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Resumo

A angiogénese ocorre como um processo fisiologico essencial para o crescimento e o desenvolvimento
normal dos tecidos. A adequada formagao da rede vascular € um passo limitante para o bom funcionamento do
ovario, pois garante a disponibilidade de oxigénio, nutrientes, hormonios e substratos, bem como a transferéncia
de diferentes hormonios para as células-alvo. Nos tltimos anos, o fluxo sanguineo local do ovério tem sido
analisado por meio da ultrassonografia com Doppler colorido, técnica que permite analisar individualmente os
foliculos e o corpo liteo. Esta revisdo de literatura aborda os mais relevantes aspectos da reestruturag@o vascular
do ovario durante o ciclo estral em fémeas domésticas de grande porte.
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Abstract

Angiogenesis occurs as a physiologic process and is essential for normal growth and development of
tissue. The ovary and its structures need adequate vascular network to ensure the availability of oxygen,
nutrients, hormones, substrate, and ensure the transfer of different hormones to target cells. Then, the proper
formation of this network is a limiting step for the proper functioning of this organ in general. In recent years,
the local blood flow of the ovary, has been examined by color Doppler ultrasound, being able to analyze the
individual follicles and the corpus luteum. This review will board the relevant aspects of the restructuring
vascular ovary during the estrous cycle in female domestic large.
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Introducao

A atividade ovariana ¢é caracterizada pela alternancia de fases de crescimento ¢ de regressdo, as quais
envolvem tanto as estruturas foliculares quanto as luteinicas. Estas alteragdes ciclicas requerem angiogénese
continua (Fraser e Lunn, 2001). Os principais fatores prdé-angiogénicos incluem o fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF2), a familia dos fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF), o sistema
angiopoietina (ANGPT) e a familia dos fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF), sendo que o subtipo
A (VEGFA) ¢ o mais estudado (revisado por Robinson et al., 2009). As células da granulosa representam a
principal fonte de fator angiogénico do foliculo. Sabe-se que um foliculo dominante possui maior vascularizag@o
tecal e suprimento sanguineo do que os foliculos subordinados (Zeleznik et al., 1981; Redmer e Reynolds, 1996)
e que a diminui¢do da vascularizagdo no futuro foliculo subordinado comega antes da diminui¢do da taxa de
crescimento folicular.

O foliculo dominante podera alcangar o status pré-ovulatdrio e culminar com a ovulagao. Isto ocorre
como resultado da interagdo dindmica entre o hormonio luteinizante (LH) e fatores foliculares locais, os quais
promovem complexas mudangas estruturais e funcionais. Neste momento, ocorre alteracdo no fluxo sanguineo
na parede do foliculo pré-ovulatdrio, aumento na concentracdo de estradiol plasmatico e folicular, bem como de
substancias vasoativas. A transi¢do folicular-luteal ¢ um processo dindmico, o qual envolve a diferenciagdo das
células da teca e da granulosa em células luteas, o remodelamento e o crescimento do tecido, o aumento da
producdo de progesterona, o crescimento de vasos e o estabelecimento de uma rede vascular para melhorar o
suprimento sanguineo.

Nao ocorrendo a sinaliza¢do de gestagdo ao tutero, tem-se o inicio da lutedlise. Ha a liberagdo dos pulsos
de prostaglandina F2a, que induzem um aumento agudo no fluxo sanguineo, seguido de posterior queda dele em
detrimento da liberagdo local de peptideos vasoativos que induzem diminui¢do do suprimento sanguineo (fluxo)
e, consequentemente, vasoconstriao.

A perfusdo vascular dos ovarios e foliculos, avaliada por ultrassonografia com Doppler colorido, ¢ um
indicador do potencial para o sucesso de programas de reproduc@o em animais de produgdo. A maior vascularizagao
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do foliculo pré-ovulatério tem sido associada com o aumento do didmetro do foliculo em éguas (Silva et al.,
2006) e em novilhas (Siddiqui et al., 2009).

Assim, neste artigo, serdo descritas as alteragdes do fluxo sanguineo no crescimento folicular, na
ovulacdo, na formac¢do e manutenc¢do do CL e na lutedlise.

Alteracoes do fluxo sanguineo durante o crescimento folicular

Em bovinos e outras espécies monovulares, o desenvolvimento folicular inicia-se com a ativagdo do
foliculo primordial, seguido de seu crescimento e desenvolvimento continuo até culminar com a ovulagdo ou
atresia. Os mecanismos precisos envolvidos no controle do crescimento de foliculos primordiais ainda néo estao
bem estabelecidos, mas estudos recentes demonstram que o crescimento dos foliculos pré-antrais parece ser
dependente de interagdes entre o odcito e as células da granulosa, bem como da secrecdo de fatores locais, c-
KIT/KIT ligante, fator de crescimento e diferenciacdo (GDF)-9, proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), ativinas e inibinas (McNatty et
al., 1999; Knight e Glister, 2001; Smitz e Cortvindt, 2002; Webb et al., 2003; revisado por Oliveira et al., 2011).
O crescimento folicular antral, a partir de 2 mm de didmetro, esta sob controle gonadotrofico (Campbell et al.,
1995, 2003), sendo que cada onda de crescimento folicular é precedida por um aumento transitorio na secre¢do
do horménio foliculo estimulante (FSH; Adams, 1999). Estes foliculos irdo apresentar taxa de crescimento
semelhante até o momento do desvio folicular, quando apenas um dentre estes serd selecionado, tornando-se o
futuro foliculo dominante. A partir deste momento, o foliculo dominante perde a dependéncia do FSH e passa a
ser dependente do hormonio luteinizante (LH). O foliculo selecionado podera atingir o status pré-ovulatorio,
culminando, consequentemente, com a ovulagdo, ou entdo entrard em atresia como os demais (Ginther et al.,
2003).

Tanto os foliculos primordiais como os primarios recebem nutrientes e oxigénio por difusdo passiva dos
vasos sanguineos do estroma ovariano. No entanto, a formagao de uma rede individual capilar em torno de cada
foliculo ¢ necessaria para que estes foliculos possam crescer para além destas fases (Robinson et al., 2009;
Araujo et al., 2011). Ha poucas informagdes a respeito de como o foliculo inicialmente recruta sua rede vascular.
O provavel candidato ¢ VEGFA, que ¢é detectado pela primeira vez nas camadas da granulosa e da teca de
foliculos secundarios em vacas (Yang e Fortune, 2007).

A neovascularizag@o € crucial para crescimento de foliculos antrais, dominancia e desenvolvimento
pré-ovulatorio, uma vez que numerosos estudos demostraram que compostos antiangiogénicos reduzem a
vascularizagdo tecal e, consequentemente, comprometem severamente o desenvolvimento folicular (Robinson et
al., 2009). Assim, para que o crescimento folicular seja adequado, sdo necessarios eficientes mecanismos
compensatorios que adequem a rede vascular as crescentes necessidades dos foliculos. Na fase secundaria ou
mais tarde, as células estromais que rodeiam os foliculos se organizam em camadas da teca, em que a parte mais
interna (teca interna) contém muitos vasos sanguineos, enquanto a camada exterior (teca externa) é composta
principalmente de tecido conjuntivo fibroso (Aratijo et al., 2011). Posteriormente, durante o aparecimento da
cavidade antral, os foliculos tornam-se rodeados por uma rede capilar, que promove a sua nutri¢ao, inclusive das
células da granulosa.

As células da granulosa representam a principal fonte de fator angiogénico (VEGF) em resposta ao
estimulo do FSH e, como resultado, o VEGF secretado tende a se acumular no antro do foliculo. Sabe-se que
quanto maior ¢ o didametro folicular, maior é sua concentragdo de VEGF (bovinos: Berisha et al., 2000; suinos:
Barboni et al., 2000); ainda, a concentragdo de VEGF ¢ maior no foliculo dominante do que nos subordinados
(Ginther et al., 2004). Assim, o VEGF produzido pelo foliculo e presente em grandes quantidades no fluido
folicular ¢ um potencial candidato a explicar um possivel papel vascular do foliculo durante o desvio.

E intrigante que VEGFA esteja localizado principalmente nas células da granulosa avasculares
(Greenaway et al., 2005). Desta forma, o acimulo de VEGF no foliculo e a consequente difusdo para os
capilares cria um gradiente angiogénico que regula o desenvolvimento da rede de vasos sanguineos e sua
arquitetura dentro da parede do foliculo (Mattioli et al., 2001). Um extenso plexo vascular se desenvolve na
camada de células da teca, localizada entre a membrana basal e a camada granulosa avascular (O'Shea et al.,
1978). Como consequéncia, ha maximiza¢io do fornecimento de oxigénio, nutrientes e hormonios para as
células da granulosa (Robinson et al., 2009). Portanto, a capacidade de um foliculo produzir VEGF pode
representar um fator essencial ao seu desenvolvimento, sendo uma caracteristica distinta dos foliculos que
superam a selegéo e entram em crescimento.

Em éguas, o desvio folicular ¢ indicado morfologicamente pela taxa de crescimento diferencial entre o
foliculo dominante e os subordinados, quando se observa, por ultrassonografia, uma aparente expansio da
camada anecoica em torno das células da granulosa do foliculo dominante (Gastal et al., 1999). Esta mudanca na
ecogeinicidade ¢ atribuida ao aumento da vascularizagdo e da area de fluxo sanguineo (Acosta et al., 2003),
podendo-se distinguir o futuro foliculo dominante dos foliculos subordinados cerca de um dia antes do inicio do
desvio do didmetro. Adicionalmente, observa-se diferenca de velocidade do fluxo sanguineo (desvio de
velocidade) entre o maior foliculo (F1; aumento continuo da velocidade do fluxo) e o segundo maior foliculo

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.36, n.3, p.174-180, jul./set.2012. Disponivel em www.cbra.org.br 175



DY

%" Ayres e Mingoti. Angiogénese, vascularizagio e uso do ultrassom Doppler colorido na avaliagdo de estruturas ovarianas.

(F2; diminuicdo do fluxo), em média, dois dias antes do desvio de didmetro. A redugdo da velocidade do fluxo
sanguineo ou da vascularizagdo do foliculo subordinado € coerente com os relatos que demonstram reducao da
proliferacdo de células endoteliais capilares nesse foliculo e reducao da vascularizagdo da teca, que ocorre antes
da atresia folicular em bovinos (Jiang et al., 2003) e ovinos (Jablonka-Sharif et al., 1994). Assim, o futuro
foliculo dominante deve possibilitar um continuo aumento da irrigacdo sanguinea, bem como aumentar a
responsividade as gonadotrofinas para poder continuar crescendo mesmo em ambiente de menores
concentragdes de FSH (Ginther et al., 2003). Por outro lado, a diminui¢do da vascularizagdo no futuro foliculo
subordinado, a qual comeca antes da diminui¢do da taxa de crescimento folicular, culmina com sua regresséo
(Acosta et al., 2003).

Outro fator positivamente correlacionado com a vascularizacdo folicular ¢ a concentragdo intrafolicular
de 17B-estradiol (Mattioli et al., 2001). Segundo Robinson et al. (2009), a hipdtese de que a dominancia é devido
a maior extensdo da vasculatura do foliculo, o qual recebe assim maior suporte hormonal (Zeleznik et al., 1981),
¢ apoiada pela observacdo de que, durante a selecdo do foliculo dominante, os foliculos que possuem maiores
concentragdes de estrogénio t€ém maior vascularizagdo e elevadas concentracdes de VEGFA (Grazul-Bilska et
al., 2007).

Existe também uma forte evidéncia de que, logo apds selecdo, ha uma rapida degeneracdo da
vasculatura tecal, uma vez que ja foi observado inicio da atresia nos foliculos subordinados (Macchiarelli et al.,
2006). Em vacas, a ultrassonografia transretal com Doppler colorido demonstrou uma clara diferenca na
vascularizagdo da parede de foliculos pré-ovulatorios em comparagdo com foliculos anovulatdrios (Acosta et al.,
2003). Estes resultados sugerem que o uso do Doppler colorido tem potencial uso para auxiliar a investigagdo da
vascularizagdo do foliculo antes e durante o desvio, assim como no processo de ovulagdo. O estudo da evolugdo
da vascularizagdo dos foliculos por ultrassonografia com Doppler colorido pode esclarecer as alteragdes na
posicao dos vasos que ocorrem na sequéncia de eventos relacionados com a sele¢do do foliculo dominante.

Alterac6es do fluxo sanguineo na ovulacao

O processo de ovulagdo ¢ o resultado da interagdo dindmica entre o LH e fatores foliculares locais,
incluindo horménios esteroides, prostaglandinas, peptideos vasoativos e fatores de crescimento, em um processo
tempo-dependente (Fortune, 1994; Berisha ¢ Schams, 2005; Richards, 2005).

O pico de secregdo de LH acarreta complexas alteragoes estruturais e funcionais no foliculo maduro, as
quais estdo estreitamente associadas ao aumento do fluxo sanguineo na parede do foliculo pré-ovulatério (Acosta
et al., 2003). Sabe-se que o primeiro aumento detectavel na concentragdo de estradiol plasmatico coincide com o
aumento da vascularizagdo (&rea de fluxo sanguineo) na parede do foliculo maduro (Acosta e Miyamoto, 2004).
Assim, parece haver uma intima associagao entre didmetro folicular, concentragio de estradiol no fluido folicular
e area vascular (Mattioli et al., 2001).

Adicionalmente, foi verificada a elevagdo do fluxo sanguineo folicular e das concentragdes plasmaticas
de estradiol e LH em resposta a elevagdo de GnRH, seja enddgeno ou apds administracdo exdgena (Acosta et al.,
2003). Este fendomeno pode induzir uma modificacdo aguda na funcdo metabodlica das células foliculares,
resultando em aumento da produgdo de esteroides e substancias vasoativas (Acosta € Miyamoto, 2004), como,
por exemplo, o 6xido nitrico, uma substincia vasodilatadora local que age diretamente na regulacdo do fluxo
sanguineo no ovario. Acredita-se que o aumento do fluxo sanguineo nas células da parede do foliculo pré-
ovulatorio possa aumentar a oferta de gonadotrofinas, nutrientes, substratos hormonais e outros componentes do
sangue necessarios para a ovulagdo (Acosta e Miyamoto, 2004). A complexidade estrutural e secretéria e outras
modificagdes funcionais que ocorrem no ovario proximo ao momento da ovulagdo estdo intimamente associadas
as mudangas no fluxo sanguineo no interior da parede do foliculo pré-ovulatério.

Alteracoes do fluxo sanguineo na formacao e manutencao do corpo liteo

A transi¢ao folicular-luteal é um processo dindmico que envolve uma série de mudangas bioquimicas e
estruturais do foliculo pré-ovulatorio apos o pico de LH (Reynolds e Redmer, 1999; Niswender et al., 2000). Isto
inclui a diferenciacdo das células da teca e da granulosa em células luteinizadas, o remodelamento e o
crescimento do tecido e o aumento da producdo de progesterona (P4). Para suprir esta demanda, é essencial que
haja crescimento de vasos e estabelecimento de uma rede de suprimento sanguineo (Reynolds ¢ Redmer, 1999;
Niswender et al., 2000).

Apds a ovulagdo, o novo corpo luteo (CL) se desenvolve rapidamente a partir da ruptura da parede do
foliculo e, dentro de alguns dias, aumenta gradualmente a secrecdo de P4 (Acosta et al, 2002). O
desenvolvimento do CL ¢ caracterizado pela alta vascularizagdo ativa e pela ocorréncia de repetidas mitoses das
células esteroidogénicas. A intensidade do processo angiogénico dentro do CL atinge um pico em dois a trés dias
apos a ovulacdo (Reynolds et al., 2000), o que acarreta um aumento do fluxo sanguineo (area e velocidade;
Acosta et al., 2003), indicando desenvolvimento luteal normal. Assim, a maioria das células esteroidogénicas
maduras do CL estdo em contato com um ou mais capilares (Reynolds et al., 1992). O surgimento de novos
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capilares sanguineos para apoiar o desenvolvimento das células luteais parece ser localmente potencializado pela
angiotensina II (Ang II) e por fatores de crescimento que induzem a angiogénese e apoiam a sintese de P4
(Kobayashi et al., 2001a).

O o6xido nitrico ¢ um mediador derivado de células endoteliais (eNOS) e tem como fungéo regular o
tonus vascular (revisado por Robinson et al., 2009). As eNOS estdo localizadas em células derivadas da teca e
estdo presentes em altas concentragdes durante a fase luteal inicial em ovelhas (Grazul-Bilska et al., 2006) ¢
vacas (Rosiansky-Sultan et al., 2006). Por outro lado, a expressdo de endotelina-1 (ET-1), um vasoconstritor, é
minima durante a fase luteal inicial. Isso provavelmente significa que os vasos sanguineos luteais possam estar
predominantemente vasodilatados, maximizando o fluxo de sangue. VEGFA parece regular positivamente a
expressdo de eNOS (Grazul-Bilska et al., 2006), enquanto o 6xido nitrico aumenta a expressdo de FGF2 e
VEGFA em pericitos luteais, de maneira dose-dependente (Beckman et al., 2006). Por sua vez, estes fatores
poderiam promover ainda mais a angiogénese lutea (Robinson et al., 2009).

Como resultado deste processo, o CL torna-se uma das estruturas mais vascularizadas (Gaytan et al.,
1999) e recebe a maior taxa de fluxo sanguineo por unidade de tecido de todo o organismo (Wiltbank et al.,
1988). O fluxo sanguineo ovariano esta altamente correlacionado com a taxa de secre¢cdo de P4 (Fraser e Lunn,
2001; Acosta et al., 2003; Schams e Berisha, 2004). O sistema de vascularizagdo do CL serve como uma rota de
entrega de substancias bioldgicas ao fornecer nutrientes para as células luteas, substratos para producdo de
hormdnios e hormdnios estimuladores e/ou reguladores, que sdo indispensaveis para a manutengdo da secrecdo
de P4.

Um estudo de microdialise em CL inicial da espécie bovina demonstrou que fatores angiogénicos, tais
como o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e o VEGF, estimulam a secregao in vitro de Ang II,
PGF2a e P4 (Kobayashi et al. 2001c¢). Além disso, Ang II e ocitocina também estimulam a secre¢do de PGF2a, e
a Ang II, juntamente com PGF,, estimula altamente a secre¢do de P4. Estes resultados sugerem que a interagao
entre PGF2a e Ang II, mas ndo entre ET-1, aumenta a producao de P4 em CL iniciais e apoia o conceito de que
mecanismos locais de regulagdo estdo envolvidos ativamente na angiogénese, garantindo a secre¢do de P4 pelo
CL em desenvolvimento.

Alterac6es do fluxo sanguineo durante a lutedlise

A réapida diminui¢do no fluxo sanguineo tem sido considerada uma das principais agdes luteoliticas da
PGF2a. Esta diminuicdo ocorre tanto na lutedlise natural quanto na induzida por administragdo exogena de
PGF2a (Azmi et al., 1982; Knickerbocker et al., 1988). Em vacas, caso o concepto ndo esteja presente no utero
entre os dias 14 e 17 ap6s a ovulagdo, ou ocorra secre¢ao inadequada de interferon-t (proteina secretada pelo
trofoderma do concepto, que ¢ responsavel pelo reconhecimento materno da gestagdo), da-se a liberagdo de
PGF2a e a queda dos niveis plasmaticos de P4 (Binelli et al., 2001; Rathbone et al., 2001), que sdo fatores
associados com a lutedlise (Wolfenson et al., 1985). Acosta et al. (2002) demonstraram que a administragao de
um analogo de PGF2a em vacas, no meio do ciclo estral, aumenta a producdo intraluteal de substancias
vasoativas, como a ET-1 (Ohtani et al., 1998) e a Ang II (Hayashi et al., 2001), sendo ambas substancias
importantes na cascata da lutedlise (Girsh et al., 1996a, b; Miyamoto et al., 1997a, b; Ohtani et al., 1998;
Hayashi et al., 1999; Meidan et al., 1999).

As alteragdes vasculares que ocorrem durante a lutedlise inicial incluem aumento agudo no fluxo
sanguineo, que, pela analise pelo Doppler, é expresso por aumento da area colorida quando comparada a de um
CL que ndo esta em luteodlise (Acosta et al., 2002). No entanto, essa mudan¢a nio ¢ observada apos a injegdo de
PGF2a em CL inicial. De acordo com Acosta et al. (2002), estes achados sugerem que tais alteragdes vasculares
sdo estagio e PGF2a-dependentes. Ainda, é necessario que haja a inducdo de liberagdo local de peptideos
vasoativos (ET-1 e Ang II) que induzam diminui¢do do suprimento sanguineo (fluxo) e, consequentemente,
resultem em vasoconstrigao.

O aumento do fluxo sanguineo intraluteal, que ocorre inicialmente de maneira aguda de meia hora a
duas horas apds a administragdo de PGF2a, pode ser crucial para estimular as células endoteliais luteais a
produzirem e liberarem substancias vasoativas necessarias para desencadear a cascata de lutedlise. Esta hipotese
¢ suportada pelo fato de a liberacdo local de ET-1 (Ohtani et al., 1998) e a de Ang II (Hayashi et al., 2001) no CL
maduro aumentarem de duas a quatro horas apds a administragdo de PGF2a, in vivo, quando o aumento do fluxo
sanguineo intraluteal é proeminente. Além disso, a ET-1 inibe a liberagdo P4 em cultura de células luteinicas
(Girsh et al., 1996a; Miyamoto et al., 1997a). Do mesmo modo, a Ang Il também inibe a secre¢do local de P4
em CL maduro (Hayashi et al., 1999), mas estimula a liberagdo desse esteroide em CL inicial (Kobayashi et al.,
2001b; Acosta et al., 2003).

Perspectivas futuras e concluséo

A vascularizagdo e seus fatores possuem um papel fundamental em todo o processo de formagdo,
manutencao e regressao das estruturas ovarianas, além de constituirem potenciais candidatos a explicar o desvio
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folicular e outras mudangas no ovario.

O uso do Doppler colorido tem potencial uso para auxiliar a investigacao da vascularizagao do foliculo
antes e durante o desvio, assim como no processo de ovulagdo. Esta ¢ uma ferramenta que apresenta alta
sensibilidade e acuracia, além do fato de ser uma técnica pouco invasiva, que permite manter o animal ¢ ndo
requer procedimentos cirirgicos para monitoramento.

Com o desenvolvimento da tecnologia de fabricacdo e aumento do volume de comercializagdo do
Doppler colorido, o seu custo tende a ser barateado, permitindo sua utilizagdo de forma mais ampla a campo.
Assim, esta ¢ uma potencial ferramenta que podera antecipar e indicar, com maior precisdo, futuras perdas
gestacionais, sejam elas devido a deficiéncia de vascularizagdo do CL ou do embrido. Outra aplicagdo desta
ferramenta inclui, por exemplo, uma avaliagdo adicional do CL de receptoras de embrido, no momento da
inovulagdo.
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