), éguas no periodo
pos-parto que foram suplementadas com arginina apresentaram uma maior
perfusdo vascular folicular subjetiva nos trés dias que antecederam a primeira
ovulagdo pos parto. Contudo, no presente trabalho, ndo foi observado aumento da
perfusdo vascular folicular tanto das éguas jovens como nhas idosas
suplementadas, em ambas analises, subjetiva e objetiva.

Como esperado, no presente trabalho, em todos os grupos e ciclos
estudados, o tamanho dos foliculos pré-ovulatérios ndo se alteraram durante os
trés dias que antecederam a ovulacdo, uma vez que esta foi induzida e,
consequentemente, o crescimento dos foliculos foi cessado, coincidindo com os
resultados encontrados por Gastal et al. (2006), onde, apds o tratamento de
inducao da ovulacgéo, os foliculos pararam de crescer.

No presente estudo, quando avaliado o ciclo controle, ndo foi observada
diferenca no diametro do foliculo pré-ovulatério entre éguas jovens e idosas,
sendo resultados similares encontrados em estudos anteriores (JACOB, 2007;
CARNEVALE et al., 1993a; GINTHER et al., 2009). Contrariamente, Davies Morel
et al. (2010) relataram que éguas jovens apresentaram maior diametro do foliculo
pré-ovulatério comparado a éguas idosas, demonstrando que a idade da égua
teria um efeito negativo no diametro folicular. Considerando que a viabilidade do
oocito é reduzida com o avancar da idade (CARNEVALE et al., 1999), estes
mesmos autores propuseram que esse processo possivelmente seja resultado de
ovulacgBes de foliculos pré-ovulatérios menores, que ndo tenham sido submetidos
a divisdo meiodtica final e/lou maturacdo completa. Todos os trabalhos
anteriormente citados nao realizaram o tratamento para inducdo da ovulacdo nas

éguas, ou seja, as eéguas ovularam espontaneamente, sendo assim, ndo €
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possivel estabelecer uma comparacdo com os resultados do presente estudo,
onde houve indugéo da ovulagéo.

No presente experimento, a suplementacdo com o aminoacido arginina nao
alterou o diametro do foliculo pré-ovulatério. Esses resultados vao de encontro aos
descritos por Kelley et al. (2013), onde nao foi observada diferenca tanto no
namero de foliculos como no didmetro do foliculo dominante entre as éguas
suplementadas e ndo-suplementadas com arginina.

A perfuséo vascular do CL é importante para a obtencéo de precursores de
esteroides e para a liberacao de P4 na circulagdo sanguinea (FERREIRA-DIAS et
al., 2006). No presente estudo, a perfusao vascular luteal apresentou-se baixa
logo ap6s a ovulagéo, periodo em que ha a formacdo do corpo hemorragico e,
apos esta fase, houve um aumento da perfusdo vascular luteal, coincidindo com o
periodo de luteogénese como descrito por Al-Zi'Abi et al. (2003). Desta forma,
houve uma maior perfusdo vascular na estrutura luteal e, consequentemente,
maior aporte sanguineo no pediculo ovariano (BERGFELT & ADAMS, 2011). Este
perfil encontrado coincide com os resultados encontrados por Bollwein et al.
(2002b), por meio da analise objetiva da perfusdo vascular luteal, em dados
coletados na artéria ovariana.

No presente estudo, quando avaliado o ciclo suplementado com Arg, a
perfusdo vascular do CL das éguas apresentou-se de forma similar ao ciclo
controle, ndo sendo observadas diferencas entre os grupos e ciclos estudados.
Tais achados demonstraram que a Arg ndo apresentou efeito sobre a perfuséo
vascular do CL, na maioria dos parametros avaliados. Estes achados sao
contrarios aos esperados, uma vez que, o Oxido nitrico, subproduto da Arg,
apresenta efeito vasodilatador e promotor da angiogénese, sendo capaz de
desencadear um aumento na perfusdo vascular do CL (PALMER et al., 1987;
SYNDER, 1995; MUROHARA et al., 1999; JAROSZEWSKI et al., 2001;
ALBRECHT et al, 2003). Nao foram encontrados na literatura trabalhos
preocupados em estudar o efeito da suplementacdo com Arg sobre as

caracteristicas do CL.
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Em um estudo realizado em 2001, Arruda et al. observaram que a atividade
funcional do CL ndo depende de sua dimensao, uma vez que néo houve relagao
entre a area luteal e as concentracfes plasmaticas de P4 em éguas. Da mesma
maneira, foi comprovado nédo existir relacdo entre o diametro luteal e as mudancas
do fluxo sanguineo da artéria ovariana ipsilateral ao CL (BOLLWEIN et al., 2002b).
Similarmente, no presente trabalho ndo foram observadas diferencas na érea do
CL entre os grupos e ciclos estudados.

A perfusédo vascular uterina esta diretamente relacionada ao momento do
ciclo estral, havendo grande influéncia dos hormonios esteroidais neste processo
(BOLLWEIN et al., 2000; 2002a; RAINE-FENNING et al., 2004; SPRAGUE et al.,
2009).

Como esperado, ndo houve diferenca nas variaveis uterinas estudadas
entre os cornos ipsi e contralateral ao CL e ao foliculo pré-ovulatorio, como ja
observado anteriormente em éguas (BOLLWEIN et al., 1998, 2002, 2002a) e em
outras espécies (FORD & CHRISTENSON, 1979b; BOLLWEIN et al., 2000;
RAINE-FENNING et al., 2004; PEREIRA et al., 2012).

No presente estudo, o perfil da perfusdo vascular uterina ao longo do ciclo
estral, foi similar ao encontrado por Bollwein et al. (1998; 2002a; 2004). Entre as
variaveis utilizadas para avaliacdo da irrigacdo uterina estudadas (Pl, Rl e PVU),
foi observado um mesmo padrao ondular ao longo do ciclo estral, com uma baixa
perfusdo vascular no dia 0, e valores mais elevados no inicio do diestro.

O aumento da perfusdo vascular uterina no inicio do diestro também foi
detectado em éguas inseminadas, tanto nas que vieram a se tornar gestantes
guanto ndo gestantes (FERREIRA et al., 2010). Além disso, recentemente,
Canesin (2012) relatou que este aumento da irrigacdo uterina durante o inicio do
diestro ocorre fisiologicamente no ciclo estral da égua, independe da presenca do
embrido. Mas ainda ndo se sabe ao certo quais mecanismos e fatores estdo
envolvidos neste evento, podendo haver relacdo com a preparacdo uterina para
recebimento do concepto.

N&o foram observadas diferencas na perfusdo vascular uterina no ciclo

controle entre éguas jovens e idosas. Da mesma maneira que nao foram
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encontradas diferencas entre os ciclos controle e tratado em éguas idosas. No
entanto, em éguas jovens, a arginina apresentou um efeito positivo na perfuséo
vascular uterina (Pl e RI da artéria uterina) no dia anterior a ovulacdo e no dia da
ovulacdo. Através da avaliacdo subjetiva, um aumento na perfusdo vascular
uterina no ciclo tratado foi evidente nos dias 2, 3 e 6 ap0s a ovulagdo, neste
mesmo grupo. A ndo observacao de efeito positivo da suplementacdo com Arg na
perfusdo vascular uterina de éguas idosas pode estar relacionada ao processo
degenerativo crbénico caracterizado pela proliferacdo abundante de tecido
conjuntivo no endométrio desses animais, o que dificulta o aporte sanguineo. O
oxido nitrico, com seu poder vasodilatador e como mediador da angiogénese pode
ter causado a elevacdo da perfusdo vascular uterina observado nos animais
jovens (PALMER et al., 1987; SYNDER, 1995; MUROHARA et al.,, 1999;
JAROSZEWSKI et al., 2001; ALBRECHT et al., 2003). Apesar de néo ter havido
diferenca nas concentracbes de NO no fluido uterino das éguas no presente
trabalho, as dosagens foram realizadas no dia 8 do ciclo estral (considerando DO o
dia da ovulacéo) e as diferencas encontradas por ultrassonografia Doppler foram
anteriores a este momento.

No presente experimento, o edema uterino e a PVU apresentaram-se
dentro dos padrbes descritos na literatura, onde foi observado maior grau de
edema durante o estro, seguido por uma diminui¢cdo no diestro (GINTHER, 1992;
McKINNON et al., 2011).

O periodo interovulatério observado no presente estudo foi maior no grupo
de éguas idosas comparado ao grupo de éguas jovens, no ciclo controle de ambos
os grupos. Tal achado corrobora com a hipotese de Carnevale et al. (1993a), que
sugeriram gue o longo periodo interovulatorio pode estar associado ao prolongado
intervalo da inducdo da lutedlise até a ovulacdo e, consequentemente, ao
prolongamento da fase folicular. Outra hipotese para o prolongamento do periodo
interovulatorio nas éguas idosas seria 0 menor tamanho folicular ou menor nimero
de foliculos no momento da lutedlise. E ainda, a diminuicdo nas concentracdes

plasmaticas de LH nas éguas idosas pode se refletir no prolongamento da fase
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folicular, porém parece néao interferir no processo de ovulacdo (CARNEVALE et
al., 1993a; JACOB et al., 2007).

O horménio foliculo estimulante (FSH) é um horménio gonadotréfico que
possui diversas acfes sobre as gbnadas femininas, tais como recrutamento da
onda folicular, crescimento e diferenciagdo celular (ALEXANDER & IRVINE, 2011).
No presente estudo, como esperado, o perfil das concentracdes plasmaticas de
FSH foi similar ao descrito na literatura (EVANS & IRVINE, 1975). Um pico de FSH
ocorreu no inicio do diestro, com concentragcdes elevadas até D6, seguido por uma
diminuicdo e se mantendo com valores basais até o final do diestro.

No ciclo controle, as éguas jovens apresentaram maior concentracdo
plasmatica de FSH comparadas as éguas idosas, do dia -3 ao dia 4 pés-ovulacéao.
Carnevale et al. (1993a) detectaram maiores concentracdes plasmaticas de FSH
no grupo de éguas adultas (15-19 anos) no D7, D10 e D12 pds ovulagédo. No
trabalho desenvolvido por Ginther et al. (2008) as concentracdes plasmaticas
diarias de FSH ndo diferiram entre os grupos de éguas nas faixa etarias
estudadas, porém a concentracdo maxima (pico) de FSH foi significativamente
maior no grupo das idosas (= 18 anos) comparado ao das éguas jovens (5-6 anos)
e adultas (10-14 anos). Este aumento nas concentracdes plasmaticas de FSH é
considerado um sinal de senilidade reprodutiva em vacas (SINGH et al., 2004;
MALHI et al., 2005) e em mulheres (KLEIN et al., 1996; NG et al., 2000).

No ciclo suplementado com Arg, quando comparadas as concentracdes
plasmaticas de FSH entre éguas jovens e idosas, ndo foram encontradas
diferencas significativas. Desta forma, a suplementacdo com Arg pareceu
equilibrar a concentracdo plasmatica de FSH em éguas idosas em relacdo as
éguas jovens, tendo sido capaz de eliminar as diferencas na concentracédo
plasmatica deste hormdnio entre éguas jovens e idosas. Tal fato pode estar
relacionado ao aumento de calcio (Ca**) intracelular livre no hipotalamo levando a
liberacdo de GnRH (CONN, 1984). De acordo com McCann et al. (2003), o NO
aumenta a liberacdo de FSH e LH mediado pelo aumento de Ca** livre intracelular,

desta forma, nossa hipdtese é que a arginina, por meio da acdo do NO, elevou as
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concentracbes de Ca** livre no hipotdlamo, aumentando assim a liberacdo de
GnRH, e consequentemente, os niveis plasméaticos de FSH e LH.

Fisiologicamente, as concentracdes de LH aumentam poucos dias antes do
inicio do estro, com ocorréncia do pico geralmente um dia apdés a ovulacao,
retornando para um nivel basal ao longo da fase luteal média (ALEXANDER &
IRVINE, 2011). No presente estudo, este padrdo da concentragdo de LH foi
observado em todos os ciclos e grupos avaliados. No ciclo controle, as éguas
jovens apresentaram uma maior concentracdo plasmatica do DO ao D4, quando
comparadas as éguas idosas. O que corrobora com os resultados encontrados por
Carnevale et al. (1993a), que observaram ter sido a concentracao plasmatica de
LH menor em éguas idosas quando comparadas as éguas jovens, no periodo de
D-7 a D3. Da mesma forma, em um estudo de Ginther et al. (2008), a
concentracéo de LH foi mais elevada em éguas jovens, de D-7 a D4, estes autores
sugerem que existam fatores extra ovarianos mais elevados em éguas jovens que
influenciem o aumento do LH. Além disso, a reducdo nas concentracdes de LH
nas éguas idosas parece estar relacionada com o prolongamento da fase folicular
(CARNEVALE et al., 1993a).

Assim como no ciclo suplementado com Arg, ndo houve diferenca nas
concentracdes plasmaticas de LH entre os grupos de éguas jovens e idosas. Ou
seja, a diferenca entre 0s grupos jovem e idoso observada no ciclo controle foi
eliminado no ciclo tratado. Esta observacédo sugere que a Arg, da mesma forma
gue o encontrado nas concentracdes plasmaticas de FSH, apresentou um efeito
positivo sobre a producéo de LH, fato que pode estar relacionado ao aumento nas
concentracdes de Ca** livre no hipotalamo (MCCANN et al., 2003).

No presente estudo, as concentragfes plasmaticas de E2 se comportaram
conforme descrito na literatura, onde ha uma elevacéo do estradiol plasmatico de
6 a 8 dias antes da ovulacéo, apresentando um pico aproximadamente dois dias
antes da ovulacdo (CHRISTENSEN, 2011). Nao foram observadas diferencas
entre 0s grupos e ciclos estudados, o que vai de encontro com o relatado por
Ginther et al. (2008), em que a idade das éguas ndo apresentou efeito sobre as

concentracdes de E2 do periodo de D-4 a DA4.
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A concentracdo plasmatica de P4 em todos os grupos e ciclos estudados
apresentou um perfil similar ao descrito por Vanderwall (2011), onde a P4,
horménio produzido e secretado pelo CL, durante o ciclo estral de éguas nao
gestantes comeca a aumentar sua concentracdes dentro de 24-48 horas apos a
ovulacao, atinge valor maximo no D8 e mantém-se elevada até D14-D16 do ciclo
estral, quando ocorre a lutedlise.

No ciclo controle, a concentracdo plasmatica de P4 foi maior no grupo de
éguas idosas comparado as éguas jovens, no periodo entre o D5 e D7. Ginther et
al. (2008), relataram que o grupo de éguas adultas (10-14 anos de idade) tiveram
a concentracao plasmatica maxima (pico) de P4 mais elevada do que o grupo de
jovens (5-6 anos) e idosas (= 18 anos) sem diferenca entre os ciclos. Ja Carnevale
et al. (1993a) observaram que a concentracdo média de P4 em éguas idosas (= 20
anos de idade) foi maior do que de éguas com idade intermediaria (15-19 anos),
mas néo diferiu das éguas jovens (5-7 anos).

Apesar de néo ter sido observada diferenca significativa nas concentragdes
de NO no fluido uterino entre os ciclos e grupos estudados, houve uma diferenca
numeérica expressiva nos niveis de NO comparando os ciclos controle e tratado
tanto nas éguas jovens como nas eguas idosas, sugerindo um efeito positivo da
Arg sobre a concentracdo de Oxido nitrico. O numero de animais utilizados
possivelmente interferiu nos resultados da andlise estatistica, a utilizagdo de um

maior nimero de animais se faz necessaria em estudos futuros.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente experimento e nas
condi¢cbes em que este foi realizado podemos concluir que:

N&o existe diferenca na perfusdo vascular folicular, luteal e uterina entre
éguas jovens e idosas quando ndo suplementadas com arginina.

Existem diferencas significativas nas concentracfes plasmaticas de FSH,
LH e P4 entre éguas de diferente faixas etarias, sendo as concentracoes
plasmaticas de FSH e LH superiores nas éguas jovens e de P4 superior nas
éguas idosas em alguns momentos do ciclo estral.

A suplementacdo com o aminodcido l-arginina ndo apresentou efeito, na
maioria dos parametros avaliados, sobre a perfusdo vascular folicular, luteal e
uterina tanto de éguas jovens como de idosas.

A suplementacdo com arginina apresentou um efeito positivo nas
concentracfes plasmaticas de FSH, LH e P4, eliminando as diferencas entre

éguas jovens e idosas.
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9. TRABALHO CIENTIFICO

9.1. Trabalho enviado para revista “Veterinaria e Zootecnia”

COMPARACAO DO PERFIL HORMONAL E PERFUSAO VASCULAR
FOLICULAR, LUTEAL E UTERINA ENTRE EGUAS JOVENS E IDOSAS

COMPARISON OF HORMONAL PROFILE AND FOLLICULAR, LUTEAL AND
UTERINE VASCULAR PERFUSION BETWEEN YOUNG AND OLD MARES

COMPARACION DE PERFIL HORMONAL Y PERFUSION VASCULAR
FOLICULAR, LUTEAL Y UTERINO ENTRE JOVENES Y VIEJOS YEGUAS

Resumo

A perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatério vem sendo positivamente
correlacionado a taxa de gestacdo. Assim como, o aumento da perfusdo vascular no Utero
pode resultar em maiores taxas de sobrevivéncia fetal. A ultrassonografia Doppler permite
uma avaliagdo ndo invasiva e em tempo real da hemodindmica do sistema reprodutivo. O
objetivo do presente estudo foi comparar o perfil hormonal e a perfusdo vascular folicular,
luteal e uterina de éguas jovens e idosas. Para tanto, foram utilizadas 10 éguas jovens (4-10
anos de idade) e 12 éguas idosas (> 20 anos). Amostras de sangue foram coletadas
diariamente para anélise de FSH, LH, P4 e E2, por radioimunoensaio. A perfusdo vascular
folicular, luteal e uterina ndo diferiu entre éguas jovens e idosas. As concentracoes
plasmaticas de FSH e LH foram maiores em éguas jovens; as concentracfes plasmaticas de
P4 foram superiores em éguas idosas e ndo houve diferenca entre os grupos de éguas jovens
e idosas nas concentracbes plasmaticas de E2. Conclui-se que ndo existe diferenca na
perfuséo vascular folicular, luteal e uterina entre éguas jovens e idosas. Existem diferencgas
significativas nas concentracfes plasmaticas de FSH, LH e P4 entre éguas de diferente
faixas etérias. Sendo as concentracbes plasméaticas de FSH e LH superiores nas éguas
jovens e de P4 superior nas éguas idosas.

Palavras-chave: Vascularizacao, foliculo, corpo luteo, Gtero, senilidade.

Abstract

Vascular perfusion of the pre-ovulatory follicle has been positively correlated with
pregnancy rate. As the increase of vascular perfusion in the uterus could result in higher
rates of fetal survival. Doppler ultrasonography allows noninvasive and real-time
hemodynamic assessment of the reproductive system. The aim of this study was to compare
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the hormonal profile and follicular, luteal and uterine blood flow between young and old
mares. To this, were used 10 young mares (4-10 years) and 12 old mares (> 20
years).Blood samples were collected daily for analysis of FSH, LH, E2 and P4 by RIA.
Follicular, luteal and uterine vascular perfusion did not differ between young and old
mares. Plasma concentrations of FSH and LH were higher in young mares, plasma
concentrations of P4 were higher in older mares and there was no difference between
groups of young and old mares in plasma concentrations of E2. We conclude that there is
no difference in the blood flow of follicular, luteal and uterine between young and old
mares. There are significant differences in plasma concentrations of FSH, LH and P4
between mares of different ages. The plasma concentrations of FSH and LH are higher in
young mares and P4 is higher in older mares.

Keywords: Vascularization, follicle, corpus luteum, uterus, senility.

Resumen

Perfusion vascular del foliculo preovulatorio se ha correlacionado positivamente
con la tasa de embarazo. Dado que el incremento de la perfusién vascular en el Gtero podria
dar lugar a mayores tasas de supervivencia del feto. La ecografia Doppler permite la
evaluacion hemodindmica invasiva en tiempo real y del sistema reproductivo. El objetivo
de este estudio foi compararo perfil hormonal perfusion y folicular, luteal y de Utero y
pequefios mares vascular. Para ello, se utilizaron 10 yeguas jovenes (4-10 afios) y 12
yeguas de edad (> 20 afios). Las muestras de sangre se recogieron diariamente para el
andlisis de la FSH, LH, E2 y P4 por RIA. Folicular, luteal y la perfusion vascular uterina no
difirieron entre yeguas jovenes y viejas. Las concentraciones plasmaticas de FSH y LH
fueron mayores en yeguas jovenes, las concentraciones plasmaticas de P4 fueron mayores
en yeguas mayores y no hubo diferencia entre los grupos de yeguas jovenes y viejas en las
concentraciones plasmaticas de E2. Llegamos a la conclusion de que no hay diferencia en
la perfusion folicular, luteal y de Gtero entre jovenes y yeguas viejas vascular. Existen
diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de FSH, LH y P4 entre yeguas
de diferentes edades. Dado que las concentraciones plasmaticas de FSH y LH superior en
yeguas jovenes y mayor P4 en yeguas mayores.

Palabras clave: Vasculatura, foliculo, cuerpo llteo, Utero, senilidad.

1. Introducéo

O declinio da fertilidade relacionado a idade em fémeas é um assunto bastante
estudado e tem pelo menos dois componentes basicos: a diminuicdo da taxa de gestagao por
ciclo e aumento das taxas de morte embrionéria e abortamento.

A perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatério foi correlacionada positivamente
com a taxa de gestacdo em éguas, Silva et al. (1) observaram que o grupo de éguas
gestantes apresentaram maior perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatério comparado ao
grupo ndo gestante. Desta mesma maneira, a qualidade oocitaria foi associada de forma
positiva com a perfusdo vascular folicular (2). Em éguas idosas multiparas uma alta
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resisténcia vascular do Utero, com consequente diminui¢do da perfusdo vascular, ocorreu
devido ao grau de fibrose uterina (3).

A avaliacdo do foliculo por ultrassonografia Doppler demonstrou que a perfusdo
vascular folicular foi maior em éguas idosas comparadas as éguas jovens, o que contradiz
estudos realizados em mulheres, onde foi observada uma diminuicdo da vascularizacdo
ovariana com o aumento da idade (4, 5, 6, 7).

As concentracdes plasmaticas de FSH foram superiores no grupo de éguas adultas
comparado ao grupo de éguas jovens e idosas (8). Em vacas, 0 aumento nas concentragdes
plasmaticas de FSH é considerado um sinal de senilidade reprodutiva (9, 10).

Eguas idosas apresentaram menores concentragdes plasmaticas de LH durante o
periodo ovulatério (11), o g pode refletir no prolongamento da fase folicular (8), porém
estes baixos valores hormonais ndo alteraram o processo de ovulagdo (11). Adicionalmente,
no mesmo trabalho ndo foi encontrado efeito da idade nas concentracdes sistémicas de
estrégeno.

O objetivo do presente estudo foi comparar a perfusdo vascular folicular, luteal e
uterina, por meio da ultrassonografia Doppler, e o perfil hormonal (LH, FSH, E2 e P4) de
éguas jovens e idosas.

2. Material e Métodos

2.1.  Animais

Foram utilizadas 22 éguas mesticas ndo gestantes e em bom estado corporal. O
experimento foi realizado entre novembro de 2012 e margco de 2013, no Centro de
Reprodugéo e Biotecnologia Equina — CERBEQ (Posto de Monta), UNESP Botucatu
(Latitude 22° 53” 09” e Longitude 48° 26’ 4”). Os animais foram mantidos em piquetes e
alimentados com feno de coast-cross (Cynodondactylon), racdo concentrada, silagem de
milho, suplementacdo mineral e acesso livre & 4gua. Os procedimentos foram realizados
com a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP, cAmpus de Botucatu.

2.2.  Delineamento experimental

As éguas foram separadas em dois grupos: éguas jovens (n=10) com idade entre 4 e
10 anos e éguas idosas (n=12) com idade acima de 20 anos.

O trato reprodutivo foi avaliado por ultrassonografia via transretal modo-B
utilizando o aparelho MyLab™Five (ESAOTE S.p.A. — Pie Medical, Itdlia) equipado com
transdutor linear multifrequencial. Quando observado foliculo > 30 mm de didmetro, o
acompanhamento comecou a ser diario até o 8° dia apos a ovulacdo subsequente, por meio
da ultrassonografia modo-B, color e espectral Doppler.

2.3.  Avaliagdo por meio da ultrassonografia Doppler

Para avaliacdo objetiva da perfusdo vascular do ovario, a artéria ovariana ipsilateral
ao foliculo dominante ou corpo lateo foi avaliada por meio da ultrassonografia modo
espectral Doppler (12). Para tanto, posicionou-se 0 cursor em uma artéria ovariana e um
gréafico espectral, com no minimo trés ciclos cardiacos semelhantes, foi gerado. Deste, foi
escolhido um ciclo cardiaco, que forneceu os valores dos Indices de Resisténcia (RI) e de
Pulsatilidade (PI). Este procedimento foi repetido no minimo trés vezes e a média dos
valores encontrados foi utilizada para analise estatistica.
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A perfusdo vascular folicular subjetiva, foi estimada levando-se em consideracdo o
percentual da circunferéncia da parede folicular com sinais Doppler coloridos (1). Ja& a
analise subjetiva da perfusdo vascular luteal, foi estimada levando-se em consideracdo o
percentual da area luteal com sinais Doppler coloridos (13).

A analise objetiva da perfusdo vascular uterina foi realizada a partir da analise dos
dados coletados das artérias uterinas direita e esquerda, em modo espectral Doppler (3).
Para tanto, posicionou-se o cursor na artéria uterina e um grafico espectral, com no minimo
trés ciclos cardiacos semelhantes, foi gerado. Deste, foi escolhido um ciclo cardiaco, que
forneceu os valores dos Indices de Resisténcia (RI) e de Pulsatilidade (PI). Este
procedimento foi repetido no minimo trés vezes em cada artéria uterina, e a media dos
valores encontrados foi utilizada para analise estatistica. E, a perfusdo vascular subjetiva do
utero foi estimada levando-se em consideracdo a quantidade de sinais Doppler coloridos
presentes no mesométrio, miométrio e endométrio, em corte transversal do terco médio dos
cornos uterinos. A classificacdo utilizada foi o escore de 1 a 4 (minima e maxima perfuséo
vascular, respectivamente).

Todas as analises foram realizadas pelo mesmo operador, utilizando modo color
Doppler (MyLab™Five, ESAOTE S.p.A. — Pie Medical, Italia). O escaneamento continuo,
em tempo real de 1 minuto e essas imagens armazenadas para posterior analise.

2.4.  Coleta de sangue

Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular em tubos heparinizados de 10
ml no mesmo horario todas as tardes, iniciando no D-8 (DO = dia da ovulacdo) e
terminando no D8. As amostras de sangue foram centrifugadas (1500 xg) durante 10
minutos, e o plasma foi pipetado e armazenado em criotubo a 20 ° C até serem analisadas
para LH, FSH, E2 e P4 por RIA validado.

2.5.  Ensaio hormonal

As concentragdes plasmaticas hormonais (FSH, LH, E2 e P4) foram realizadas por
radioimunoensaio (RIA), no laboratério da Dr. Janet Roser na Universidade da California,
de acordo com (14).

25.1. FSH

Para mensuracdo das concentra¢Ges de FSH no plasma sanguineo das éguas, o FSH
altamente purificado derivado de pituitaria equina (e265B, Papkoff, Universidade da
Califérnia, Davis, California, EUA) foi utilizado para os padrdes (variando de 0,25 a 64
ng/mL) e para iodacdo. O anticorpo primario FSH anti-ovino (LS4-3D-2; Dr. DL
Thompson, Universidade Estadual de Louisiana, Baton Rouge, Louisiana, EUA) foi usado
na diluicdo 1/25.000. O anticorpo secundéario utilizado foi o 1gG de cabra anti-coelho
(Equitech-Bio, Inc., Kerrville, Texas, EUA) na diluicdo de 1/100 em 5% de PEG e soro de
coelho (Sigma, St Louis, Missouri, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 0,5 ng/mL e os
coeficientes de variacdo intra e inter-ensaios foram de 3,0% (n = 8) e 7,5% (n = 5),
respectivamente.
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25.2. LH

Foi utilizado LH altamente purificado equino derivado de pituitaria (2001B, Roser,
Universidade da California, Davis, Califérnia, EUA) para a iodacgdo e para os padrdes, que
variou de 0,125 a 32 ng/mL. O anticorpo primério utilizado foi o anticorpo monoclonal LH
B de rato anti-bovino (518B7; Roser, Universidade da California, Davis, California, EUA;
ROSER et al., 1994) utilizados na diluicdo 1/200. O anticorpo secundario utilizado foi 1gG
de cabra anti-rato na diluicdo de 1/200 em 5% de PEG e soro de rato (Sigma, St Louis,
Missouri, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 0,25 ng/mL e os coeficientes de varia¢éo
intra e inter-ensaios foram de 2,4% (n = 8) e 6,1% (n = 6), respectivamente.

253. E2

Para mensurar a concentracdo plasmatica de E2, utilizou-se o estradiol tritiado (1, 2,
6, 7 -3H- E2, NET -317, atividade especifica 70-115 Ci/mmol; Perkin Elmer Life Science,
Boston, Massachusetts, EUA) como marcador. Os padrdes (E950; Steraloids, Wilton, New
Hampshire, EUA) variaram de 6,25 a 500 pg/mL. Para extragdo, 200ul de amostras de
plasma ou de controle foram utilizados, com 2 mL de éter etilico anidro fresco (VWR,
West Chester, Pensilvania, EUA) e reconstituido com 300 pL de PBS com 0,1% de gelatina
de pele de suino (PBS-G, Sigma, St Louis, Missouri, EUA). As amostras de plasma foram
diluidas com PBS-G, quando necessario, para se adequar na curva padrdo. O anticorpo
primario utilizado foi o anti-estradiol-17B-6-BSA de carneiro (# 244, Niswender,
Universidade Estadual do Colorado, Fort Collins, Colorado, EUA) utilizado na dilui¢do
1/60.000. A eficiéncia da extragdo do plasma foi de 86,5%. A sensibilidade do ensaio foi de
10 pg/mL, e os coeficientes de variagdo intra e inter-ensaios foram 2,5% (n =6) e 6,0% (n
=23), respectivamente.

2.5.4. P4

O anticorpo primario utilizado foi anti-P4-11-alfa-hemi: BSA de carneiro (diluicdo
1/13.000, #8939 Stabenfeldt, Universidade da California, Davis, Califérnia, EUA), e o
marcador foi 3H-progesterona (1, 2, 6, 7-3H-P4, NET381, atividade especifica 90-115
Ci/mmol; Perkin Elmer Life Science). Os padrdes (Q2600; Steraloids) variaram de 0,1 a 20
ng/mL. Para extracdo, 40 pl de amostras de plasma ou de controle foram utilizados, com
1mL de éter etilico anidro fresco (VWR, West Chester, Pensilvania, EUA) e reconstituido
com 100 pL de PBS com 0,1% de gelatina de pele de suino (PBS-G, Sigma, St Louis,
Missouri, EUA). As amostras de plasma foram diluidas com PBS-G, quando necessario,
para encaixar na curva padrdo. A sensibilidade do ensaio foi de 0,2 ng/mL e os coeficientes
de variacdo intra e inter-ensaios foram de 3,5% (n = 6) e 8,4% (n = 23), respectivamente. A
eficiéncia da extracao foi de 75%.

2.6.  Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Dados néo
distribuidos normalmente foram transformados para logaritmos naturais ou ranqueados para
atingirem a normalidade. A analise dos dados foi feita utilizando o proc-mix do SAS
(versdo 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA). Diferencas entre grupos, momentos e
interacdo entre grupos e momentos foram avaliadas pelo teste de LSD (diferenca minima
significativa). Os testes t-pareado e ndo pareado foram utilizados para detectar diferencas
significativas entre momentos e grupos, respectivamente. O nivel de significAncia
estatistica foi definido como p<0,05.
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3. Resultados

O periodo interovulatério apresentou duracdo média em éguas jovens de 15 + 2,9
dias e em éguas idosas de 17,3 + 11,8 dias. O periodo interovulatério no ciclo controle foi
significativamente inferior (p<0,05) para éguas jovens quando comparado a éguas idosas.

Durante a fase folicular, os pardmetros da perfusdo vascular ovariana, Pl e Rl da
artéria ovariana ipsilateral ao foliculo pré-ovulatério, ndo diferiram (p>0,05) os grupos de
éguas jovens e idosas, nos trés dias que antecederam a ovulacdo. Da mesma forma, néo foi
observada diferenca na perfusdo vascular folicular subjetiva e no tamanho folicular
(p>0,05) entre 0s grupos.

Os parametros da perfusdo vascular ovariana, Pl e RI da artéria ovariana ipsilateral
ao CL, assim como a avaliacdo subjetiva da vascularizacdo do CL e a area luteal ndo
diferiram (p>0,05) entre 0s grupos de éguas jovens e idosas, no periodo entre DO e D8.

Né&o houve diferenca (p>0,05) no PI, RI, perfuséo vascular e edema uterino entre 0s
grupos de éguas jovens e idosas, no periodo entre D-3 e D8.

Comparando o perfil hormonal entre os grupos de éguas jovens e idosas, observou-
se maior concentracdo plasmatica de FSH no grupo de éguas jovens (p<0,05), entre os dias
-3 e 4 do ciclo. Similarmente, as concentragdes plasméaticas de LH foram superiores no
ciclo controle do grupo de éguas jovens (p<0,05), quando comparado ao grupo idoso, entre
os dias 0 e 4 do ciclo. Ao passo que a P4, contrariamente ao FSH e LH, apresentou maiores
concentragfes (p<0,05) no ciclo controle do grupo de éguas idosas comparado as éguas
jovens, no intervalo entre os dias 5 e 7 do ciclo. O E2 néo diferiu entre os ciclos e grupos
(p>0,05; Figura 1).
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Figura 1. Médias + EPM das concentragdes plasméticas de FSH, LH, P4 e E2, do ciclo controle de éguas
jovens e idosas, no intervalo dos dias -8 a 8 do ciclo estral, considerando DO o dia da ovulagdo. Asteriscos (*)
indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

4. Discussao

Os foliculos de éguas idosas apresentaram-se mais Vvascularizados quando
comparado aos de éguas jovens (4). Tais resultados sdo contrarios ao esperado uma vez que
segundo Ginther et al. (2) a qualidade oocitaria esta positivamente relacionada com a
perfusdo vascular folicular, desta forma o esperado era que éguas idosas, por apresentarem
odcitos de pior qualidade (15), apresentassem menor perfusdo vascular folicular. No
entanto, nopresente estudo ndo foi observado diferengas na analise subjetiva e objetivado
foliculo pré-ovulatério entre éguas jovens e idosas.

Como esperado, no presente trabalho o tamanho dos foliculos pré-ovulatorios ndo se
alteraram durante os trés dias que antecederam a ovulagdo, uma vez que a ovulagéo foi
induzida e o crescimento dos foliculos foi cessado, coincidindo com os resultados
encontrados por Gastal et al. (16), onde ap6s o tratamento de inducdo da ovulacdo o
foliculo parou de crescer.

N&o foi observada diferenca no didametro do foliculo pré-ovulatério entre éguas
jovens e idosas. Resultados similares foram encontrados em estudos anteriores, nos quais
também ndo observou-se diferencas no didmetro do foliculo pré-ovulatorio entre éguas
jovens e idosas no dia anterior a ovulacdo (11, 8, 17). Contrariamente, Davis Morel et al.
(18) relataram que éguas jovens apresentaram maior diametro do foliculo pré-ovulatério
comparado a éguas idosas, demonstrando que a idade da égua teria um efeito negativo no
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diametro folicular. Considerando que a viabilidade do odcito € reduzida com o avancar da
idade (15), estes mesmos autores propuseram que esse processo talvez possa ser resultado
de ovulacdo de foliculos pré-ovulatérios menores, que nao tenham sido submetidos a
divisdo meiética final e/ou maturagdo antes da ovulagdo. Os trabalhos anteriormente citados
ndo realizaram o tratamento para inducdo da ovulacdo nas éguas, ou Seja, as éguas
ovularam espontaneamente, sendo assim, ndo é possivel estabelecer uma comparacao entre
os resultados do presente estudo, onde houve inducdo da ovulacdo e os encontrados na
literatura, onde a ovulacéo foi espontanea.

Sabidamente a perfusdo vascular do CL € importante para a obtencao de precursores
de esteroides e para a liberacdo de P4 na circulacdo sanguinea (19). A perfusdo vascular
luteal apresentou-se baixa logo apds a ovulacdo, periodo em que é encontrado o corpo
hemorragico, ap6s este periodo, houve um aumento da perfusdo vascular luteal,
coincidindo com o periodo de luteogénese (20).

No presente estudo, o perfil da perfusdo vascular uterina ao longo do ciclo estral, foi
similar ao encontrado por Bollwein et al. (3; 12; 21), ndo sendo observada diferengas na
perfusdo vascular uterina entre éguas jovens e idosas. Entre as varidveis de avaliacdo da
irrigacdo uterina estudadas, foi observado um mesmo padréo ondular ao longo do ciclo
estral, com uma baixa perfuséo vascular no dia 0, e valores elevados no inicio do diestro.

O periodo interovulatério observado no presente trabalho foi maior no grupo de
éguas idosas comparado ao grupo de éguas jovens, no ciclo controle de ambos 0s grupos.
Tal achado corrobora com a hip6tese de Carnevale et al. (8) que sugeriram que o longo
periodo interovulatorio pode estar associado ao prolongado intervalo da inducdo da
lutedlise até a ovulagdo e, consequentemente, ao prolongamento da fase folicular. Outra
hipGtese para o prolongamento do periodo interovulatério nas éguas idosas seria 0 menor
tamanho folicular ou menor nimero de foliculos no momento da lutedlise. E ainda, a
diminuicdo nas concentracGes plasmaticas de LH nas éguas idosas pode refletir no
prolongamento da fase folicular, porém ndo parece interferir no processo de ovulagéo (8,
11).

As éguas jovens apresentaram maior concentracdo plasmatica de FSH comparadas
as éguas idosas, do dia -3 ao dia 4 pos-ovulacdo. Carnevale et al. (8) detectaram maiores
concentragfes plasmaticas de FSH no grupo de éguas adultas (15-19 anos) no D7, D10 e
D12 pbs ovulacdo. No trabalho desenvolvido por Ginther et al. (22) as concentracfes
plasméticas diérias de FSH ndo diferiram entre os grupos de éguas nas faixas etarias
estudadas, porém a concentracdo maxima de FSH foi significativamente maior no grupo
das idosas (> 18 anos) comparado ao das éguas jovens (5-6 anos) e adultas (10-14 anos).
Sendo este aumento nas concentragdes plasmaticas de FSH considerado um sinal de
envelhecimento reprodutivo em vacas (9, 10) e mulheres (23, 24).

As éguas jovens apresentaram uma maior concentragdo plasmatica de LH do DO ao
D4, quando comparadas as éguas idosas. O que corrobora com os resultados encontrados
por Carnevale et al. (8), que observaram ter sido a concentracdo plasmaética de LH menor
em éguas idosas comparada as éguas jovens, no periodo de D-7 a D3. Da mesma forma, em
um estudo de Ginther et al. (22), a concentragdo de LH foi mais elevada em éguas jovens,
de D-7 a D4, estes autores sugerem que existam fatores extra ovarianos que influenciem o
aumento do LH e tais fatores sdo maiores em éguas jovens. Além disso, a reducdo nas
concentracfes de LH nas éguas idosas parece estar relacionada com o prolongamento da
fase folicular (8).
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As concentracdes plasmaticas de P4 foram superiores no grupo de éguas idosas
comparado as éguas jovens, no periodo entre 0 D4 e D7. Esse achado difere dos
encontrados por Ginther et al. (22), onde o grupo de éguas adultas (10-14 anos de idade)
tiveram a concentracdo plasmatica maxima de P4 mais elevada do que o grupo de jovens
(5-6 anos) ¢ idosas (> 18 anos). Ja Carnevale (8) observaram que a concentragdo média de
P4 em éguas idosas (> 20 anos de idade) foi maior do que de éguas com idade intermediaria
(15-19 anos), mas ndo diferiu das éguas jovens (5-7 anos).

5. Concluséo

Os resultados nos permite concluir que ndo existe diferenga na perfusdo vascular
folicular, luteal e uterina entre éguas jovens e idosas. Existem diferencas significativas nas
concentracOes plasméticas de FSH, LH e P4 entre éguas de diferente faixas etérias. Sendo
as concentracdes plasmaticas de FSH e LH superiores nas éguas jovens e de P4 superior
nas éguas idosas.
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9.2. Normas da revista “Veterinaria e Zootecnia”

1. Pagina de rosto, com:

Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times
New Roman, tamanho 12, com espagamento simples, em negrito e centralizado,
em letra mailscula. Quando necessario, indicar a entidade financiadora da
pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de
experimentacdo, encaminhar o parecer da Comissdo de Etica ou equivalente,

assinalando, no trabalho, antes das referéncias, a data de aprovacéao.

2. P4gina com resumo, abstract e resumen

Tanto o resumo, como 0 abstract e o resumen devem ser seguidos do titulo
do trabalho, no respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com
informacdes referentes a introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O
texto deve ser justificado e digitado em paragrafo Unico e espaco simples,
comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen devem ser traducao fiel do
resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o
resumo em portugués, inglés e espanhol.

Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras

clave que identifiguem o conteudo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducéo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a
literatura pertinente, bem como aos objetivos da pesquisa. A introducéo
estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informacgdes de reprodutibilidade da pesquisa,

de forma clara e concisa, como variaveis, populacdo, amostra, equipamentos e
métodos utilizados, inclusive os estatisticos.

Resultados: Apresentacédo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem
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interpretagfes e comparacgdes. Podera ser sob a forma de tabelas, no maximo de
cinco, ordenadas em algarismos arabicos e encabecadas pelo titulo, de acordo
com as normas de apresentacdo tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como Tabela; sob a forma
de figuras, nos casos de gréaficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como Figura.
Discussdo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados,
confrontando com a literatura pertinente, apresentada na introducdo. Se julgar
conveniente, o0s resultados e a discussdo poderdo ser apresentados
conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discusso.
Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver

(http://www.icmije.orq/).

Deveréo ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicdo de textos,
Excel (qualquer versao) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para
fotografias, desenhos e mapas, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espago simples,
mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e pé de cada pagina, fonte
Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos arabicos, a partir da folha de identificagdo. Deverdo também
apresentar numeracao nas linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina.
llustracdes e legendas devem ser apresentadas no decorrer do texto. Nao seréao
fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis no formato PDF no endereco
eletronico da revista. Para as demais sec¢des da revista sdo validas as normas
anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais devem ser

empregadas apos escritas por extenso na primeira utilizagao.

Artigos de Revisao Bibliogréafica
Os artigos de revisdo bibliografica serdo publicados nas linguas portuguesa,
inglesa e espanhola, quando o autor apresentar contribuicéo cientifica, relevante

na area especifica do assunto abordado, a convite dos editores.
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Deverdao conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-
chave, abstract com keywords e resumen com palabras claves, introducéo,
desenvolvimento do assunto, conclusao e referéncias. Deverdo conter no maximo

20 paginas e 60 referéncias.

Relato de Caso
N&o devem ser estruturados, como os artigos. Devem apresentar o titulo em
portugués, em inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com
keywords, resumen com palabras claves e referéncias. Devem conter no maximo

cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

Comunicacdes Curtas
Sao relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como, por
exemplo, resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas com,
no maximo, cinco paginas, uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve respeitar

as normas para relatos de caso.

Referéncias e Citacdes
As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em
gue sao mencionadas no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto,
nas tabelas e legendas com numeros arabicos, entre parénteses, seguindo a
mesma sequencia. Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo
com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel

em: http://www.nlm.nih.gov.

Exemplos

Citacdes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucéo fisiolégica
para evitar o ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias. Udupa &

Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do tmero sem imobilizacdo Herbsman et
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al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram. O rato
apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51). O mesmo
autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (21-
26).

Referéncias
Indique somente até seis autores. Em caso de mais autores, usar et al. apés o

sexto autor.

1. Artigo de revista

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacao por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.
Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et
al. Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do
estado de Séao Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais.Pesq Vet Bras.
2008;28:597-9.

2. Organizagdo como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed.
Washington; 1975.

Universidade Federal de Vigcosa. SAEG: sistema de andlises estatisticas e

genéticas: manual do usuario: versao 7.1. Vigosa; 1997.

3. Livro
Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de saude

para o controle da artrite-encefalite caprina. Sdo Paulo: Cultura Académica; 2003.

4. Capitulo de livro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM.
Enfermidades infecciosas dos mamiferos domésticos. 2a ed. Rio de Janeiro:
MEDSI, 1992. p.91-103.
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Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In:
Mendes AA, Naas IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas:
FACTA, 2004. p.1-22

5. Artigos apresentados em congressos, reunides, seminarios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos
polinomiais para descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do
30 Congresso Nordestino de Producdo Animal; 2004, Campina Grande. Campina
Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6. Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para
reparo do diafragma pélvico: estudo experimental em caes [dissertacado]. Botucatu:
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista;
2004.

7. Publicactes disponiveis na Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004
[cited 2004 Jan 16]. Available from:



10. ANEXOS

Tabela 1: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacéo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVF e as
concentragdes plasmaticas de FSH, LH e E2 durante o periodo de estro do ciclo

controle de éguas jovens.

FSH LH E2
P r=0,085 r=0,191 r=0,355
p=0,678 p=0,349 p=0,075
RI r=-0,148 r=0,149 r=0,295
p=0,462 p=0,457 p=0,136
PVE r=0,225 r=-0,134 r=0,740
p=0,507 p=0,695 p=0,009

Tabela 2: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVF e as

concentracdes plasmaticas de FSH, LH e E2 durante o periodo de estro do ciclo

controle de éguas idosas.

FSH LH E2
P r=0,225 r=-0,234 r=-0,395
p=0,215 p=0,198 p=0,025
RI r=0,172 r=-0,200 r=-0,396
p=0,348 p=0,273 p=0,025
PVE r=0,095 r=0,386 r=-0,192
p=0,769 p=0,215 p=0,550

Tabela 3: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlagdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVF e as

concentracdes plasmaticas de FSH, LH e E2 durante o periodo de estro do ciclo

tratado com arginina de éguas jovens.

FSH LH E2
P r=0,254 r=-0,027 r=-0,206
p=0,266 p=0,907 p=0,370
RI r=0,092 r=0,127 r=-0,307
p=0,690 p=0,584 p=0,177
PVE r=0,539 r=-0,272 r=0,626
p=0,168 p=0,514 p=0,097
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Tabela 4: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacéo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVF e as
concentracfes plasmaticas de FSH, LH e E2 durante o periodo de estro do ciclo

tratado com arginina de éguas idosas.

FSH LH E2
P r=-0,338 r=0,163 r=0,227
p=0,068 p=0,390 p=0,228
RI r=-0,414 r=0,016 r=0,157
p=0,023 p=0,935 p=0,408
PVE r=0,299 r=0,179 r=0,251
p=0,345 p=0,577 p=0,431

Tabela 5: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVCL e as
concentracfes plasmaticas de LH, E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

controle de éguas jovens.

LH E2 P4

o '=0.176 1=-0,084 1=-0,261
0=0,107 0=0.447 0=0.016

RI r=0,110 r=-0,106 r=-0,187
0=0,316 0=0.336 0=0.087

1=-0,253 1=0,028 r=0,396

PVCL 0=0.017 0=0,792 0<0,01

Tabela 6: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlagédo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVCL e as
concentragcdes plasmaticas de LH, E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

controle de éguas idosas.

LH E2 P4

o] r=-0,094 r=0,084 r=-0,175
p=0,398 p=0,448 p=0,113

Rl r=-0,088 r=0,153 r=-0,219
p=0,430 p=0,166 p=0,046

PVCL r=-0,260 r=-0,285 r=0,527

p=0,008 p=0,003 p<0,01
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Tabela 7: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacéo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVCL e as
concentracfes plasmaticas de LH, E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

tratado com arginina de éguas jovens.

LH E2 P4
o 1=0,142 1=-0,210 (=-0,278
0=0,228 0=0.072 0=0.016
ol r=0,291 r=-0,018 r=-0,291
0=0,012 0=0.880 0=0.012
r=-0,178 r=-0,007 r=0,591
PVCL 0=0.116 0=0,949 0<0,01

Tabela 8: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria ovariana, PVCL e as
concentracfes plasmaticas de LH, E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

tratado com arginina de éguas idosas.

LH E2 P4
o r=-0,072 r=0,288 r=-0,293
p=0,537 p=0,012 p=0,011
ol 1=-0,027 r=0,283 r=-0,235
p=0,816 p=0,014 p=0,043
r=-0,448 r=-0,273 r=0,751
PVCL p<0,01 p=0,005 p<0,01

Tabela 9: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlagdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU e a
concentracdo plasmética de E2 durante o periodo de estro do ciclo controle de

éguas jovens.

E2
r=0,578
Pl p=0,002
r=0,400
RI p=0,043
PVU r=-0,132

p=0,522
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Tabela 10: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU e a
concentracdo plasmatica de E2 durante o periodo de estro do ciclo controle de

éguas idosas.

E2

r=-0,306
p=0,128
r=-0,148
p=0,469
r=0,248
p=0,194

Pl

RI

PVU

Tabela 11: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU e a
concentracdo plasmatica de E2 durante o periodo de estro do ciclo tratado com

arginina de éguas jovens.

E2

r=0,045
p=0,833
r=0,211
p=0,322
r=-0,131
p=0,561

Pl

RI

PVU

Tabela 12: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlagdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU e a
concentracdo plasmatica de E2 durante o periodo de estro do ciclo tratado com

arginina de éguas idosas.

E2
r=0,119
Pl p=0,562
r=0,060
RI p=0,774
PVU r=0,328

p=0,078
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Tabela 13: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis PI, Rl da artéria uterina, PVU e as
concentracfes plasmaticas de E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

controle de éguas jovens.

E2 pa
o =-0,069 1=-0,125
0=0.560 0=0.288
ol =-0,068 r=0,022
0=0.563 0=0,854
r=0,053 r=0,287
PVU 0=0.623 0=0,006

Tabela 14: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis PIl, Rl da artéria uterina, PVU e as
concentracfes plasmaticas de E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

controle de éguas idosas.

E2 pa
o =0,168 =-0,373
0=0,195 0=0,003
" r=0,200 r=-0,432
0=0,121 0<0,01
=-0,079 =-0,064
PVU 0=0.458 0=0.550

Tabela 15: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlagdo de Pearson, entre as variaveis PIl, Rl da artéria uterina, PVU e as
concentragcbes plasmaticas de E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

tratado com arginina de éguas jovens.

E2 P4
ol r=-0,062 r=-0,020
p=0,622 p=0,875
" r=0,021 r=0,004
p=0,869 p=0,977
PVU r=-0,106 r=0,277

p=0,369 p=0,017
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Tabela 16: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis PI, Rl da artéria uterina, PVU e as
concentracfes plasmaticas de E2 e P4 durante o periodo de diestro do ciclo

tratado com arginina de éguas idosas.

E2 P2
o r=0,086 (=-0,194
0=0,534 0=0,157
RI r=0,125 r=-0,121
0=0,362 0=0.379
r=0,006 1=0,226
PVU 0=0.954 0=0,022

Tabela 17: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU, as
concentracfes plasmaticas de E2 e P4 e a concentracdo de ON no D8

(considerando DO=dia da ovula¢éo) do ciclo controle de éguas jovens.

Pl RI PVU E2 P4

r=0,539 r=0,880 r=0,508 r=0,766 r=0,787

ON p=0,349 p=0,049 p=0,382 p=0,131 p=0,114

Tabela 18: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlagdo de Pearson, entre as variaveis PIl, Rl da artéria uterina, PVU, as
concentracbes plasmaticas de E2 e P4 e a concentracdo de ON no D8

(considerando DO=dia da ovulag&o) do ciclo controle de éguas idosas.

Pl RI PVU E2 P4

r=-0,837 r=-0,971 r=0,374 r=-0,040 r=0,274

ON 0=0368  p=0153  p=0361  p=0927  p=0512
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Tabela 19: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU, as
concentracfes plasmaticas de E2 e P4 e a concentracdo de ON no D8

(considerando DO=dia da ovulac&o) do ciclo tratado com arginina de éguas jovens.

Pl RI PVU E2 P4

r=0,298 r=0,275 r=-0,179 r=-0,626 r=-0,720

ON p=0,567 p=0,597 p=0,734 p=0,183 p=0,107

Tabela 20: Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da andlise da
Correlacdo de Pearson, entre as variaveis Pl, Rl da artéria uterina, PVU, as
concentracbes plasmaticas de E2 e P4 e a concentracdo de ON no D8

(considerando DO=dia da ovula¢&o) do ciclo tratado com arginina de éguas idosas.

Pl RI PVU E2 P4

r=-0,352 r=-0,342 r=-0,109 r=0,269 r=-0,141

ON p=0,771 p=0,778 p=0,780 p=0,485 p=0,718




