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RESUMO

O objetivo com este trabalho foi caracterizar os aspectos de morfoecogenicidade uterina e de
corpo lateo (CL) e a relacdo com as concentracbes de progesterona (P4) em éguas
“Baixadeiro”, durante os periodos chuvoso e seco. Foram utilizados nove animais,
sincronizados com duas doses de analogo sintético de prostaglandina PGF2a, com intervalo
de 10 dias e monitorados por palpacdo transretal e ultrassonografia a cada 48 horas. A
ecogenicidade uterina foi determinada pelo grau de edema e a do CL foi classificada quanto a
organizacdo glandular. O sangue foi coletado por pungédo da veia jugular para determinagéo
das concentracdes de P4 pelo método ELISA. O indice pluviométrico ndo apresentou
diferenca estatistica (p < 0,05). A taxa de luminosidade diferiu entre os periodos (p < 0,05).
Peso e ECC ndo diferiram entre os periodos (p < 0,05). Dentre as éguas, 88,89% (8/9)
ovularam no periodo chuvoso enquanto 55,56% (5/9) ovularam no periodo seco, ndo havendo
diferenca estatistica (p < 0,05). Quanto a morfoecogenicidade uterina, ndo houve diferenca
significativa entre os periodos (p < 0,05). Houve diferenca entre periodos (p > 0,05) para 0s
niveis plasmaticos de P4, sendo maior a concentragdo no periodo chuvoso. Quanto a
morfoecogenicidade de CL, estes apresentaram desde centro anecoico a hiperecogénico.
Assim, as éguas do grupamento genético “Baixadeiro” mantiveram-se ciclica em ambos
periodos chuvoso e seco; as mudancas na ecogenicidade e as concentracdes de P4
correspondem ao esperado para a espécie independente do periodo; bem como ndo houve
diferenca de morfoecogenicidade uterina e de CL entre os periodos.
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CHARACTERISTICS OF MORPHOECHOGENICITY AND UTERINE CORPUS
LUTEUM AND ITS RELATIONS WITH THE PLASMA LEVELS OF
PROGESTERONE IN BAIXADEIRO MARES

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the aspects of uterine morphology and corpus
luteum (CL) and the relationship with progesterone concentrations (P4) of the "Baixadeiro"
mares during the rainy and dry periods. Nine animals, synchronized with two doses of
prostaglandin PGF2a synthetic analogue, were used at intervals of 10 days and monitored by
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transrectal palpation and ultrasonography every 48 hours. The uterine echogenicity was
determined by the degree of edema and the CL was classified for glandular organization.
Blood was collected by jugular vein puncture to determine P4 concentrations by the ELISA
method. The rainfall index did not present statistical difference (p < 0,05). The luminosity rate
differed between the periods (p < 0,05). Weight and ECC did not differ between the periods
(p < 0,05). Among the mares, 88,89% (8/9) ovulated in the rainy season while 55,56% (5/9)
ovulated in the dry period, with no statistical difference (p < 0,05). As to uterine
morphoecogenicity, there was no significant difference between the periods (p < 0,05). There
was a difference between periods (p > 0,05) for plasma P4 levels, with the highest
concentration during the rainy season. As for the morfoecogenicity of CL, these presented
from anechoic center to hyperechogenic. Thus, the mares of the genetic group "Baixadeiro”
remained cyclical in both rainy and dry periods; changes in echogenicity and P4
concentrations correspond to the expected values for the species, independent of the period; as
well as there was no difference in uterine morpho echogenicity and CL between the periods.
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CARACTERISTICAS DE MORFOECOGENICIDAD UTERINO Y DEL CUERPO
LUTEO Y SUS RELACIONES CON NIVELES PLASMATICOS DE
PROGESTERONA EN YEGUA "BAIXADEIRO"

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los aspectos de morfoecogenicidad uterina y
cuerpo lateo (CL) y la relacién con las concentraciones de progesterona (P4) en yeguas
“Baixadeiro”, durante los periodos Illuvioso y seco. Se utilizaron nueve animales,
sincronizados con dos dosis de prostaglandina sintética analoga PGF2a, con un intervalo de
10 dias y monitorizados mediante palpacion transrectal y ecografia cada 48 horas. La
ecogenicidad uterina se determinG por el grado de edema y del CL se clasifico segin la
organizacion glandular. La sangre se recogié mediante puncion de la vena yugular para
determinar las concentraciones de P4 utilizando el método ELISA. El indice de precipitacion
no mostrd diferencia estadistica (p <0,05). La tasa de luminosidad difiri6 entre los periodos (p
<0,05). El peso y la CEC no difirieron entre periodos (p <0,05). Entre las yeguas, 88,89%
(8/9) ovularon en época de lluvias y 55,56% (5/9) ovularon en época seca, sin diferencia
estadistica (p <0,05). En cuanto a la morfocogenicidad uterina, no hubo diferencia
significativa entre periodos (p <0,05). Hubo diferencia entre periodos (p> 0,05) para los
niveles plasmaticos de P4, con mayor concentracion en la época de lluvias. En cuanto a la
morfoecogenicidad de CL, se presentaron de centro anecogénico a hiperecogénico. Asi, las
yeguas del grupo genético “Baixadeiro” se mantuvieron ciclicas tanto en periodos humedos
como secos; los cambios en la ecogenicidad y las concentraciones de P4 corresponden a lo
esperado para la especie independientemente del periodo; asi como tampoco hubo diferencia
en la morfologia uterina 'y CL entre periodos.

Palabras clave: ovulacion, equino, ensayo hormonal
INTRODUCAO
Na regido da Baixada Maranhense (1° 59” - 4° 00° S ¢ 44° 21° - 45° 21° W) encontra-se

um efetivo equino com cerca de 24 mil cavalos, destacando-se um grupamento genético
denominado “Baixadeiro”, caracterizado por sua rusticidade, resisténcia e grande adaptacdo
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aos campos alagados locais (1). Os equinos, de maneira geral, sdo considerados animais
poliéstricos estacionais, apresentando atividade ciclica entre os meses de primavera e verdo
(2), associados ao aumento da luz diaria, temperatura e disponibilidade de alimentos (3). Esta
condicdo de sazonalidade influencia sua atividade reprodutiva, uma vez que também interfere
na variacdo das concentracdes hormonais durante as estacoes (4).

Durante a fase folicular dentro da estacdo ovulatéria, as modificacbes sofridas pelo
foliculo em desenvolvimento resultam na ovulagdo (5) originando o corpo lateo (CL), uma
glandula enddcrina transitoria (6), responsavel por secretar progesterona (P4). Sua
concentracdo aumenta na circulacéo imediatamente apds a ovulacgdo e atinge um pico no sexto
dia, mantendo assim um plato (7).

A P4 esta envolvida na reativacdo do eixo reprodutivo e manutencdo da atividade
ovariana (8). Em regibes de altas latitudes, durante a temporada anovulatéria, a maioria das
éguas mantém concentracdes de P4 abaixo de 1 ng/mL e ndo demonstram sinais de estro,
possuem ovarios pequenos e lisos, e foliculos menores que 15 mm de didmetro (9). A
ultrassonografia pode ser utilizada para o acompanhamento do desenvolvimento folicular,
além de permitir detectar e avaliar o CL quanto a sua forma, tamanho e caracteristicas de
ecogenicidade, além das modifica¢fes uterinas que ocorrem nesse periodo (10). Assim como
as dosagens de P4, que representam um meio eficiente para indicar a atividade da glandula
luteinica e ciclicidade das éguas (10).

Ainda sdo limitados dados relacionados aos aspectos reprodutivos dos equinos em
regides proximas ao Equador (11). Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho caracterizar
os aspectos de morfoecogenicidade de CL e uterina relacionando-os as concentracdes de P4
das éguas do grupamento genético “Baixadeiro”, durante os periodos chuvoso e seco.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas durante os periodos chuvoso (PC -
fevereiro) e seco (PS - julho) de 2015, na Fazenda Escola de Sdo Bento da Universidade
Estadual do Maranhdo (FESB/UEMA, latitude 18°59°S; longitude 56°39°W), onde esta
situada a Unidade de Estudo, Pesquisa e Conservagdo do Cavalo Baixadeiro (UEPCCB).
Dados referentes ao indice pluviométrico e luminosidade foram acompanhados para avaliar a
influéncia dos fatores ambientais na ciclicidade das éguas.

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA —
CONCEA/MCT UEMA), tendo 0 nimero de protocolo 019/2015.

Foram utilizadas nove éguas com média de idade de 6,35 + 1,21, oriundas dos campos
da Baixada Maranhense e introduzidas na Fazenda Escola. Estas foram mantidas soltas em
piquetes (0,5 ha cada um) com vegetacdo nativa, principalmente gramineas das espécies
Paratheria prostata, Paspalum virgatum e Acrocera zizanoides, e suplementadas com ragéo
comercial (Equimax® 12MA) uma vez ao dia com acesso aos campos nativos da regido.

Avaliaram-se 0 peso vivo, estimado por meio de fitas de pesagem para equinos, e 0
escore de condicdo corporal (ECC), conforme a escala de Henneke et al. (12), considerando
as regides de pescoco, cernelha, costado e garupa. As avaliagfes foram realizadas em
intervalos de dez dias, considerando o inicio, meio e fim de cada etapa, para calculo da média
por periodo.

Para os dois periodos experimentais, as éguas foram sincronizadas com duas doses de
1,0 mL de anélogo sintético de prostaglandina PGF2a (Sincrocio®, Cloprostenol Sédico,
Ourofino - Brasil) num intervalo de 10 dias. Apds 72 horas foram monitoradas pela palpacéo
transretal e ultrassonografia (Mindray® DP 2200 VET; transdutor linear transretal 5 MHz e
frequéncia 7,5 MHZ) para acompanhamento do desenvolvimento folicular até registro das
ovulagdes e das alteragcdes na ecogenicidade uterina.
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As frequéncias de palpacdo e ultrassom ocorreram a cada 48 horas (13). A avaliacdo da
ecotextura uterina foi determinada pelo grau de escore uterino, seguindo uma escala que
estabelece grau de edema entre 0 e 5, em que O corresponde a Utero sem edema, 4 com forte
edema e 5 com edema anormal (14). As caracteristicas de CL foram avaliadas quanto a sua
medida de ecogenicidade, escore de 1 (pontos ecogénicos com visualizacdo disforme) a 6
(hiperecogénico, com centro anecoico ou ndo) quanto a organizagédo glandular (10).

Os animais tiveram o sangue coletado por puncdo da veia jugular, em tubos
heparinizados de 5,0 mL. As amostras foram centrifugadas a 1.500 x g por 10 minutos e 0
plasma armazenado em microtubos a -20°C (2). As coletas iniciaram 72 horas ap0s a
sincronizacdo e ocorreram em dias alternados até 10 dias pos-ovulagdo, acompanhando o0s
dias de avaliacdo ultrassonogréfica.

As concentracbes de P4 foram determinadas pelo método de enzimaimunoensaio
(ELISA), segundo procedimento recomendado pelo kit comercial empregado (DRG
Progesterone Enzyme Inmuunoassay Kit, EIA - 1561, DRG - Germany), realizado no
Laboratorio de Imunodiagnostico da Universidade Estadual do Maranhdo.

As amostras foram mensuradas em dois ensaios, um para cada etapa (chuvoso e seco).
As solucdes de referéncia de P4 utilizadas no ensaio foram: Calibrador 0: SO ng/mL; S1: 0,3
ng/mL; S2: 1,25 ng/mL, S3: 2,5 ng/mL, S4: 5 ng/mL; S5: 15 ng/mL; S6: 20 ng/mL. O
coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 5,4% para 0,62ng /mL; 6,99% para 4,67 ng/mL;
6,86% para 10,80 ng/mL. O coeficiente de variacdo inter-ensaio foi de 9,96% para 0,56
ng/mL; 4,34% para 4,55 ng/mL; 5,59% para 10,65 ng/mL. As leituras foram realizadas no
espectofotometro (Biotek ELx800), pelo programa Gen5 Getting Started, Microplate Data
Colection e Analysis Software.

O experimento foi delineado inteiramente ao acaso, com dois tratamentos (periodo
chuvoso e seco) e 9 repeticdes (animais).

Foram calculados média e desvio-padrdo de peso, ECC, indice de precipitacdo
pluviométrica, luminisodade diaria, das morfoecogenicidades uterina e de CL e das
concentracdes de P4 e todos foram comparados pelo teste Student Newman Keuls (SNK -
SAS 9.4) entre os periodos seco e chuvoso. A diferenca da taxa de ovulacdo e das
concentra¢fes hormonais entre os periodos chuvoso e seco foram determinadas pelo teste do
Qui-Quadrado. O nivel de significancia considerado para as andlises foram p < 0,05. O
diametro do CL foi relacionado as concentracdes de P4, assim como foram relacionados a
média do didmetro do CL com o diametro médio do foliculo pré-ovulatério, todas
estabelecidas pela correlacéo de Pearson.

RESULTADOS

O indice pluviométrico ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05), entretanto, a taxa
de luminosidade diferiu entre os periodos (p < 0,05), conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo de precipitagdo pluviométrica e luminosidade referentes
ao periodo experimental - fevereiro e julho de 2015.

) PERIODO
VARIAVEIS CHUVOSO SECO
PRECIPITACAO PLUVIOME‘[RICA DIARIA* 4,07 +0,774 1,10 + 2,65"
LUMINOSIDADE DIARIA** 12,18 + 0,02 11,98 + 0,018

Letra maiuscula diferentes na mesma linha indica diferenca estatistica (p < 0,05).
FONTE: *NUGEO; **INMET

O peso e 0 ECC ndo diferiram entre os periodos (p > 0,05; Tabela 2).
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Tabela 2. Média e desvio-padrdo do peso, escore de condicdo corporal das éguas do
grupamento genético Baixadeiro durante os periodos chuvoso e seco de 2015.

< PERIODO
VARIAVEIS CHUVOSO SECO
PESO (Kg) 251,92 + 33,28" 250,94 + 25,18"
ECC 3,95 + 0,46" 3,91 + 0,54"

Letra maiGscula diferente na mesma linha indica diferenca estatistica (p < 0,05).

Das éguas avaliadas, 88,89% (8/9) ovularam no periodo chuvoso enquanto 55,56%
(5/9) ovularam no periodo seco, ndo havendo diferenca estatistica entre os periodos (p >
0,05).

Quanto a morfoecogenicidade uterina, as éguas apresentaram média de 0,39 + 0,33 e
0,51 £ 0,44 de grau de edema, variando entre O a 4 na escala de classificagcdo (Figura 1),
embora ndo diferindo entre os periodos chuvoso e seco (p > 0,05).

D

—
64 /64 [l

Figura 1. Grau de edema nos periodos chuvoso e seco — A:0; B:2; C:3; D:4

O diametro médio do CL apresentou diferenca entre os periodos, sendo maior no
periodo seco (p < 0,05). A morfologia apresentada pelo CL teve média de
morfoecogenicidade entre 4 a 6 (centro anecoico ou trabeculado a hiperecogénico; Figura 2)
desde o dia da ovulacdo até dez dias ap6s ndo havendo diferenca significativa entre os
periodos (Tabela 3).
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Figura 2. Morfoecogenicidade do CL nos periodos chuvoso e seco — A:3; B:4; C:5; D:6

Com relacdo aos niveis plasmaticos de P4, houve diferenca entre periodos (p < 0,05),
sendo maior a concentragdo no periodo chuvoso (PC = 13,99 + 11,93 e PS = 8,04 + 6,03)
guando ocorreu um maior niumero de ovulacdes.

Tabela 3. Média e desvio-padrdo da morfoecogenicidade e didametro do corpo luteo, e
concentracdo de progesterona dias apds a ovulacdo, nos periodos chuvoso e seco de

2015.

Dias PERIODO CHUVOSO PERIODO SECO

apés | ME (1-6) Tamanho Conc. P4 ME (1-6) Tamanho  Conc. P4

ovul. CL ng/mL CL ng/mL
0 5+ 0" 30,93 + 5,53° 5,87 + 6,455 533+0,47"% 3894+113° 1,25+1,02"
2 45+0,90" 3557+0,63° 17,5+ 16,45° 5+0,81" 43,94 +7,29°  7,5+540°
4 5+0,63" 32,04+581° 18,0+ 11,66° 433+047" 4264+6,41° 833+471F
6 56+048" 3145+540° 18,0+ 11,66% 4+ 0" 43,40 + 0,10° 5+ 0,20
8 5+ 0" 32,63+3,73° 2333+11,78F 6+ 0" 33,31 +0,12° 5+0,15

Letras mailsculas diferentes nas linhas, entre as colunas correspondentes, indicam diferenca estatistica (p <
0,05).

Quanto as correlacdes, o CL apresentou moderada relagdo com a concentragdo de P4 (r
= 0,446966 no periodo chuvoso; r = - 0,999995 no periodo seco) e forte relacdo, em ambos
periodos, entre o didmetro do CL e o didmetro médio do foliculo pré-ovulatorio (Figura 3 e 4;
PC: r=0,607581; PS: r = 0,980764).

CL P4 FPOV
PERIODO CHUVOSO | 33,1345,17 | 7,84+11,42 | 34,68+2,69
PERIODO SECO 40,27+3,19 | 2,32+4,16 | 43,71+1,63

Figura 3. Médias e desvios-padrdo do CL, concentracdes de P4 foliculo pré-ovulatério e nos
periodos chuvoso e seco de 2015.
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Figura 4: Relacéo foliculo pré-ovulatério e CL nos periodos chuvoso (A e B) e seco (C e D).
DISCUSSAO

A pluviosidade exerceu influéncia sobre a atividade ovariana, pois a maioria das
ovulagdes ocorreram no periodo chuvoso, quando havia maior disponibilidade de alimento,
resultando em ganho de peso e melhora do ECC durante este periodo. Nas condi¢cdes da
Baixada Maranhense a reducdo das chuvas diminui as pastagens, tornando-as secas resultando
em baixa qualidade nutricional e consequentemente perda de peso dos animais, CoOmo ocorreu
com as éguas avaliadas nos dois periodos.

Animais em condi¢des tropicais ndo se observa estacionalidade, porém, quando estéo
sujeitos a estresse nutricional, tais animais, assim como as éguas, tendem a diminuir a
atividade reprodutiva (15). Dados que confirmam o resultado encontrado neste estudo, onde
foram registradas ovulagdes, entretanto, 0os animais que apresentaram perda de peso ndo
ciclaram durante o periodo seco.

Independente da alteracdo observada de luminosidade entre os periodos (tabela 1), as
éguas do grupamento Baixadeiro estiveram ciclicas e mantiveram seu desenvolvimento
folicular continuo ao longo do experimento, descaracterizando assim a estacionalidade
reprodutiva, ndo ocorrendo diferenca significativa entre as taxas de ovulacéo para os periodos.

Dados que diferem ao descrito na literatura, que consideram 0s equinos sazonais. Isto
porque algumas populagdes equinas continuam os ciclos reprodutivos ao longo do ano (3),
como é o caso de animais de regides proximas ao Equador (11). Para estes animais, 0 peso
pode ser considerado o principal fator que interfere no desenvolvimento folicular, no intervalo
entre as estagBes reprodutivas, assim como o ECC est4 associado com aumento da atividade
reprodutiva (3).

Além disso, éguas com baixo ECC possuem baixas concentra¢cdes hormonais resultando
em deficiéncia de atividade folicular quando comparadas com éguas de elevado ECC, que
apresentam maiores concentracfes hormonais, maior nimero de corpos liteos e maior media
e nimero de foliculos (16).

Embora o edema uterino ndo diferisse estatisticamente (p > 0,05), notou-se mudangas
na ecogenicidade durante o desenvolvimento folicular, principalmente durante o periodo
chuvoso, quando foi registrado maior numero de éguas ciclicas e com maior grau de
edemaciacdo, sendo observadas a formacéo das pregas endometriais (fig. 1. B; C; D).

O edema uterino é caracterizado pela presenca de fluido e formacdo de pregas
endometriais. Essas mudancas ocorrem gradualmente ao longo do estro (17) devido ao
aumento de fluido produzido pelas glandulas endometriais (18) e caracteriza o edema estral,
resultante da acdo do estrogeno secretado por este foliculo que promove alteragfes tanto na
consisténcia como na textura uterina (19).
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A ecogenicidade do tecido luteal pode variar de leve a moderada, sendo raro a alta
ecogenicidade no inicio do diestro (20). Alguns CL’s podem ser caracterizados por apresentar
uma cavidade central ndo ecoica. Eguas podem apresentar CL com reduzida ecogenicidade ou
area ndo-ecogénica na porcdo da glandula central, formando um corpo hemorragico, e essa
area pode ser visivel entre os dias 0 e 3 ap6s a ovulagdo. E possivel ainda ocorrer apenas a
formagéo de CL com ecogenicidade uniforme (21).

Nas imagens de ultrassom foram observadas essas mudancas no grau de ecogenicidade
da glandula luteal (CL), sendo que algumas éguas formaram corpo hemorragico apos a
ovulacdo (33,34%) e este permaneceu até o quarto dia, enquanto as demais (66,67%)
formaram uma estrutura homogénea.

O CL é uma estrutura com 18-25 mm de diametro (20), valor inferior ao encontrado
neste estudo (Fig. 3). Este resultado também diferiu dos encontrados por Arruda et al. (10),
que obtiveram valores médios de diametro 29,01 mm entre os dias 0 e 9 ap6s a ovulacdo,
variando entre 25,9 e 31,5 mm. Mas correspondem aos resultados encontrados por Santos et
al. (6), que registraram durante o intervalo inter-ovulatério valores de 3,0 cm? e 4,8 cm? de
area luteal.

Tal fato pode estar relacionado ao didmetro do foliculo pré-ovulatério, que apresentou
elevada correlagdo, uma vez que durante o periodo seco registrou-se maior média para este
foliculo e maior diametro de CL. Isto também foi relatado por Gastal et al. (22) que afirmam
existir uma correlacdo entre o didmetro do foliculo pré-ovulatério e o didmetro do CL,
entretanto, essa area luteal varia em tamanho durante os dias apos a ovulagédo (23), reduzindo
entre 3,0 a 4,0 cm? & medida que se aproxima do periodo luteolitico (24). Tal condicéo
tambeém foi encontrada neste trabalho.

Houve diferenca (p <0,05) nas concentraces de P4 entre os periodos. Uma vez que a
méaxima concentracao periférica de P4 ¢é altamente variavel entre as éguas (25). Mas este fator
pode ser em decorréncia da capacidade secretéria do CL ou da taxa de catabolismo desse
horménio, uma vez que os fatores que afetam a concentracdo de P4 em éguas ciclicas sdo o
dia do ciclo e 0 nimero de ovulacfes (26). Embora apresentassem diferenca, as concentraces
estiveram dentro do esperado para a espécie, pois um CL maduro pode produzir em média 8-
10 ng/mL ateé sofrer lutedlise (10), sendo os resultados semelhantes aos encontrados por Vivo
et al. (27) e neste estudo.

A baixa correlagdo encontrada entre o didmetro do CL e as concentracbes de P4
corroboram ao relatado por Nagy et al. (26) onde a morfologia do CL ndo interferiu nos niveis
de P4. El- Maaty e El Shahat (28) observaram uma correlagcdo positiva entre o diametro do
CL e as concentracBes de P4. Townson et al. (29) também observaram que ndo ha diferenca
entre a producdo de P4 e as areas do CL.

CONCLUSAO

As éguas do grupamento genético “Baixadeiro” mantiveram-se ciclica em ambos 0s
periodos chuvoso e seco, ndo apresentando estacionalidade reprodutiva. As mudancgas na
ecogenicidade uterina e de corpo lGteo correspondem ao esperado para a espécie assim como
as concentracdes de progesterona, ndo havendo diferenca de morfoecogenicidade entre os
periodos.
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