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RESUMO 

MELLO, Daniela de. Avaliação da perfusão vascular e da concentração de colesterol e 

estrógeno nos folículos pré-ovulatórios de éguas Mangalarga Marchador submetidas às 

condições de desconforto térmico. 2015. 19f. Dissertação (Mestrado em Medicina 

Veterinária, Ciências Clínicas). Instituto de Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro, Seropédica, RJ, 2015. 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o padrão de perfusão sanguínea de folículos 

dominantes submetidos à indução da ovulação com hCG por meio da ultrassonografia Collor 

Doppler e os níveis de colesterol e estrógeno em folículos pré-ovulatórios de éguas 

submetidas ou não ao desconforto térmico. Para tanto, 15 ciclos estrais de éguas distribuídas 

aleatoriamente entre os grupos conforto (Grupo I) e desconforto térmico (Grupo II) foram 

acompanhados por ultrassonografia transretal periodicamente até que o maior folículo 

atingisse diâmetro maior ou igual a 32 mm, momento no qual as éguas receberam 1000 UI de 

Chorulon® (hCG), e tiveram o folículo pré-ovulatório acompanhado por ultrassonografia 

Doppler de 6 em 6 horas, até 24 horas, momento em que foram realizadas as aspirações do 

fluido folicular para dosagem de colesterol e de estrógeno. A perfusão vascular folicular foi 

estimada de maneira subjetiva levando-se em consideração o percentual da circunferência da 

parede folicular com sinais Doppler coloridos. O fluido folicular aspirado foi recuperado em 

frascos tipo Erlenmeyer, posteriormente colocado em tubo Falcon de 50 ml e centrifugado a 

1000 G por 15 minutos, sendo o sobrenadante recuperado e armazenado em criotubos a          

-20 ºC até que a dosagem de estrógeno e de colesterol fosse realizada. Para caracterizar o 

ambiente térmico foi usado o teste do índice de temperatura e umidade (ITU) segundo Hansen 

(2005), e para caracterizar a adaptação dos animais ao ambiente térmico foi utilizado o 

coeficiente de tolerância ao calor (CTC) e o coeficiente de adaptabilidade (CA), segundo 

Martins Jr. (2004). O ITU médio encontrado para o período analisado (março e abril de 2014) 

foi de 58,33, o que não caracteriza ambiente estressante para os animais. Após análise dos 

dados bioclimáticos, foram encontrados valores médios de CTC do Grupo I, 95,47 e do Grupo 

II, 87,14, sendo diferentes entre si (p<0,05), apontando uma tolerância maior do Grupo I 

quando comparado ao Grupo II. A média de CA encontrada para o Grupo I foi de 3,84 e para 

o Grupo II de 4,29, valores que diferiram entre si, estatisticamente (p<0,05), mostrando uma 

maior adaptabilidade do Grupo I em relação ao Grupo II. Os valores médios de perfusão 

vascular dos folículos pré-ovulatórios foram: Grupo I: H0=32,5%; H6=43,75%; 

H12=41,85%; H18=33,75%; H24=42,5%; Grupo II: H0=24,85%; H6=41,42%; H12=48,57%; 

H18=38,57%; H24=47,14%. Não foram encontradas diferenças (p>0,05) entre os grupos 

quanto ao percentual de perfusão vascular folicular. Os valores médios de colesterol e de 

estrógeno para os Grupos I e II foram, respectivamente, 51,62mg/ml e 46,14mg/ml e 

325.739,64pg/dL e 316.381,05pg/dL. Não observando diferença (p>0,05) entre os grupos. 

Estes resultados demonstram que ambientes que privam os animais de sombra são passíveis 

de gerar desconforto térmico, ainda que os índices não apontem ambiente estressante para o 

animal. No entanto, esse desconforto não foi o suficiente para prejudicar, a esteroidogênese 

ou percentual de vascularização folicular em 24 horas. 

 

Palavras-chave: Ambiente térmico. Ultrassonografia Doppler. Reprodução equina. 



ABSTRACT 

MELLO, Daniela. Evaluation of vascular perfusion and cholesterol and estrogen 

concentrations in Mangalarga Marchador mares pre-ovulatory follicles submitted to 

conditions of thermal discomfort. 2015. 19f. Dissertation (Master Science in Veterinary 

Medicine, Clinical Sciences). Institute of Veterinary medicine, Federal Rural University of 

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015. 

 

The aim of this study was to evaluate the pattern of blood perfusion of dominant follicles 

undergoing ovulation induction with hCG by ultrasound Collor Doppler, and cholesterol and 

estrogen concentrations in pre-ovulatory follicles of mares submitted or not to thermal 

discomfort. Therefore, estrous cycles of 15 mares were randomly distributed between comfort 

(Group I) and thermal discomfort (Group II) groups and monitored by transrectal 

ultrasonography periodically until the largest follicle reached greater than or equal to 32mm 

diameter, at which the mares were given 1000IU of Chorulon® (hCG), and had the 

preovulatory follicle accompanied by Doppler ultrasound 6-6horas up to 24 hours, at which 

time the aspirations were taken from the follicular fluid of cholesterol and estrogen dosing. 

The follicular vascular perfusion was estimated subjective basis, taking into account the 

percentage of the circumference of the follicular wall with Collor Doppler signals. Aspirated 

follicular fluid was recovered in Erlenmeyer flasks to subsequently place in a 50ml Falcon 

tube and centrifuged at 1000G for 15 minutes, and the supernatant recovered and stored in 

cryovials at -20°C until the estrogen dosage and cholesterol were performed. To characterize 

the thermal environment was used the test temperature and humidity index (THI) by Hansen 

(2005), and to characterize the adaptation of animals to the thermal environment was used to 

heat tolerance coefficient (CTC) and the adaptability coefficient (AC), according to Martin, 

Jr. (2004). The average THI found for the analyzed period (March and April / 2014) was 

58.33, which does not characterize stressful environment for the animals. After bioclimatic 

analysis found CTC average values of Group I and Group II 95.47, 87.14, these averages were 

statistically different (p<0.05), indicating a greater tolerance of Group I when compared to 

Group II. The AC average found for the group I was 3.84 and the Group II 4.29, values that 

differed statistically (p<0.05), showing greater adaptability in Group I compared to Group II. 

The average values of vascular perfusion of preovulatory follicles were: Group I: H0=32.5%; 

H6=43.75%; H12=41.85%; H18=33.75%; H24=42.5%; Group II: H0=24.85%; H6=41.42%; 

H12=48.57%; H18=38.57%; H24=47.14%. There were no statistically significant differences 

(p>0.05) between the percentages of follicular vascular perfusion between the groups in the 

analyzed moments. The mean values of cholesterol and estrogen for Groups I and II were 

respectively 51.62mg/ml and 46.14mg/ml and 325739.64pg/dL and 316381.05pg/dL. There 

were no statistically significant differences (p>0.05) between groups. These results 

demonstrate that environments that deprive the shadow animals are likely to generate thermal 

discomfort, even if the indices do not point stressful environment for the animal. However, 

this discomfort is not enough to harm steroidogenesis or percentage follicular vascularization 

in 24 hours. 

Keywords: Thermal environment. Doppler ultrasound. Equine reproduction 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A equideocultura no Brasil teve um crescimento significativo nos últimos anos, 

possibilitando o aperfeiçoamento de técnicas na área reprodutiva, de modo a melhorar a 

genética e expansão comercial do setor. O sucesso reprodutivo está diretamente ligado a 

fatores externos, como temperatura, estresse, fotoperíodo e nutrição, já que todos eles têm 

influência direta sobre a dinâmica folicular. Regiões caracterizadas por altas temperaturas, 

principalmente no verão, fazem com que os animais sofram adaptações fisiológicas e 

comportamentais para manter a homeotermia. Dentre as adaptações ocorrem alterações dos 

parâmetros fisiológicos, endocrinológicos, bem como do comportamento de ingestão de 

alimento e água. Como a reprodução é um processo de demanda energética considerável, é 

diretamente afetado por essas alterações. Estudos sobre a influência do clima sobre na 

reprodução eqüina estão relacionados principalmente ao fotoperíodo. Entretanto, condições 

climáticas desfavoráveis podem desencadear um processo de estresse térmico e levar a 

alterações no eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, determinando queda ou insucesso 

reprodutivo. 

O crescimento acelerado do plantel equino determina a necessidade de medidas que 

minimizem o impacto negativo das intempéries, uma vez que, ao considerarmos a 

estacionalidade reprodutiva da égua, qualquer interferência na fisiologia reprodutiva, durante 

a estação de monta, significa prejuízo. Estes interferentes como o desconforto térmico devem 

ser mais estudados para que medidas preventivas possam ser adotadas no manejo dos animais. 

Diferente do que já vem acontecendo com os estudos em outras espécies de mamíferos, os 

estudos relacionados à atividade reprodutiva da égua, no que diz respeito ao clima, se 

dedicaram a avaliação dos efeitos da sazonalidade reprodutiva e no desenvolvimento de 

técnicas voltadas a prolongar a ciclicidade de éguas na estação de monta. Sabe-se que as 

condições climáticas de desconforto provocam distúrbios reprodutivos em função do estresse 

climático e seus efeitos sobre a endocrinologia da reprodução de outras espécies. Com a 

diminuição da liberação das gonadotropinas (LH e FSH), a produção de estrógenos é alterada, 

pois afeta a capacidade esteroidogênica dos folículos e da dinâmica folicular ovariana. Altera 

ainda a expressão do RNAm de receptores de colesterol em células ovarianas, bem como, as 

concentrações de colesterol e ácidos graxos no fluido folicular ovariano de folículos de vários 

tamanhos como observado por Argov et al. (2005) em vacas. 

O estresse térmico pode determinar mudanças nas características do fluido folicular de 

vacas (ROTH et al., 2001), suprimir a habilidade do folículo dominante em exercer a 

dominância e efeito sobre a competência oocitária observando-se prejuízo ao 

desenvolvimento nuclear em vacas e ratas (HANSEN et al., 2001; MATSUZUCA et al., 

2004). 

A ausência de estudos sobre a atividade reprodutiva das éguas sob condições de 

desconforto ambiental torna essa avaliação necessária para que um manejo mais eficiente 

possa ser realizado de modo a minimizar os efeitos do estresse térmico sobre a reprodução da 

espécie e incrementar os índices reprodutivos obtidos durante a estação de monta. Neste 

sentido, objetiva-se com o presente estudo avaliar o padrão de perfusão sanguínea de folículos 

dominantes submetidos à indução da ovulação com hCG por meio da ultrassonografia Collor 

Doppler, e as concentrações de colesterol e estrógeno em folículos pré-ovulatórios de éguas 

submetidas ou não ao desconforto térmico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ciclo Estral Eqüino 

 

A espécie eqüina é classificada como poliéstrica estacional, tendo o fotoperíodo como 

fator principal para explicar essa estacionalidade (SHARP, 1980; MOREL, 2003). Fitzgerald 

e McManus (2000) afirmam que a mudança no fotoperíodo anual é considerada como causa 

primaria para a sincronização da atividade reprodutiva das éguas, após observar que a maioria 

das éguas encerra a atividade reprodutiva durante o inverno, quando o fotoperíodo é menor. O 

início da atividade reprodutiva ocorre em associação com o aumento do fotoperíodo, sendo 

que o aumento abrupto do mesmo, através de iluminação artificial antecipa o início da 

atividade reprodutiva. 

Do ponto de vista reprodutivo, pode-se dividir o ano em quatro fases distintas: O 

anestro de inverno; fase transicional de primavera; fase ovulatória; transição de outono. 

Durante o inverno a maioria das éguas entra em anestro sazonal, evento associado à alta 

concentração de melatonina que suprime a secreção de GnRH, reduzindo conseqüentemente, 

a produção de LH e FSH. Na primavera, com o incremento da luz do dia, o período de 

produção de melatonina é encurtado, assim a supressão na secreção do GnRH é cessada com 

conseqüente incremento na sua freqüência e amplitude, aumentando também a concentração e 

pulsatilidade de FSH e LH, e conseqüentemente desenvolvimento folicular e aparecimento de 

sinais comportamentais do cio (ENGLAND, 2005). Sabe-se que outros fatores, como: estado 

nutricional, idade e temperatura interagem com o efeito do fotoperíodo (DAVID, 2011). 

O ciclo ovulatório (estral) da égua tem em média 21 dias de duração, sendo 14-15 dias 

de diestro, que corresponde à fase luteal e 5-7 dias de estro, correspondente à fase folicular 

(PALMER e JOUSSET, 1975; GINTHER, 1992; SAMPER, 2008). A duração do ciclo estral 

em equinos é muito variável de animal para animal, sendo a duração do estro o componente 

mais importante dessa variação. A ovulação mostra-se mais relacionada ao final do estro do 

que à sua duração ou início, sendo que essas características tendem a se repetir ano após ano 

(ROMANO et al.,1998; SAMPER, 2008). 

O comportamento de cio é atribuído as altas concentrações sistêmicas de estrógeno 

associado ao desenvolvimento dos folículos e o diestro é atribuído as altas concentrações 

sistêmicas de progesterona associado ao desenvolvimento do corpo lúteo. Durante o estro, a 

concentração da progesterona está abaixo de 1ng/ml (ENGLAND, 2005), já o estrógeno 

atinge seus valores máximos dois dias antes da ovulação ou três dias antes do pico de LH 

(GINTHER et al., 2004). Suas concentrações começam a aumentar 1 a 2 dias antes do inicio 

da divergência folicular (GASTAL et al., 2000), atingindo o pico dias antes da ovulação, 

quando o folículo pré-ovulatório mede aproximadamente 35mm (GINTHER et al. 2004). 

O estradiol é responsável por aumentar a atividade da enzima aromatase nas células da 

granulosa, promovendo a expressão de receptores de gonadotrofinas, tornando o folículo mais 

sensível ao LH (GURGEL et al. 2008). Gastal et al. (1999) relatam em seus estudos a relação 

do controle do estradiol sobre o FSH, uma vez que a eliminação do folículo mais 

desenvolvido, resulta em diminuição dos índices de estradiol e inibina e aumento nos níveis 

de FSH. 

Entende-se por esteroidogênese como o processo biológico pelo qual os hormônios 

esteróides são formados a partir do colesterol e transformados em outros hormônios esteróides 

(SPEROFF et al. 1995). O processo inicia-se sempre com a conversão do colesterol em 

pregnenolona, independente do tipo de hormônio esteróide a ser formado. O colesterol, 

proveniente essencialmente de lipoproteínas plasmáticas, é esterificado e armazenado em 

gotículas lípidicas citoplasmáticas. Através de estimulação pelo ACTH, uma esterase que 

reage com o colesterol é ativada e permite a sua passagem para as mitocôndrias. Então o 
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colesterol é convertido em pregnenolona por hidroxilação seguida de clivagem realizada por 

uma enzima contendo citocromo P450 (P450scc). A liberação adequada das moléculas 

hidrofóbicas do colesterol na membrana lipídica mitocondrial interna é uma etapa limitante no 

processo de regulação da esteroidogênese (KERBAN, 1999; HUNTER, 2004). A proteína 

responsável pela entrada do colesterol para o lado interno da membrana mitocondrial é a 

StAR (proteína de regulação aguda da esteroidogênese). Em equinos, esta proteína é 

composta de 285 aminoácidos e sua seqüência é altamente homóloga a outras espécies.  

A pregnenolona irá depois deixar a mitocôndria para originar os seus diferentes 

produtos finais (SPEROFF et al. 1995). A conversão da pregnenolona em progesterona é 

dependente de dois passos enzimáticos. A 17α-hidroxiprogesterona constitui o precursor 

imediato da série C-19 (19 carbonos) dos andrógenos. Pela formação de peróxido em C-20, 

seguida pela exposição dos carbonos C-17 e C-20, a cadeia lateral é separada formando-se 

androstenediona. Ambos os esteróides C-19 (androstenediona e testosterona) são rapidamente 

convertidos nos esteróides fenólicos C-18 correspondentes (estrona e estradiol) em um 

processo denominado aromatização. A aromatização de androgênios é responsável pela 

formação de estrogênios. A androstenediona e a testosterona são produzidas pelas células da 

teca interna, sendo, depois, convertidas pela enzima aromatase, nas células da granulosa, em 

estrona e estradiol (sendo o 17β-estradiol o mais importante), respectivamente (ZACHUT et 

al. 2008). 

 

2.2 Indução da Ovulação 

 

Vários hormônios podem ser usados para induzir ovulação, como a Gonadrotopina 

Coriônica Humana (hCG), Gonadotropina Equina Bruta (CEG), análogos do Hormônio 

Liberador de Gonadotropina (GnRH), e mais recentemente, o Hormônio Luteinizante Eqüino 

Recombinante (reLH). Contudo, a hCG é o mais comumente utilizado na prática reprodutiva 

eqüina, por ter eficácia comprovada e tornar o tratamento menos oneroso, quando comparado 

aos demais (CARLUCCIO et al. 2007; MCCUE et al. 2007; SAMPER, 2008). 

A hCG tem atividade bioativa semelhante ao LH, se ligando a seus receptores e 

proporcionando maturação e ovulação do folículo dominante de éguas em estro, com edema 

uterino. Ele mimetiza a ação do LH endógeno ao produzir um aumento pré-ovulatório 

exógeno de LH, sendo eficaz na indução da ovulação em éguas (WILSON et al. 1990; 

MCCUE et al. 2007; SAMPER, 2008) que geralmente ovulam entre 35,9±3,2 horas 

(MCKINNON et al. 1997) e 36,0±2,1 horas pós-tratamento com hCG (GASTAL et al. 2006). 

Encontra-se descrito na literatura, a indução eficiente da ovulação com diferentes dosagens de 

hCG em éguas, com variações entre 750UI e 2500UI por via intravenosa (IV) (MOREL e 

NEWCOMBE, 2008; ROMANO, 2013). A administração de uma dose de hCG capaz de 

induzir a ovulação resulta na imediata diminuição das concentrações circulantes de estradiol e 

num aumento das concentrações circulantes de LH em 24h, semelhante ao que é observado na 

ovulação espontânea, indicando que o efeito da hCG esteja ligado a mecanismos indiretos 

entre estradiol/hCG (GINTHER et al., 2009).  

Alguns estudos mostram que a administração repetida de hCG, em uma mesma estação 

de monta, diminui sua eficácia, resultando na não ovulação em 48h (SAMPER, 2008; 

SERRES et al., 2010), e isto esta associado ao desenvolvimento de anticorpos anti-hCG 

(MCKINNON, 2009). No entanto, estudo realizado por Gastal et al (2006) mostram que 

mesmo em animais que receberam hCG em três ciclos estrais consecutivos, sua eficácia em 

induzir a ovulação não foi prejudicada. 

Quando da utilização da técnica de OPU “Ovum Pick-Up”, a hCG é comumente 

utilizada com intuito de acelerar a maturação folicular e melhorar o índice de recuperação de 

oócitos. Entre 20-36 horas após a aplicação, é realizada a aspiração, e o critério para sua 
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administração é a presença de folículo dominante (27-35mm), com presença de edema 

uterino, cérvix relaxada e comportamento de cio (VOGELSANG et al., 1988; HINRICHS et 

al., 1991 e 1998; BRUCK, 1992; SQUIRES e COOK, 1996; CARNEVALE, 2001 e 2005; 

CARNEVALE e GINTHER, 1995). Em éguas idosas doadoras de oócito, é recomendado o 

uso de associação entre indutores de ovulação, hCG e deslorelina (GnRH), por favorecerem a 

maturação folicular e oocitária (CARNEVALE et al., 2005). 

 

 

2.3 Ultrassonografia Doppler 

 

A Ultrassonografia Doppler começou a ser utilizada em eqüinos no final da década de 

90, aumentando a capacidade de diagnóstico, monitoramento e predição de fenômenos na 

reprodução equina. Possibilitando a reavaliação de conceitos relacionados à fisiologia da 

reprodução, por produzir, pelas características específicas de fluxo sanguíneo local, uma 

análise mais precisa da fisiologia de ovários e útero (BOLLWEIN et al., 2002; MIYAMOTO 

et al., 2006; GINTHER et al., 2007; FERREIRA et al., 2011). A ultrassonografia Doppler 

envolve duas modalidades, a espectral e a referente ao fluxo colorido (CARVALHO et al., 

2008). Na técnica Doppler Colorido, o sinal obtido para uma área amostral é codificado por 

cores em relação ao sentido do movimento e por nuances em relação ao módulo da velocidade 

do movimento (CERRI e ROCHA, 1993). Os fluxos de maior velocidade são expressos por 

tonalidades mais claras da mesma cor (CERRI, 1998). A técnica permite avaliar presença, 

direção e qualidade do fluxo sanguíneo mais rapidamente, assim como a diferenciação entre 

fluxos rápidos e lentos (SZATMÁRI et al., 2001). 

A vascularização folicular tem relação direta com a composição do fluido folicular e 

com a tensão de oxigênio, que por sua vez afetam o desenvolvimento oocitário (SUTTON et 

al., 2003). A vascularização ovariana pode ser avaliada com o auxílio da ultrassonografia 

Doppler, pela comparação dos eventos de mudança de fluxo sanguineo com parâmetros 

morfológicos e endócrinos. Mattioli et al. (2001) sugerem em seus estudos que o fator de 

crescimento endotelial vascular tem relação direta com o aumento na extensão dos vasos, 

possibilitando maior fluxo sanguineo e com a ativação da esteroidogênese, assim, eles 

relacionaram o diâmetro folicular, concentrações de estrógeno intrafoliculares e a área do 

fluxo sanguíneo, indicando a possibilidade de associação da ultrassonografia modo B, 

Doppler colorido e análise hormonal. No momento periovulatório ocorre aumento no fluxo 

sanguineo da parede folicular e crescimento do folículo, resultando em aumento significativo 

da área de vascularização, aumentando o sinal Doppler (ACOSTA et al., 2003) e apenas 

folículos dominantes com alta vascularização tem chance de alcançar a maturação final e 

adquirir a capacidade ovulatória (ACOSTA, 2007). 

 

2.4 Estresse Térmico 

 

Uma gama de fatores é utilizada para caracterizar a adaptação fisiológica dos animais ao 

calor, sendo a freqüência respiratória, freqüência cardíaca, temperatura retal e de superfície 

corporal, assim como evaporação cutânea, as mais utilizadas, embora não exista um consenso 

(CASTANHEIRA, 2009). Hansen et al (2001) citam alguns efeitos do estresse térmico na 

reprodução bovina, como: maior dificuldade na detecção do estro por causar uma queda na 

concentração de estradiol circulante, queda no crescimento e concentração de estradiol no 

fluido folicular, além de suprimir a habilidade do folículo dominante em exercer a dominância 

e efeito sobre a competência oocitária. 

Em se tratando de ovelhas, experimento realizado por Ozawa et al. (2005) relata que a 

ovulação tende a atrasar em animais sob estresse térmico, além dos folículos não atingirem o 



5 
 

mesmo tamanho dos observados em animais que não estão em estresse térmico, apresentam 

atividade de aromatase reduzida, número mais baixo de receptores para LH e menor 

concentração de estrógeno. 

No entanto, no que diz respeito a influência do estresse térmico em éguas, ainda pouco 

se tem estudado. Estudo recente realizado na Baixada Fluminense aponta para a interferência 

da umidade e calor sobre a transferência de embriões, onde temperaturas mais altas refletiram 

em menores taxas de recuperação embrionária assim como de gestação embrionária, e 

temperaturas mais baixas refletiram em maiores taxas de recuperação embrionária e gestação 

embrionária (OLIVEIRA et al., 2015). 

Estudo realizado por Matsuzuca et al. (2004), os autores investigaram o efeito do 

estresse térmico em oócitos de camundongos relacionando principalmente ao processo de 

maturação nuclear. Em embriões, a partir de duas células, sob indução termo-calórica, já se 

encontram as proteínas do choque-térmico (HSPs), sendo a família da HSP70 atuante de 

forma a proteger o embrião estabilizando suas estruturas protéicas e RNA ribossomal, além de 

impedir apoptoses, mas muitas vezes, aparece em quantidades insuficientes para evitar 

maiores danos as estruturas celulares (EDWARDS e HANSEN, 1996). 

A função sexual pode ser influenciada pelos hormônios relacionados ao estresse em três 

níveis do eixo Hipotalâmico-hipofisário-gonadal: no hipotálamo, por meio do hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH), onde este inibe a secreção do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH) e, por conseqüência, diminui a liberação  do hormônio luteinizante 

(LH) e do hormônio folículo estimulante (FSH) na hipófise anterior, alterando nas gônadas o 

efeito estimulatório das gonadotrofinas (PEREIRA, 2005) prejudicando a reprodução animal. 

Com a diminuição da liberação das gonadotrofinas (LH e FSH), a produção de estrógenos 

também será afetada, o que irá acarretar em diversos transtornos reprodutivos como: falhas na 

detecção do estro ocasionadas pela presença de estro silencioso, falhas no desenvolvimento e 

na qualidade do oócito, na fertilização e na implantação, formação de corpo lúteo de má 

qualidade, condição de anestro ou ninfomania (RENSIS e SCARAMUZZI, 2003; GRUNERT 

et al., 2005). É observada reduzida expressão de estro e mortalidade embrionária precoce 

como reflexos das alterações nas funções do fluido folicular durante estresse térmico, 

principalmente no que diz respeito à dinâmica folicular e atividade ovariana (OZAWA et al., 

2002). 

Acréscimos na temperatura corporal causados por estresse térmico têm efeito direto e 

com conseqüências adversas na função celular comprometendo a sua qualidade com 

conseqüente redução na taxa de fertilização (HANSEN, 2001; SARTORI et al., 2002). Isto 

está possivelmente relacionado ao fato de prejudicar a capacidade esteroidogênica dos 

folículos e da dinâmica folicular ovariana, afetando folículos no início do estágio antral do 

desenvolvimento e causando prejuízo no folículo subseqüente, na função e na redução da 

dominância do folículo selecionado (GUZELOGLU et al., 2001; OZAWA et al., 2005). Tal 

fato pode ser observado por uma redução da capacidade esteroidogênica das células da teca e 

da granulosa, a qual altera a expressão do RNAm de receptores de colesterol e LH com 

redução significativa na atividade da aromatase e, conseqüentemente, nas concentrações de 

estradiol em células ovarianas, bem como as concentrações de colesterol total e ácidos graxos 

no fluido folicular ovariano de folículos de vários tamanhos (RENSIS e SCARAMUZZI, 

2003; SHEHAB-El-DEEN et al., 2010; ARGOV et al., 2005; OZAWA et al., 2005). Isso leva 

a uma menor competência do oócito e também comprometimento dos mecanismos luteolíticos 

que são dependentes do estrógeno. Estes resultados mostram que o estresse térmico durante o 

recrutamento folicular reduz a atividade em folículos por meio do decréscimo das 

concentrações de estradiol e da atividade enzimática da aromatase (AL KATANANI et al., 

2002; BRIDGES et al., 2005). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi submetido à avaliação pela Comissão de Ética no Uso de Animais, 

Instituto de Veterinária, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 

(CEUA/IV/UFRRJ), sob o protocolo de número 022/2015 e aprovado em 25 de abril de 2015. 

 

 

3.1 Local, Período do Experimento, Animais e Manejo 

 

O presente experimento foi conduzido nos meses de março e abril de 2014 no Setor de 

Reprodução Animal (SFRIA) pertencente ao Departamento de Reprodução e Avaliação 

Animal (DRAA) do Instituto de Zootecnia da UFRRJ em Seropédica, RJ. Para tanto, foram 

utilizando 15 ciclos estrais de éguas da raça Mangalarga Marchador, oriundas do Setor de 

Matrizes (Instituto de Zootecnia da UFRRJ), as quais tiveram seu trato reprodutivo 

previamente avaliado por ultrassonografia para certificação de que estivessem ciclando 

normalmente. Em seguida foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos: um grupo no 

qual as éguas ficaram em piquete sombreado (Grupo I; n=7) e o outro grupo em piquete com 

restrição de sombra (Grupo II; n=8). Todos os animais ficaram nos piquetes entre as sete 

horas da manhã e seis horas da tarde, recebendo durante o dia 2 % do peso vivo de matéria 

seca por animal, dois quilogramas de ração comercial por animal, sal mineral e água a 

vontade. Durante a noite, os animais ficavam soltos em piquete aberto, dispondo de capim e 

água à vontade.  

 

3.2 Ultrassonografia Doppler e Aspiração Folicular 

 

Os animais passaram por adaptação prévia de quatro meses (de novembro de 2013 a 

fevereiro de 2014) e informações relativas ao ciclo estral de cada égua durante os meses de 

março e abril (período de experimento) foram coletados. Durante o período de experimento, 

os ciclos estrais das éguas foram acompanhados periodicamente. No quinto dia após ovulação 

(D5) as éguas receberam 5 mg de Lutalyse®. (Dinoprost Trometamina – PGF2 alfa), IM, e 

partir de então tiveram seu trato reprodutivo avaliado por meio de ultrassonografia transretal 

modo B, transdutor linear de 5 MHz, periodicamente, a cada dois ou três dias. No momento 

em que o maior folículo atingiu diâmetro igual ou maior que 32 mm, a égua recebeu uma dose 

de 1000 UI de Chorulon® (hCG),IV, e passou a ser monitorada por ultrassonografia modo 

Doppler de 6 em 6 horas por 24 horas, momento em que o folículo pré-ovulatório foi aspirado 

segundo metodologia descrita por Carnevale (2004). A perfusão vascular folicular foi 

estimada de maneira subjetiva levando-se em consideração o percentual da circunferência da 

parede folicular com sinais Doppler coloridos (Figura 1). 

 

 
Figura 1: Exame ultrassonográfico modo color Doppler de folículos pré-ovulatórios de éguas 

Mangalarga Marchador. Representação de perfusão vascular folicular subjetiva, de 0 a 100%, 

onde: A=15%, B=30%, C=50% (Arquivo pessoal). 
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Para realização do procedimento de aspiração folicular as éguas foram sedadas 

utilizando 0,5 mg/kg, IV, de Xilazina a 10 %, 0,01 mg/kg, IV, de Detomidina. Para obtenção 

de relaxamento retal foi utilizado 0,2 mg/kg de Hyoscina N-butyl bromide 

(Butilescopolamina). Também foi utilizado 1,1 mg/kg de Flunixin Meglumine, IV, para ação 

anti-inflamatória em dose única no momento da sedação e antibioticoterapia com 

Enrofloxacina 10%, 5mg/kg, IM, por 3 dias sendo a primeira logo após o procedimento e as 

outras com intervalos de 24 horas. Para facilitar o procedimento, as éguas tiveram a bexiga 

esvaziada através de uma sonda uretral. 

O fluido folicular aspirado foi recuperado em frascos tipo Erlenmeyer, sendo 

posteriormente colocado em tubo Falcon de 50 ml e centrifugado a 1000 G por 15 minutos. 

Após a centrifugação, o sobrenadante recuperado foi armazenado em criotubos a -20 ºC até 

que a dosagem de estrógeno e colesterol fosse realizada. 

 

3.3 Dosagem Hormonal 

 

A dosagem de colesterol no fluido folicular foi realizada por espectrofotometria 

utilizando o “kit” Cholesterol, BioSystems (REF 11506). E a mesma foi realizada no 

Laboratório de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinária (LQEPV) da 

UFRRJ. A dosagem de estrógeno no fluido folicular foi realizada por radioimunoensaio (RIA) 

utilizando o “kit” Ultra-Sensitive Estradiol, Beckman Coulter (REF DSL4800), em parceria 

com o Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Federal Fluminense (UFF), sendo 

necessária uma diluição de 4.444 vezes das amostras. 

 

3.4 Avaliação Bioclimática 

 

A resposta dos animais aos diferentes ambientes foi acompanhada pela mensuração da 

temperatura retal (TR), da freqüência cardíaca (FC) e da respiratória (FR). A temperatura retal 

foi medida em graus Celsius (°C), introduzindo-se o termômetro de mercúrio pelo ânus e o 

mantendo em contato com a mucosa retal por um minuto. Já a freqüência cardíaca foi aferida 

com utilização de estetoscópio manual (batimentos por minuto) e freqüência respiratória por 

meio de contagem dos movimentos respiratórios observados no flanco por um minuto 

(movimentos por minuto). Esses dados foram obtidos em dias de sol com pouca nebulosidade, 

pelo menos uma vez por semana, até o dia da aspiração folicular do folículo pré-ovulatório. 

As variáveis climáticas foram obtidas por uma estação meteorológica móvel, aparelho 

HOBOware Data Logger, instalada junto ao piquete de restrição de calor e conforme 

instruções do fabricante, e dados referentes aos meses de março e abril de 2014 foram obtidos. 

Os dados avaliados foram: temperatura ambiental média, máxima e mínima (°C); umidade do 

ar média, máxima e mínima. A caracterização do ambiente térmico foi realizada utilizando-se 

do Índice de Temperatura e Umidade (ITU) segundo Hansen (2005), calculado pela seguinte 

fórmula: 

 

ITU = 0,8 Tbs + UR (Tbs – 14,3)/100 + 46,3 

 

Onde: 

Tbs = temperatura do bulbo seco (°C); 

UR = umidade relativa do ar (%). 

 

A avaliação da adaptabilidade dos animais ao ambiente foi obtida com a utilização dos 

seguintes testes: Teste de Ibéria adaptado por Muller (1982), no qual a temperatura retal foi 

obtida em dias ensolarados, nos horários de 07, 13 e 17 horas, com mensurações em dias 
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alternados por ciclo estral. Coeficiente de Tolerância ao Calor (CTC) do teste de Ibéria foi 

adaptado de Amakiri e Funcho (1979). Nesse teste o valor mais próximo de 100 implica em 

animais mais adaptados ao ambiente. 

CTC = 100 – [18 (TR13 – TR7)] 

 

Onde:  

CTC = coeficiente de tolerância ao calor; 

100 = eficiência máxima em manter a temperatura corporal em 38ºC; 

18 = constante; 

TR13 = temperatura retal às 13 horas; 

TR 7 = temperatura retal às 07 horas. 

 

O Coeficiente de Adaptabilidade (CA) foi estimado, a partir da fórmula de Benezra 

adaptado por Martins Jr. (2004): 

 

CA = TR/38 + FR/16 + FC/34 

 

Onde:  

CA = Coeficiente de Adaptabilidade; 

TR = Temperatura retal às 13 horas; 

FR = Frequência respiratória, em movimentos por minuto às 13 horas; 

FC = Frequência cardíaca, em batimentos por minuto às 13 horas; 

38 = Temperatura retal média normal de equino; 

16 = Frequência respiratória média normal de equinos; 

34 = Frequência cardíaca média para equinos. 

 

O valor do índice obtido foi comparado a três que é observado quando os parâmetros 

fisiológicos não se alteram em relação ao aceito como normal, sendo considerados mais 

adaptados ao calor os animais com menor desvio desse valor.  

As variáveis climáticas e os testes bioclimáticos, bem como as variáveis fisiológicas 

foram mensurados de modo a obter subsídios para interpretação da influência das diferentes 

condições climáticas sobre a vascularização do folículo pré-ovulatório após indução com hCG 

e níveis de colesterol e estrógeno do fluido folicular de éguas.  

 

3.5 Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados relativos à bioclimatologia foi realizada pelo teste de 

Tukey, para as variáveis CTC e CA. Os dados relativos à ultrassonografia Doppler foram 

submetidos ao teste de Friedman, que por se tratar de uma avaliação subjetiva utilizou-se um 

teste estatístico não-paramétrico. Dados relativos à dosagem de colesterol e estrógeno foram 

submetidos ao teste t de Student. O nível de significância estatística foi definido como 5%. As 

análises estatísticas foram realizadas com o programa estatístico Bioestat versão 5.4 (Instituto 

de Desenvolvimento Sustentável Mamirauá). 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O Índice de Temperatura e Umidade médio obtido para o período do experimento foi de 

59,28, sendo que para o mês de março foi obtido ITU de 60,24 e para o mês de abril ITU de 

58,33. De acordo com Hahn (1985) um valor de ITU de 70 ou menor mostra uma condição 



9 
 

normal; valores entre 71 e 78 indicam uma condição crítica; entre 79 e 83 existe um perigo e 

acima de 83 uma condição de emergência está presente. Portanto, os ITUs de março e abril 

estão dentro da faixa compreendida como confortável para os animais, no entanto, para o 

cálculo desse índice, considera-se a temperatura e umidade médias do dia e não os momentos 

nos quais as mensurações de freqüência cardíaca, respiratória e temperatura retal foram 

realizadas. Outro ponto a ser considerado refere-se ao fato do experimento ter sido realizado 

nos meses de março e abril, fim de verão (até 20 de março) e outono (20 de março a 31 de 

abril), quando a média de temperatura diária já se encontra mais amena. E ainda, segundo 

Rammerstorfer et al. (2001), apenas essas informações de temperatura e umidade não seriam 

suficientes para quantificar o grau do estresse a que estariam submetidos nesse ambiente, pois, 

além de informações climáticas, parâmetros inerentes ao animal também devem ser 

considerados. O resultado médio obtido após análise dos dados referentes ao Coeficiente de 

Tolerância ao Calor (Tabela 1) foi de 95,47 para o Grupo I (Sombreado) e 87,14 para o Grupo 

II (Restrição de sombra). 

 

Tabela 1: Índice médio e erro padrão do Coeficiente de Tolerância ao Calor obtido para o 

Grupo I (Sombreado) e Grupo II (Restrição de sombra). 

Índice GRUPO I (n=7) GRUPO II (n=8) 

CTC 95,47
a
±1,41 87,14

b
±1,35 

CTC = Coeficiente de Tolerância ao Calor. 
ab

 Letras diferentes na mesma linha apresentam diferença significante (P<0,05) 

 

Foi observada diferença (p<0,05) entre os grupos, demonstrando uma maior capacidade 

das éguas do Grupo I (Sombreado) em relação às do Grupo II (Restrição de sombra) em 

manter a temperatura retal constante, uma vez que para o cálculo deste índice, foi levada em 

consideração a temperatura retal das 07 e das 13 horas. A temperatura retal média encontrada 

às 7 e 13 horas no Grupo I foi de 37,5°C e 37,8°C, respectivamente. Já para o Grupo II, as 

médias foram de 37,4°C e 38,2°C, respectivamente, às 7 e 13 horas. Essas médias não 

diferiram entre os grupos. Os animais se mostraram capazes de manter a temperatura abaixo 

de 38ºC, que é a temperatura considerada normal para eqüinos (ESMAY, 1979), respeitando 

uma variação normal que existe nos homeotérmicos de 0,5ºC para mais ou para menos. 

Anderson (1977) comenta que, em animais que são normalmente ativos durante o dia, há uma 

variação normal da temperatura corporal que é mínima, pela manhã, e máxima, no período da 

tarde, corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho. 

Em se tratando do Coeficiente de Adaptabilidade, os resultados médios obtidos estão 

apresentados a seguir (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Índice médio e erro padrão do Coeficiente de Adaptabilidade obtido para o Grupo I 

(Sombreado) e Grupo II (Restrição de sombra). 

Índice GRUPO I (n=7) GRUPO II (n=8) 

CA 3,84
a
±0,06 4,29

b
±0,15 

CA = Coeficiente de Adaptabilidade. 
ab

 Letras diferentes na mesma linha apresentam diferença significante (P<0,05). 

Foi observada diferença (p<0,05) entre os grupos, demonstrando uma maior 

adaptabilidade do Grupo I em relação ao Grupo II, já que, para esse teste, resultados mais 
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próximos de três indicam animais mais adaptados ao ambiente. Este índice leva em 

consideração a temperatura retal e a freqüência respiratória e cardíaca dos animais. Ao 

observarmos as médias desses parâmetros obtidas para os diferentes grupos, constatou-se que 

a freqüência respiratória foi o parâmetro que mais se distanciou do que é considerado 

fisiológico, tanto para o Grupo I quanto para o Grupo II, sendo este distanciamento mais 

acentuado no Grupo II. Esse resultado é explicado por Paludo et al. (2002), que justificaram 

ser essa característica a primeira linha de defesa fisiológica do animal, quando submetido ao 

estresse térmico, denotando assim ser passível de maior variação. A alteração na freqüência 

respiratória parece ser o mecanismo termorregulatório mais facilmente usado pelos eqüinos 

em ambiente quente (OLIVEIRA et al., 2008). Adicionalmente, a média de temperatura retal 

manteve-se dentro do parâmetro considerado normal nos dois grupos, o que indica 

adaptabilidade dos animais, uma vez que estes usam do aumento na freqüência respiratória e 

freqüência cardíaca para manterem a temperatura corporal o mais próximo possível do normal 

(OLIVEIRA et al., 2008). Desta forma, fica evidente que os animais do Grupo II sofreram 

desconforto térmico, mas não estresse térmico, e que usaram da respiração e dos batimentos 

cardíacos, os recursos para a manutenção da temperatura corporal, sendo assim, considerados 

adaptados. Tal adaptação provavelmente fez com que não tivessem prejuízos na fisiologia 

reprodutiva, uma vez que o acréscimo na temperatura corporal em decorrência do estresse 

térmico é capaz de comprometer taxa de fertilização oocitária (HANSEN, 2001; SARTORI et 

al., 2002), pois prejudica a capacidade esteroidogênica das células da teca e da granulosa 

(RENSIS e SCARAMUZZI, 2003). 

A concentração média de colesterol dosado no fluido folicular das éguas do Grupo I 

(Sombreado) foi de 51,625 mg/dL, e a média dosada para o Grupo II (Restrição de sombra) 

foi de 46,142 mg/dL (Tabela 3). A concentração média de estrógeno no fluído folicular no 

Grupo I (Sombreado) foi de 325,73ng/ml, enquanto a dosagem média encontrada para o 

Grupo II (Restrição de sombra) foi de 316,38ng/ml (Tabela 3). Não foram encontradas 

diferenças (P>0,05) entre a média dos dois grupos, tanto no que se refere a concentração de 

colesterol, quanto no que se refere a concentração de estrógeno no fluido folicular. 

 

Tabela 3: Níveis médios e erro padrão de colesterol e estrógeno para Grupo I (Sombreado) e 

Grupo II (Restrição de sombra). 

 GRUPO I GRUPO II  

Colesterol (mg/dL) 51,62±2,38 46,14±4,48 

Estrógeno (ng/ml) 325,74±51,10  316,38±98,24 

 

Após análise dos dados bioclimáticos e constatação da adaptabilidade dos animais ao 

ambiente, não era esperado que fossem encontradas diferenças nas concentrações de 

estrógeno e de colesterol entre os animais do Grupo I e do Grupo II. Em função da adaptação 

dos animais, o ambiente não foi capaz de provocar alterações na temperatura corporal dos 

mesmos, e a manutenção da temperatura corporal provavelmente impediu uma alteração da 

capacidade esteroidogênica das células da teca e da granulosa, reduzindo a atividade da 

aromatase e, conseqüentemente, as concentrações de estradiol em células ovarianas, bem 

como as concentrações de colesterol total e ácidos graxos no fluido folicular ovariano de 

folículos de vários tamanhos (RENSIS e SCARAMUZZI, 2003; ARGOV et al., 2005; 

OZAWA et al., 2005; SHEHAB-El-DEEN et al., 2010). 

Caso fosse constatado que animais não se adaptaram e encontrássemos os mesmos 

resultados, estes poderiam ser explicados pelo fato de termos induzido a ovulação dos animais 

com hCG, uma vez que o tratamento com hCG causa, em folículos pré-ovulatórios, a indução 

da expressão gênica do RNAm desta proteína nas células da granulosa (KERBAN, 1999). 
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Além disso, o balanço energético negativo é associado à redução na concentração de insulina, 

o que causaria uma diminuição nos efeitos estimulatórios da insulina sobre a secreção 

hipofisária de LH, devido aos efeitos sobre a liberação de GnRH e incremento no “feed back” 

negativo causado pelo estradiol. Causaria também o declínio na insulina ligada ao fator de 

crescimento-I (IGF-I) alterando diretamente a função ovariana (FUCK et al, 2000). Os 

animais utilizados no presente estudo, antes de iniciar o experimento, recebiam 

exclusivamente pasto nativo como alimentação, e passaram a receber feno de alfafa, ração 

comercial e sal mineral. Durante os meses em que ficaram em experimentação, foi notada 

uma melhora no escore de condição corporal – ECC (dados não mostrados) desses animais, 

fator que está diretamente ligado a balanço energético positivo. Segundo Rodrigues et al 

(2011), o ECC influencia o tamanho do folículo pré-ovulatório e o diâmetro do folículo pré-

ovulatório, de acordo com Ginther (2000) e Hafez e Hafez (2004), está relacionado com 

células da granulosa mais ativas e, conseqüentemente, com melhor qualidade do oócito e do 

embrião subseqüente. 

Na tabela 4 são apresentados os resultados da avaliação subjetiva da perfusão vascular 

folicular (PVF) após a indução com hCG, nas diferentes horas em que os folículos pré-

ovulatórios foram avaliados (da indução até o momento da aspiração folicular). No momento 

da indução da ovulação com hCG (H0), as éguas do Grupo I apresentaram média de PVF 

superior as éguas do Grupo II. Seis horas após a indução (H6) houve um aumento na PVF, 

sendo esse aumento mais acentuado nas éguas do Grupo I. Doze horas após a indução (H12), 

as éguas do Grupo I apresentaram uma redução na perfusão vascular enquanto as éguas do 

Grupo II mantiveram aumento na PVF média, em relação ao momento H12. Em H18, os dois 

grupos apresentaram taxa de PVF menor quando comparado ao momento anterior e no 

momento seguinte, H24, momento da aspiração folicular, ambos os grupos apresentavam PVF 

maior quando comparados ao momento anterior.  

 

Tabela 4: Média percentual da avaliação subjetiva da perfusão vascular de folículos pré-

ovulatórios ao momento da indução (H0), 6h, 12h, 18h da indução e momento da aspiração 

(H24). 

 H0 H6 H12 H18 H24 

GRUPO I 32,5a 43,7b 41,8c 33,7d 42,5e 

GRUPO II 24,8a 41,4b 48,5c 38,5d 47,1e 
abcd

 Letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença significante (P>0,05) 

 

Em nenhum dos momentos avaliados houve diferença estatística significativa entre a 

taxa de PVF média dos dois grupos. Assim como para os níveis de estrógeno e de colesterol 

no fluido folicular das éguas dos dois grupos, após a análise bioclimática, não eram esperadas 

que fossem encontradas diferenças significativas na porcentagem de perfusão vascular entre 

os grupos, uma vez que o estresse térmico não foi causado. Além disso, no que se refere à 

irrigação dos folículos pré-ovulatórios avaliados por ultrassonografia Collor Doppler, foi 

sugerido que as concentrações plasmáticas mais baixas de LH durante a transição de 

primavera levam à menor perfusão vascular folicular e subseqüente atresia folicular 

(ACOSTA et al., 2004). Por ter sido utilizado o hCG nos dois grupos, pode explicar a não 

diferença estatística significativa encontrada entre a média dos dois grupos em nenhum dos 

cinco momentos em que o folículo pré-ovulatório foi avaliado. Em casos de ovulação 

espontânea, Gastal et al (2006) encontraram um aumento progressivo na perfusão vascular do 

folículo pré-ovulatório, atingindo valores máximos, entre 80 e 90% de pontos coloridos 

Doppler presentes na parede folicular, durante 36 e 12 horas prévias à ovulação, seguido por 



12 
 

uma diminuição brusca nas últimas quatro horas. No presente estudo, perfusões vasculares 

foliculares com esses índices não foram encontradas, sendo que essa diferença pode ter 

ocorrido em função das diferentes metodologias utilizadas nos experimentos (ovulação 

induzida versus ovulação espontânea). 

 

 

5 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e nas condições em que o 

mesmo foi realizado, pode-se concluir que: 1) As condições ambientes não foram capazes de 

causar estresse térmico nos animais; 2) Os animais do Grupo II (Restrição de sombra) 

sofreram desconforto térmico, mas se mostraram adaptados quando foram capazes de manter 

a temperatura retal dentro dos parâmetros de normalidade; 3) O desconforto térmico não foi 

capaz de alterar a perfusão vascular dos folículos pré-ovulatórios; 4) As concentrações de 

estrógeno e de colesterol no fluido folicular não sofreram alteração nas éguas mantidas em 

condições de desconforto térmico. 
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