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RESUMO
Utilizacao de doppler na avaliagao hemodinamica do ovario de éguas pura raga

espanhola — estudo piloto

A ecografia (US) com recurso ao Doppler € uma tecnologia que tem ganho cada vez mais
expressao em reproducdo equina. Estudos recentes procuram entender de uma forma mais
detalhada a fisiologia do tracto reprodutor e demonstrar que durante a maturagéao folicular séo
observaveis algumas caracteristicas que s6 mais tarde poderéo ser visualizadas através do
modo-B. Atualmente o funcionamento do Doppler é extensamente conhecido. Contudo, ainda
nao existem estudos cientificos que suportem o seu uso na clinica diaria de reprodugao
equina. O objetivo deste trabalho foi avaliar a hemodinamica dos foliculos pré-ovulatorios e
dos corpos luteos (CLs), através da técnica de doppler em éguas Pura Raga Espanhola. Neste
estudo foram utilizadas 15 éguas entre os 4 e os 19 anos. As imagens ecograficas obtidas
foram analisadas com o software Image Color Summarizer, que permite a quantificagdo dos
pixeis de cada imagem. Posteriormente, efectuou-se a analise estatistica com recurso ao
software SPSS STATISTIC v.22. Os parametros avaliados ecograficamente foram os
seguintes: didmetro e fluxo do foliculo pré ovulatério e area e fluxo sanguineo do CL maduro
e ativo. Verificou-se a presenca de uma relagao direta entre o didmetro e o fluxo do foliculo
pré ovulatdrio, tal como, a area e o fluxo do CL ativo e maduro. Observou-se a inexisténcia de
correlagao entre o fluxo folicular e luteal, ou seja, através da medi¢ao do fluxo do foliculo pré
ovulatério nao podemos prever o fluxo do futuro CL. As éguas avaliadas neste estudo foram
separadas em dois grupos (jovens <8 anos e velhas 28 de idade). Apenas se registou um
aumento do fluxo sanguineo do CL em éguas jovens quando comparado com o das éguas
velhas, (p<0,05). Podemos concluir que a US Doppler tem o potencial para avaliar a
hemodinamica ovarica, que aplicando a pratica podera contribuir para o aperfeicoamento do
maneio reprodutivo equino, obtendo melhor aproveitamento do material genético e
aumentando o retorno financeiro.

O presente trabalho é pioneiro no estudo ecografico com recurso ao Doppler do aparelho

reprodutor das éguas Pura Raga Espanhola.

Plavras-chave: Color Doppler; Egua; Ovario, Reprodugéo; Ecografia; Fluxo sanguineo



ABSTRACT
Doppler evaluation of ovarian hemodynamics in Pure Spanish Horse mare — A pilot

study

Doppler ultrasound is a technology that has gained increasing expression in equine
reproduction. Recent studies seek to understand in a more detailed way the physiology of the
reproductive tract and to demonstrate that during the follicular maturation some characteristics
are observable that only later can be visualized through the mode B. Currently the Doppler
technology is widely known. However, there are no scientific studies yet to support its use in
the daily equine breeding clinic. The objective of this study was to evaluate the hemodynamics
of preovulatory follicles and corpus luteum (CLs), using the Doppler technique in Spanish
Horses mares. In this study 15 mares were used between the ages of 4 and 19 years. The
ultrasound images obtained were analyzed with the Image Color Summarizer software, which
allows the quantification of the pixels of each image. Subsequently, statistical analysis was
performed using SPSS STATISTIC v.22 software. The parameters evaluated were the
following: pre-ovulatory follicle diameter and flow and area and blood flow of mature and active
CL. The presence of a direct relationship between the diameter and the blood flow of the pre-
ovulatory follicle, such as the area and blood flow of active and mature CL, was verified. It was
observed the lack of correlation between the follicular and luteal flow, that is, by measuring the
pre-ovulatory follicle flow we cannot predict the flow of the CL future. The mares evaluated in
this study were separated into two groups (young <8 years and old =8 age). There was only
an increase in LC blood flow in young mares when compared to that of old mares, (p <0.05).
We can conclude that US Doppler has the potential to evaluate ovarian hemodynamics, which
in practice can contribute to the improvement of equine reproductive management, obtaining
better use of genetic material and increasing financial return.

The present study is a pioneer in the ultrasound study using the Doppler of the reproductive

tract of the PRE mares.

Key words: Color Doppler; Mares; Ovary; Reproduction; Ultrasound; Blood flow
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I DESCRIGAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O
ESTAGIO

A realizacao do Estagio Curricular insere-se no Plano de Estudos do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa
(FMV-UL) e teve como objetivos a aprendizagem, o treino, e o aprofundamento de
conhecimentos na area da medicina de equinos.

A presente Dissertacdo de Mestrado resulta do estagio curricular desenvolvido na empresa

Gen-Ova Veterinaria, S.L.

Apos ter realizado alguns estagios extracurriculares em hospitais equinos de referéncia
(Hospital Equino da Universidade de Barcelona, Hospital Equino da Universidade de Cérdoba,
Hospital e Centro de Reabilitacdo Equino Kawell — Buenos Aires, Hospital Equino de San
Vicente de Raspeig — Alicante e Hospital Equino da Universidade de Vienna) considerado
relevante tomar conhecimento da realidade da clinica de campo atualmente exercida.

O estagio decorreu do dia 1 de Setembro de 2016 até ao dia 30 de Abril de 2017, em que a
aluna pode acompanhar o trabalho diario de clinica ambulatoria realizado pelos veterinarios
Francisco Requena e Fernando Requena nas provincias de Cérdoba, Sevilha, Cadiz e Malaga

(Espanha).

A aluna teve a possibilidade de participar diretamente nas seguintes atividades:

- Reproducgédo equina (diagnéstico e controlo de gestagdo; diagndstico e tratamento de
doengas do trato reprodutivo de éguas; extracdo, avaliagdo e conservacao de sémen;
inseminacao artificial com sémen refrigerado e congelado)

- Diagndstico e tratamento de claudicagdes (ecografia de tenddes/tecidos moles, radiologia
digital direta, bloqueios regionais, aplicacao de Plasma Rico em Paquetas)

- Exames em ato de compra

- Veterinario de provas equestres: Raid e Concurso de Obstaculos (controlos veterinarios e
tratamentos)

- Cirurgias de campos (castragdes)

- Odontologia



Figura 2 —
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Figura 4 — Equipa veterinaria do VIl Raid Hipico Ciudad Carmona (Sevilha)



. INTRODUCAO
O controlo das estruturas ovaricas permite identificar a fase do ciclo reprodutivo em que a
égua se encontra, sendo fundamental para obter sucesso na época reprodutiva. E de extrema
importancia conhecer a histéria completa do aparelho reprodutor e efetuar um exame
ginecoldgico detalhado. O exame do aparelho reprodutor (ovarios e utero) efectua-se com
recurso a ecografia, por via transretal.
O ciclo éstrico da égua tem em média a duragéo de 21 dias (podendo variar entre os 19 e os
25 dias), estando dividido em diestro (fase Iutea), que tem a duragao aproximada de 14 dias
(podendo variar dos 12 aos 16 dias), e estro, que dura aproximadamente 7 dias (podendo
variar entre os 5 e os 9 dias) (Aurich, 2011).
O exame ecografico dos ovarios da égua € bastante util e avalia em tempo real as estruturas
foliculares e luteinicas. Ecograficamente, os foliculos s&do estruturas circulares preenchidas
de liquido anecogénico dentro do estroma ovarico (Carnevale & Olsen, 2011). Para o correcto
controlo folicular € fundamental o conhecimento das trés fases do desenvolvimento folicular
(Beg & Bergfelt, 2011):

12: Fase de crescimento comum. Verifica-se o aumento do estrogénio e a diminuigéo
da progesterona;

22 Fase dominante. Estabelece-se a dominancia de um ou dois foliculos, quando
atingem aproximadamente 22 mm (aproximandamente no 15° dia do ciclo éstrico), migram
para o local da ovulagéo (fossa da ovulagao) e os restantes foliculos existente no ovario
cessam o cresimento e regridem;

3%: Fase pré-ovulatdria. O foliculo dominante atinge o seu tamanho maximo e

verificam-se alteragdes na morfologia e na fisiologia do foliculo.

A avaliagao morfoldgica do foliculo (tamanho, forma e fluxo sanguineo) em conjunto com o
grau de edema uterino devem ser cuidadosamente avaliados para que se possa determinar
0 momento em que ira ocorrer a ovulagao.

Um a trés dias antes da ovulagéo o foliculo pré ovulatério sofre um aumento progressivo da
espessura da parede folcular devido a expansao da camada celular da granulosa, observa-se
uma banda anecogénica proeminente na zona da teca folicular e vrifica-se um aumento do
fluxo sanguineo. Contudo, através da ecografia Doppler, quatro horas antes da ovulagao
regista-se uma diminui¢ao do fluxo sanguineo do foliculo pré ovulatério (Gastal et al., 20063a;
Aurich, 2011; Carnevale & Olsen, 2011).

Em reproducgéo equina, a detecao precisa e atempada do momento da ovulagéo é de grande
importancia pelas seguintes razdes: para assegurar que a ovulagdo ocorreu no espago de
tempo estimado ap6s a ovulagao; para saber quando € o melhor momento para inseminar
com sémen congelado (espermatozoide com tempo de vida curto); para determinar a idade

precisa de um embrido para proceder a manipulagdo adequada (lavagem e recolha);
4



determinar o numero de ovulagées em relagao ao numero de foliculos pré-existentes, de modo
a proceder com o0 maneio adequado em casos de gémeos; para assegurar a ocorréncia da
ovulacao, permitindo assim detetar possiveis casos de foliculos anovulatérios (Cuervo-Arango
& Newcombe, 2013).



Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Ciclo éstrico da égua

1.1. Sazonalidade

Devido a presséao evolutiva que se verificou ao largo do tempo, a maioria das espécies que
habitavam zonas que sofriam grandes diferengcas de temperaturas desenvolveram
mecanismos que lhes permitiram adaptar-se as alteragbes ambientais verificadas na Terra ao
longo das décadas. Deste modo, desenvolveram-se sistemas de ciclos circadianos que
utilizam as alteragdes no fotoperiodo para ajustar a homeostase de varios 6rgaos.

Nas éguas, o ritmo circadiano é regulado pelas alteragbes registadas no fotoperiodo. Este
sinal ambiental é transformado em sinal enddécrino na glandula pineal, que secreta melatonina
durante a fase de escuridao. Nesta espécie, os dias curtos e as noites longas sdo associados
a diminuicdo de secrecao de gonadotrofinas e consequente diminuicdo na atividade ovarica

(McKinnon, Squires, Vaala, & Varner, 2011).

1.2 Anestro

O anestro é definido como periodo em que a égua se encontra recetiva ao garanhao, ou seja,
auséncia de manifestagéo de estro. Geralmente, ndo se espera que a égua esteja em anestro
a nao ser que esta ndo mostre nenhum sinal de cio num minimo de 21 dias, ou durante um
ciclo éstrico inteiro (Ginther, 1992). O crescimento folicular € minimo, apenas alguns foliculos
registam um didmetro maximo de 16 mm, nunca chegando a haver um foliculo dominante. A
reduzida concentracdo de LH circulante contribui para o reduzido crescimento folicular.
Contudo, devido a presenga de FSH podem-se distinguir ondas foliculares durante a estagéo
anovulatoria (Donadeu & Watson, 2007).

Alternativamente, o anestro pode ocorrer na presenca de um ciclo ovarico normal, com
desenvolvimento folicular e ovulagdo. Assim, o primeiro passo para o diagnéstico da causa

do anestro deve envolver uma avaliagdo ginecoldgica detalhada e completa.

Anestro com atividade ovarica

A auséncia de retorno ao estro é o primeiro sinal de gestacdo. As éguas gestantes
apresentam ondas foliculares caracteristicas durante os primeiros meses de gestagao e
possuem também, no minimo, um corpo luteo (CL) ativo. Apds o desaparecimento de todas
as estruturas luteas, por volta dos 180 dias de gestagao, os ovarios regridem e tornam-se
inactivos mantendo-se nesse estado até ao momento do parto (Ginther, 1992).

A presencga de niveis elevados de progesterona (P4) em circulagdo sanguinea, que pode ser
proveniente de estruturas luteas ou da unidade feto-placentaria, podem ser suficentes para
manter a égua como se estivesse em estado de diestro permanente. Por rotina, o CL pode

ser visualizado com recurso a um exame ecografico transretal do trato reprodutor, contudo

6



existem excegoes (Ginther, 1988). Concentragdes de progesterona iguais ou superiores a 1
ng/mL geralmente mantém a égua em anestro e causam exibicdo dos sinais tipicos de
anestro, tais como: comportamento agressivo perante o macho, orelhas para tras, expressao
facial agressiva representada pela tensdo dos musculos faciais, escoiceamento e
movimentagao agitada da cauda (Crowell-Davis, 2007). Sob a influéncia de uma elevada
quantidade de progesterona, o cérvix apresenta-se fechado, firme e alongado, e geralmente
o Utero apresenta tonus firme a palpagéo e auséncia de edema (Ginther, 1992).

Se a concentragado de progesterona continuar elevada no plasma sanguineo, sabendo que a
€égua ndo se encontra gestante, a administracdo de uma dose luteolitica de prostaglanina Faq
(PGF2q) causa a lise das estruturas luteas, caso estas estejam presentes, e a égua devera
voltar ao estro nos 3-4 dias seguintes (Staempfli, 2011). Uma falha de retorno ao estro em 5-
6 dias pode requerer uma segunda administragao de PGF2, e uma falha na resposta confirma

uma fonte nao luteinica produtora de elevada concentragao de progesterona.

Anestro sem actividade ovarica durante a estacao reprodutiva

As principais causas de anestro durante a estagcido reprodutiva sdo de indole nutricional
atribuidas a lactagao.

Anestro nutricional: apesar de as éguas com baixa conformacgao corporal demorarem mais
tempo a ficar gestantes apoés parirem, e de terem periodos de anestro sazonal mais longos e
profundos, podem eventualmente voltar ao estro (Gentry et al., 2002). Se éguas mais magras
ou jovens iniciarem o ciclo éstrico normal, podem ficar gestantes e levar as suas gestacgdes a
termo.

Anestro de lactacdo: A grande maioria das éguas desenvolvem o cio do poldro aos 10 dias
apos o parto. O anestro em lactagéo ocorre apenas numa média de 3-4% de éguas paridas
em boa condigao corporal, podendo, contudo, verificar-se em mais de 16% se as éguas se
encontrarem em baixa condi¢ao corporal (Heidler et al., 2004).

Assim, as éguas que apresentam uma baixa condi¢do corporal no momento do parto tém uma
maior probabilidade de entrar em anestro de lactagdo. Para além destas duas principais
causas, também se pode verificar o anestro devido a introdugdo de implantes de GnRH,

hipopitituarismo ou por causa idiopatica.



Anestro

Ovarios pequenos e inactivos Ovarios activos
- Anestro sazonal Progesterona Sem progesterona
- Anestro nutricional/sazonal constantemente alta | ou ciclica
- Anestro lactacional - Gestacéo - Comportamental
- Anestro apdés a ovulagao - Retencao de tecido | -Insensibilidade ao
- Hipopituatirismo luteo estrogénio
- Administracdo de GnRH -Tecido luteinico
- Senescéncia ectopico ou tumor
- Idiopatico

Tabela 1 — Resumo das possiveis apresentagdes de anestro. Adaptagéo de (McKinnon et al., 2011)

1.3. Estro

A espécie equina é predominantemete monovulatéria, sendo a ovulagdo dupla pouco
frequente (7-25%). Durante a época reprodutiva, as éguas ovulam com intervalos de
aproximadamente 22 dias, sendo 5-7 dias o periodo de estro (Aurich, 2011). O ciclo éstrico
pode ser dividido em duas fases, baseando-se na recetividade sexual (estro versus diestro)
ou nas alteragdes fisiolégicas (fase folicular versus fase Ilutea). Ambas as categorias séo
praticamente sobreponiveis relativamente ao comportamento demonstrado durante a primeira
fase do estro e a fase folicular, tal como o comportamento verificado durante o diestro e a
totalidade da fase lutea.
O comportamento caracteristico durante o estro é estimulado pelo aumento dos niveis de
estradiol, que pode ser sintetizado pelo foliculo dominante na auséncia de estruturas luteas
ativas ou sintetizado pelo cértex da adrenal, e inibido pela presencga de progesterona (Aurich,
2011). A duragéo do estro esta relacionada com o tamanho do foliculo no final do diestro, com
a taxa de crescimento do foliculo dominante e com o tamanho final do foliculo pré-ovulatério.
Em regra, a ovulagéo ocorre nas 24-48 horas que antecedem o final do estro. Um aumento
de progesterona proveniente do desenvolvimento do CL é responsavel pelo fim do
comportamento de estro. Os comportamentos de estro nem sempre indicam que a égua se
encontra na fase folicular do ciclo estrico. Fémeas em anestro sazonal, ovariectomizadas e
gestantes ja foram reportados sinais ocasionais de estro quando estimulada por um garanhao
(Asa et al., 1980; Asa et al., 1983). Além do mais, as éguas subordinadas hierarquicamente
podem inibir sinais de estro na presenga de uma égua dominante (Crowell-Davis, 2007).
Segundo autores de referéncia, o comportamento normal de uma égua em estro caracteriza-
se pelas seguintes reacgdes: (McKinnon et al., 2011)

- Cauda levantada e arqueada ou desviada para um dos lados, expondo a regido
perineal

- Expressao facial caracterizada pelo relaxamento dos musculos faciais

- Eversao ritmica dos labios e exposi¢ao do clitéris
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- Urinar pequenas quantidades de urina e de uma forma passiva
- Orelhas relaxadas e mantidas para tras ou numa posi¢ao neutra
- Membros posteriores ligeiramente em abdugéao

- Joelhos e jarretes flexionados/fletidos

- “Abaixamento” da pelvis

- Inclinando-se para a porta

- Vocalizacao

- Comportamento calmo, ndo tentando morder nem agredir o garanho.

Atualmente, o contacto com o macho néo é frequente para a maioria das éguas. Também é
de conhecimento geral que algumas fémeas podem ter preferéncias por determinados
machos, rejeitando outros. Estes fatores contribuem para que algumas éguas em estro néo
demonstrem os comportamentos carateristicos que seriam esperados neste periodo, quando

em contacto com o macho (Aurich, 2011).

Desenvolvimento folicular e sele¢ao do foliculo dominante
Nas éguas ocorre um processo ativo de selecao folicular que limita o niumero de ovulagoes,
na maioria dos estros, a um foliculo exclusivamente. O mecanismo de sele¢éo dos foliculos
envolve uma interagdo complexa e intimamente associada entre a gonadotropina pituitaria e
as hormonas ovaricas. A onda folicular primaria, ou a onda que culmina com a ovulagao
durante o estro, origina o diestro apds a ovulagédo, com a duragéo aproximada de 7-8 dias, e
um grupo de foliculos emerge do reservatorio (“pool”) de foliculos mais pequenos durante um
periodo de varios dias (Ginther et al., 2004).
Apos emergirem, os foliculos da onda tém uma fase de crescimento normal de
aproximandamente 7-8 dias, na qual os foliculos aumentam de tamanho de forma igual (cerca
de 3 mm por dia). Os desvios ocorrem no final da fase do crescimento normal e representam
a altura em que o foliculo dominante continua a desenvolver-se. Em contrapartida, os foliculos
mais pequenos comeg¢am a diminuir.
A FSH é produzida pela glandula pituitaria anterior e estimula o crescimento folicular inicial.
Os foliculos pequenos da onda folicular necessitam de FSH para o seu crescimento inicial e
posterior desenvolvimento. De um modo geral, o futuro foliculo dominante torna-se mais
proeminente um dia antes dos restantes foliculos da onda folicular. Consequentemente, este
foliculo sera significativamente maior do que os restantes, no final da fase de crescimento. A
concentracdao de FSH em circulagdo atinge um pico quando o foliculo maior possui um
didmetro aproximado de 13 mm (Donadeu et al., 2004; Ginther et al., 2004).
O pico de estradiol ocorre 1-2 dias antes da ovulagao (Ginther, 1992). A diminuicdo da
concentracao de estradiol antes da ovulagdo ocorre devido a luteinizagdo das células da
granulosa, que é refletida pela diminui¢cao sincronizada do edema uterino. O estradiol-17 B é
9



responsavel pelas mudangas fisicas, enddcrinas e comportamentais nas éguas. Algumas das
alteracgdes verificadas incluem o relaxamento do cérvix, estimulacéo pelo edema formado no
utero, caracter mais marcado, aumento do volume das secregbes uterinas, estimulagédo da
pituitaria para que liberte LH e indugdo do comportamento de estro.

A inibina € uma hormona glicoproteica produzida pelas células da granulosa do foliculo
dominante. Niveis elevados estradiol induzem a producgao de inibina a qual ira inibir a sintese
de FSH (Medan et al., 1991; Roser et al., 1994). A principal fungao fisioldgica da inibina é a
supressao especifica da secrecdo de FSH pela pituitaria e, como tal, permitir o processo de
selegdo do foliculo (Kretser & Robertson, 1993). Os niveis de inibina aumentam durante o
estro, tendo o pico um dia apds a ovulacédo e diminuindo até niveis basais durante o diestro
(Medan et al., 1991; Roser et al., 1993).

A primeira onda folicular principal pode ocorrrer precocemente durante a fase lutea, podendo
originar um foliculo anovulatério, mas apesar do aumento da concentragédo de progesterona
verificado pode ocorrer a ovulagdo. O desenvolvimento de uma onda folicular anovulatéria
durante a fase lutea € um fendmeno Unico da espécie equina (Ginther et al., 2001).

O inicio do periodo de transigdo que ocorre na Primavera, entre o anestro estacional e o estro,
€ caracterizado pelo desenvolvimento de 1-3 ondas de foliculos anovulatérios antes de que

ocorra a ovulagao (Aurich, 2011).

Previsao da ovulagao

Ao sétimo dia apds o inicio do ciclo éstrico verifica-se o desenvolvimento da onda folicular
com a emergéncia do foliculo dominante e regista-se o aumento da FSH. O décimo terceiro
dia € marcado pelo desvio folicular, momento em que o foliculo dominante (com 6 mm de
didmetro) comega a crescer uma média de 3 mm diarios, até um didametro aproximado de 35
mm. Nesta altura a FSH comega a diminuir e ha um aumento de estradiol-17§ e de inibina.
Dois dias antes da ovulagao, o diametro folicular atinge o seu plateau com cerca de 40 mm e
estagna o seu crescimento, ocorrendo a sua maturagdo. Por ultimo, por volta do vigésimo
primeiro dia ocorre a ovulagdo, que desencadeia a luteinizagdo das células da granulosa.
Neste momento regista-se o aumento da LH, P4 e da vascularizagdo da area do futuro CL
(Ginther, 2008; Aurich, 2011). Os foliculos pré-ovulatérios podem atingir um didmetro igual ou
superior a 55 mm, o que se verifica de modo sistematico em determinadas éguas (Cuervo-
Arango & Newcombe, 2008).

Frequentemente, o foliculo dominante passa de uma estrutura esférica a uma forma mais
irregular, antes do momento da ovulagao. Adicionalmente, o foliculo fica mais deformavel
entre as 12h que antecedem a ovulagido. A ecografia ou ultrasonografia (US) transrectal
permite evidenciar um bordo ecogénico espessado a volta do foliculo pré-ovulatério e a

diminui¢do do edema uterino, que é detectado um dia antes da ovulagao.
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Durante a estacao reprodutiva, a aproximagao da ovulagao é caracterizada pela diminuigao
da espessura da parede folicular, aumento da ecogenicidade das células da granulosa e
aparecimento de uma camada anecogénica a volta do foliculo. Estas alteragbes verificadas
devem-se ao aumento do tamanho e do numero das células da granulosa, pelo aumento do

fluxo sanguineo e edema da teca (Gastal, Gastal & Ginther, 1998)

Segundo autores de referéncia (McKinnon et al., 2011), os fatores que podem ser usados para
prever a ovulacio sao:

- Histéria prévia da égua

- Tamanho e raga da égua

- Tamanho do foliculo

- Padrao do crescimento folicular

- Numero de dias em estro

- Forma do foliculo

- Tonus folicular

- Espessura do bordo folicular (determinado com recurso a US)

- Diminuigdo do edema uterino

- Administragdo de um agente indutor da ovulagao

- Altura do ano

A maioria das éguas mantém uma dinamica folicular propria de cada animal, seguindo um
padrao de crescimento de foliculos que atingem um didmetro semelhante durante a maioria
dos ciclos éstricos.

Dentro de uma raga, o tamanho do foliculo na ovulagéo € menor em éguas mais velhas, éguas
em pos-parto, éguas em transicdo e éguas com foliculos dominantes multiplos (Ginther,
1992). As éguas as quais se administra um agente indutor da ovulagdo, ovulam um foliculo

menor do que as que ovulam espontaneamente.

Utilizacao de hCG para induzir a ovulagao

Para que a indugao da ovulagao seja efetiva, o estro deve ser confirmado pela presenga de
um foliculo pré-ovulatério, apresentado este um didmetro igual ou superior a 35 mm, e a
presenca de edema uterino (Camilo et al., 2004). Esta demonstrado que a hCG induz a
ovulacado de uma forma efectiva em 36-48h apds a sua administragédo (Squires, 2008).
Segundo um estudo realizado sobre o efeito da hCG na vascularizagdo ovarica e folicular,
comprovou-se que as éguas em que se administrou hCG (indutor da ovulagao) nao mostraram
qualquer aumento no fluxo sanguineo no foliculo pré ovulatério, comparativamente com as

éguas que ovularam naturalmente (Gastal et al., 2006d).
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1.4. Diestro
O diestro é caracterizado pelo periodo de inatividade sexual entre dois periodos de estro.
O primeiro periodo de diestro do ano é um “evento de boas vindas” que ocorre apés uma
transigao frustante que a égua tem entre o anestro e o comego dos seus ciclos éstricos
normais (Watson, Thomassen & Nikolakopoulos, 2002).
Esta descrito como frustante porque nao existe maneira de acelerar o inicio dos ciclos éstricos
normais uma vez que a transicdo comecou. Isto aplica-se mesmo se a transigdo comecar
mais cedo do que o normal apds o uso de um tratamento de luz.
Na pratica, quando o exame ecografico revela que as caracteristicas ovaricas tipicas da
transicdo (multiplos foliculos de tamanho pequeno-médio em ambos os ovarios e uma
auséncia de estruturas luteinicas) o médico-veterinario informa o proprietario de que a égua
deve ser examinada apds um periodo de 2-3 semanas aproximadamente. Apds esse
intervalo, as éguas devem ser re-examinadas para verificar a evidéncia de uma ovulagéo (o
comeco do diestro), tal como a presenca de um CL.
O CL atua como uma glandula enddcrina temporaria formada por fibroblastos e os restos
celulares da granulosa do foliculo recém ovulado. Esta estrutura é responsavel pela producao
de progesterona até ao 40° dia de gestacao (Niswender et al., 2000), entre 0 40° e o 100° dias
de gestagao a producio de progesterona necessaria para a manutencao da gestacéo é da
responsabilidade dos CLs secundario. Quando nao se verifica a gestacdo, o CL regride em
resposta a libertagao de PGF2a, proveniente do endométrio. Este fendmeno é registado 13-
16 dias apds a ocorréncia da ovulacao (Weems, Weems & Randel, 2006).
O exame de diagndstico de gestagao é realizado com recurso a US modo-B. Pode também
colher-se uma amostra de sangue para medir a concentragdo de progesterona caso haja
duvidas na detegado de estruturas luteas com recurso a ecografia. Caso a concentragao de
progesterona sérica seja superior a 2-3 ng/mL € indicativa da presenga de um CL funcional
(Ginther, 1992). No inicio da época reprodutiva (na Primavera), visuializagdo de edema uterino
através da US nao é um indicador fiavel da aproximagdo do momento da ovulagao (Watson,
2002; Atayde e Rocha, 2010). Contudo, quando o ciclo éstrico esta estabelecido (ao longo da
estagao reprodutiva), o edema uterino, representado por pregas individuais no endométrio, é
uma indicagéo util para prever o momento da ovulagdo (Mird, 2004). Durante o estro, a
elevada concentracao de estrogénios e a baixa concentracao de progesterona contribuem
para o aumento do edema da parede uterina, abertura do cérvix e relaxamento do Utero e da
vagina. Contrariamente, durante a fase lutea a parede do utero encontra-se levemente
contraida e o cérvix firme e fechado. A ecotextura uterina apresenta-se homogénea e a
presenca de edema é inexistente (Aurich, 2011).
Por definicdo, uma égua em diestro possui um CL funcional. A concentracéo sérica de P4
aumenta para cerca de 1-2 ng/mL pouco depois da ovulagao, até uma concentragdo maxima
de 8-16 ng/mL quando o CL se encontra maduro. Aproximadamente 2 semanas apés a
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ovulagéo, a concentragcdo de P4 comeca a diminuir e alcanga novamente uma concentragao
basal até ao comego do novo estro, aproximadamente 15-16 dias apds a ovulagao (Ginther,
1992). Geralmente as fémeas nao se encontram sexualmente recetivas durante o diestro.
Contudo, segundo Ginther, a interface entre o diestro e o estro ndo é preto e branco, mas em
tons de cinzento. Por exemplo, fémeas com baixas concentragdes de progesterona sérica

podem ocasionalmente mostrar manifestagcdes de estro (Ginther, 1992).

Utilizacao de prostaglandinas durante o diestro

No final do diestro, ocorre a lutedlise devido a acdo da prostaglandina Fzq (PGF24), 0 CL
regride e geralmente ocorre o crescimento de novos foliculos. Na tentativa de iniciar um novo
ciclo éstrico mais rapidamente, procede-se a administragdo de um analogo da PGF., que
provoca a lise do CL maduro, permitindo assim que a égua retorne ao cio em 3-4 dias apos o
tratamento, e que ocorra a ovulagdo em 8-10 dias, diminuindo assim os dias entre ovulagdes
(Staempfli, 2011). Este tratamento é efectivo quando aplicado 5 dias apds a ovulagdo. O
comecgo de um novo ciclo éstrico e a ovulagado ocorrem aproximadamente 3-4 e 8-12 dias,
respetivamente, apds a administracdo desta substancia. O intervalo entre ovulagbes depende
do tamanho e estado dos foliculos no momento da medicag¢do. Quando coincide com a fase
final de crescimento do foliculo pré-ovulatério, a ovulagao pode ocorrer 48 h apds a injecao
de PGFaq.

Assim, quando se tenta encurtar o ciclo éstrico da égua, o tratamento com prostaglandina
deve ser administrado o mais cedo possivel na fase lutea, ndo estando, contudo, indicada a
sua administragao antes do 5° dias ap6s a ovulagéo (pois o CL ainda nao esta maduro, como
tal sera refratario ao tratamento)

A administracdo de prostaglandinas exdgenas € vulgarmente usada para diminuir a duragdo
do ciclo éstrico e pode ser usada com o objetivo de diminuir a probabilidade de endometrite
apos cobrigdo (Weems et al., 2006; Samper, 2005). A sua administragdo em doses Unicas

elevadas pode provocar a lutedlise.

2. Pricipios da Ultrassonografia
A ultrassonografia transrectal modo-B foi introduzida na década de 80, revolucionando o
diagndstico e a monitorizagao reprodutiva em éguas (Ginther, 2014). O modo -B, permite a
representagao das imagens numa escala de cinza, é usado ndo s6 para identificar e medir
estruturas, mas também para diagnosticar doengas. Um método mais recente em medicina
veterinaria € o uso da ultrassonografia modo Doppler. Trata-se de uma ferramenta nao
invasiva associada a ultrassonografia convencional (modo-B) capaz de fornecer informagdes
em tempo real sobre os aspectos hemodindmicos dos vasos sanguineos de diversos 6rgaos

e a sua arquitetura vascular (Carvalho et al., 2008).
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O exame reprodutivo ecoguiado ndo é uma técnica usada exclusivamente com o fim
informativo, mas também como auxiliar na recolha de amostras, tecidos ou fluidos (como por
exemplo, aspiragdo de oocistos, biopsia de tecido luteo), e como “guia”’ para inserir

substancias medicamentosas ou material biolégico (sémen) no interior do utero.

2.1. Principios do Doppler
Em 1842, Johann Christian Doppler descreveu o efeito Doppler como a alteracdo na
frequéncia de uma onda emitida ou refletida por um objecto que se encontra em movimento,
em relacdo ao observador (Cerri et al., 1998). Atualmente, a ultrassonografia doppler &
considerada como uma das melhores técnicas nao invasivas que permite avaliar a
hemodinadmica uterina in vivo (Ginther, 2007).
O principio da ultrassonografia doppler baseia-se na movimentagcado das células sanguineas
em relagdo ao transdutor, de forma que as alteracdes de velocidade e sentido do fluxo
sanguineo sao representadas por imagens com cores e tonalidades especificas (Ginther,
2007). A extensao das cores pode ser calculada através da percentagem de tecido/estrutura
com cor ou através de um software, que contabiliza o numero de pixeis (Ginther, 2014).
A ultrassonografia doppler apresenta dois modos de agao distintos que permitem aceder ao
fluxo sanguineo. Um é o Espectral ou Pulsado, em que a variagao da velocidade do fluxo
sanguineo é representada por um grafico em forma de onda, onde se podem observar os
indicadores de perfuséao tecidual como o pico sistdlico (PSV), o pico diastélico (EDV) e o fluxo
de maior velocidade (TAMV). A razéo das trés velocidades medidas (PSV, EDV e TAMV) séo
calculadas para obter o indice de resisténcia e pulsatilidade (Rl e PI). Os valores Rl e PI
podem variar de 0 a 4, sendo 0 a auséncia de alteracdo e 4 o valor maximo. (Ginther, 2007).
O outro modo é o Color-flow/Power-flow, com o qual a velocidade do fluxo sanguineo pode
ser visualizada pela intensidade dos pixeis (pontos) coloridos, do escuro para o claro, sendo
que a cor escura indica baixa velocidade e a clara alta velocidade. O fluxo dirigido ao
transdutor é codificado por vermelho e o fluxo que se afasta é codificado por azul (Ginther et
al., 2004).
A medicao adequada das velocidades de fluxo sanguineo durante o exame espectral depende
da correta angulagao (angulo Doppler) entre o transdutor e o vaso sanguineo avaliado
(Ginther, 2007). Devido a grande tortuosidade das artérias, presentes no endométrio, ovarios
e utero, ndo é possivel determinar os respetivos angulos Doppler. Contudo, os indices de
resisténcia (RI) e pulsatilidade (Pl) ndo sofrem influéncia desta angulacdo, como tal séo
indicados para a avaliagéo espectral do trato reprodutivo das éguas (Silva, 2005; Ferreira et
al., 2008; Ferreira, 2013; Ginther, 2014). O RI e Pl apresentam uma correlagao negativa com
a perfusao vascular do tecido irrigado pela artéria em questado, ou seja, o aumento do Rl ou
do PI indica um aumento da resisténcia e, consequentemente, a diminuicdo da perfusao

vascular dos tecidos (Ginther, 2014).
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O fluxo sanguineo pode ser avaliado através de dois tipos de doppler: o “color-flow” (CF) e o
“power-flow” (PF). O primeiro é representado por uma imagem com mais que uma cor, que
nao representa necessariamente o sangue arterial ou venoso, mas sim a diregdo em que o
fluxo sanguineo se deloca relativamente ao transdutor, ou seja, apresenta uma coloragao
caso o0 sangue se “aproxime” do transdutor e outra, caso o sangue se “afaste” do transdutor.
O segundo, o PF doppler, € composto por uma unica tonalidade de cor que varia de acordo
com a quantidade de células sanguineas em movimento e ndo depende do angulo de
incidéncia dos feixes de onda. No modo Power-Flow podem ser detetados vasos pequenos
e/ou com fluxo muito lento, o que permite detetar possiveis alteracdes subtis da
vascularizagdo. E de frisar que a vascularizagéo é graduada pela intensidade, quantidade e
tamanho dos pixeis coloridos (Ginther et al., 2007).

A imagem formada baseia-se diretamente na variagao de frequéncias e na diregdo do fluxo
sanguineo, e no caso do CF doppler baseia-se também indirectamente com o angulo em que
incidem os feixes US. Atendendo a que a onda emitida pelo transdutor pode ser programada
pelo operador, o melhor dngulo que se deve utilizar para obter uma melhor imagem doppler
encontra-se entre os 30 e os 60 graus (Ginther et al., 2004). Para calcular a velocidade do
fluxo sanguineo do trato reprodutivo recorre-se a mensuragao dos indices doppler, pois séo
mais fidedignos para o célculo da velocidade sanguinea, sendo estes indices: Rl e Pl. Quanto
maior o indice de resisténcia menor a perfusdo vascular e quanto maior o indice de

pulsatilidade menor a perfusdo sanguinea em tecidos distantes (Ginther et al., 2004).

Uso do doppler na exploragao do trato reprodutor das fémeas

A ultrassonografia color-Doppler comegou a ser usada para avaliar a vascularizagao da
parede folicular em éguas em 2004 (Gastal & Gastal, 2012). Os primeiros estudos com recurso
a US Doppler baseavam-se em informagdes obtidas nas grandes artérias (ovarica, uterina e
vaginal) responsaveis pela vascularizagdo sanguinea do trato reprodutor da fémea. Contudo,
estudos mais recentes tém demonstrado a utilidade do exame US Doppler diretamente na
estrutura alvo, como por exemplo, o endométrio, a parede folicular ou o CL, e em vasos mais
pequenos (Silva, 2005; Silva, Gastal & Gastal, 2006; Ginther et al., 2008; Ferreira et al., 2008;
Ferreira et al., 2011).

Atualmente, a US Doppler é a técnica mais usada que permite a avaliagado do fluxo sanguineo
do CL durante o diestro e também apds a administracdo de tratamentos hormais (Castro et
al., 2016), o que permite um conhecimento mais profundo da fisiopatologia reprodutiva de

uma égua.
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3. Exame transretal do aparelho reprodutor feminino
A avaliagdo transretal do tracto reprodutivo é frequentente efectuada com recurso a
ultrassonografia. Através da palpagdo podem-se obter algumas informagdes que ndo podem
ser obtidas com facilidade através da ultrassonografia exclusivamente, sendo elas: avaliagao
do ténus uterino e do cérvix, consisténcia dos foliculos ovaricos, sensibilidade do ovario ao
toque e pressao e detecao de quistos paraovaricos. Apds a ovulagao, verifica-se um aumento
do ténus uterino e do cérvix que se deve ao aumento da progesterona verificado nesta fase
do ciclo éstrico (McKinnon et al., 2011).
Os foliculos ovaricos contém liquido folicular amarelo alaranjado claro, que é representado
ecograficamente por uma imagem negra (anecogénica). O exame ecografico de uma égua
em estro permite avaliar o crescimento folicular, alteragdes na forma, caracteristicas da
parede e do liquido folicular, e também avaliar o padrdao de edema uterino.
O foliculo dominante aumenta de didmetro uma média de 3 mm por dia. O tamanho maximo
folicular é frequentemente alcancado 1-2 dias antes da ovulagdo. A ovulagcdo pode ser
reconhecida por uma rapida diminui¢do do tamanho folicular, que se segue a visualizagdo
anterior de um foliculo grande, e/ou a presenga de uma estrutura colapsada (Ginther, 1988).
Foi reportado que a ovulagao ocorre durante um periodo inferior a 60 segundos (Townson &
Ginther, 1987). Clinicamente, é vantajoso registar o tamanho dos foliculos com mais de 30
mm em ambos o0s ovarios, pois este procedimento permite ao operador o rastreio do
crescimento folicular, monitorizar o nimero de ovulagbes e prever o potencial de gestacao
gemelar. E recomendavel que todos os foliculos com mais de 30 mm no momento da ovulagéo
do foliculo dominante sejam monitorizados durante 1-4 dias para determinar se ndo continuam
o desenvolvimento e ovulam, ou regridem.
Apods a ovulgdo, a cavidade do foliculo enche-se de sangue, formando o chamado corpo
hemorragico. Através da US, este ¢é inicialmente detetado como uma estrutura com um aro
hiperecogénico e um centro hipoecogenico-anecogenico que pode desenvolver fios de fibrina,
como ocorre na coagulagao. O corpo hemorragico matura em corpo luteo nos dias seguintes
e torna-se mais ecogénico. A US pode também ajudar a diferenciar condigbes anormais do
ovario, como foliculos anovulatérios e tumores ovaricos.
Assim, a US é uma parte fulcral do exame reproductivo. Eguas em estro, geralmente,
apresentam edema no endométrio que é representado pela caracteristica “roda de carro” ou
“‘gomos de laranja”. O edema deve-se aos elevados niveis de estrogénio e baixos de
progesterona. O padréo de edema muda durante a evolugéo do estro e sdo usados sistemas
de pontuagao para monitorizar os padrées de edema uterino (Samper & Pycock, 2007). Os
niveis de edema (ver Tabela 2) aumentam tipicamente com o crescimento do foliculo
dominante, atingindo o pico 1-2 dias antes da ovulacdo. As 24 horas que antecedem a

ovulacao o edema desaparece, pois regista-se a diminuicdo de estrogénio e o aumento de
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progesterona (Carnevale & Olsen, 2011). Em contrapartida, o utero da égua em diestro (fase
lutea) aparece tubular e com ecogenicidade homogénea, desprovido de edema (Aurich,
2011).

E necessaria uma interpretagdo cuidada na avaliagdo do edema uterino, pois alteragées
inflamatorias também podem causar edema. Um pequeno volume de fluido claro (n&o
ecogeénico) pode apresentar-se fisioldgico no utero de uma égua “normal”, em estro. Contudo,
um aumento de volume de liquido ecogénico € sugestivo de inflamagédo uterina.
Ocasionalmente, este liquido pode nao ser detetado facilmente antes que o edema uterino

diminua.

Nivel de Quantidade de

Edema Edema Descricao

Sem presenga de edema; pregas endometriais nao
sdo visualizadas individualmente.

Pregas endometriais facilmente observadas num
padrao de lumen “roda de carro”. Tipicamente no

1 Leve inicio do estro quando o foliculo dominante se esta a
desenvolver ou mais tarde, antes ou durante a
ovulacgao.

Pregas endometriais com a espessura aumentada;
Padrao de edema 6bvio em todo o utero. Tipico do
2 Moderado meio do estro e geralmente representa o efeito do
pico de estrogénio que ocorre 1-2 dias antes da
ovulacgao.

Pregas endometriais muito distendidas; grau
exagerado de edema; ndo é tipico de uma égua
normal em estro. Pode estar associado a inflamagao
uterina.

0 Inexistente

3 Abundante

Tabela 2 — Sistema de medigéo utilizado para avaliar o grau de edema uterino em éguas na Universidade do
Colorado, USA. Adaptacédo de (McKinnon et al., 2011)

3.1. Avaliagao do estado funcional uterino

Ferreira et al. (2008) demonstraram que para avaliar a perfusao sanguinea uterina em éguas
deve ser usado o “power-flow”, pois a sua elevada sensibilidade permite a avaliagao dos vasos
de pequeno calibre e fraco fluxo sanguineo, que nao seriam detectados pelo “color-flow”. Esta
descrito que uma baixa perfusao uterina durante a fase Iutea esta associada a uma baixa taxa
de concepcao. (Bollwein et al., 2002).

Considerando as anomalias vasculares como potenciais causadores de alteragbes
degenerativas do endométrio (Ferreira et al., 2008), as quais por sua vez estao relacionadas
com os casos de subfertilidade em éguas, a US Doppler € uma ferramenta importante para o
estudo da viabilidade endometrial, assim como da relagéo feto-maternal. Ferreira et al. (2008)
demonstraram que a US Doppler é efetiva na avaliagéo da perfusdao sanguinea do utero das

eéguas que apresentam ou ndo quistos uterinos. Neste estudo, observou-se que as regides
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quisticas apresentam menor perfusdo sanguinea quando comparadas com regides
adjacentes nao quisticas, sugerindo assim que a formagao de quistos uterinos esta
relacionada com alteragbes verificadas na vascularizagao. Com etiopatogenia deconhecida,
pensa-se que o fluxo sanguineo uterino anormal contribui para a a formagéo de quistos,
devido ao retorno venoso diminuido e a degenerescéncia arterial presentes em determinado
segmento uterino (Schoon et al., 1999). Segundo Silva et al. (2005), as éguas que nao ficam
gestantes apresentam baixa vascularizagdo endometrial e constante durante os primeiros 15

dias apos a ovulagéo.

3.2, Avaliagao ovarica

Atualmente, a detegao precoce do inicio da actividade folicular e o controlo de todo o ciclo
éstrico de uma égua é essencial para que se possa implementar um adequado maneio
reprodutivo. Através da US Doppler, € possivel determinar o potencial ovulatério de foliculos
dominantes durante o periodo de transicdo de Primavera (Acosta & Miyamoto, 2004). Isto
porque as mudangas na hemodinamica ovarica podem ser detetadas durante todo o
desenvolvimento folicular e estado relacionadas com a remodelacdo do tecido ovarico e do
sistema vascular responsavel pela sua vascularizagéo (Ginther et al., 2007c). O periodo de
transicdo de Primavera, que antecede o inicio da atividade reprodutiva, é caracterizado pelo
desenvolvimento de ondas foliculares anovulatérias. Durante esta fase, os foliculos
dominantes anovulatérios apresentam taxa de crescimento e dimensdes semelhantes ao
observado durante a estagdo reprodutiva. Contudo, um aumento progressivo da
vascularizagao a partir da divergéncia folicular ocorre apenas em futuros foliculos ovulatérios,
enquanto que os foliculos anovulatérios possuem baixa vascularizagdo independentemente
do seu diametro (Acosta et al., 2004). Acredita-se que esta vascularizagdo diminuida dos
foliculos anovulatérios esteja relacionada com a baixa concentragdo de LH durante este
periodo de transicado (Ginther, 2003). A avaliacado color Doppler do fluxo sanguineo folicular
tem sido usada como método eficaz para prever a viabilidade folicular (Gastal et al., 2006c;
Ginther 2007d).

Nas éguas, a onda folicular inicia-se com uma fase de crescimento folicular. O foliculo
dominante comega a aumentar o seu aporte sanguineo ao mesmo tempo em que aumenta a
sua resposta as gonadotrofinas, para que se dé continuidade ao seu crescimento, mesmo
com baixas concentragdes de FSH, enquanto que os restantes foliculos (subordinados)
comecgam a regredir (Ginther, 2007d). A regressao dos foliculos subordinados é favorecida
por uma inadequada irrigagédo dos mesmos, que se inicia um dia antes do desvio folicular ser
estabelecido (Acosta et al., 2004). O diametro maximo observado e a taxa de crescimento
folicular ndo sao bons indicadores do estadio ovulatério de foliculos durante o periodo de
transigcao, contrariamente a medigao da irrigagéo sanguinea da parede folicular (Acosta et al.,

2004).
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Quando se inseminam éguas com sémen congelado tona-se imprescindivel determinar a
eminéncia da ovulagao, permitindo assim que a introducdo do sémen se realize o mais
préoximo possivel, temporalmente, do momento da libertagdo do oécito. Assim, a determinacgao
do momento da ovulagido é uma ferramenta fulcral que permite diminuir a taxa de insucesso
de gestagao (Samper & Pycock, 2007). A US Doppler acrescenta novas informagdes quanto
a maturagao folicular final e a proximidade do momento da ovulagéo, sendo esta a técnica de
exceléncia para prever o momento exato da ovulagdo. Segundo Gastal et al. (2006c), a
vascularizagao folicular € maxima as 24h antes da ovulagéo e ocorre uma diminuigao abrupta
da perfusédo sanguinea folicular durante as 4h que antecedem a ovulagéo.

Ginther (2007a) descreveu as alteragdes da perfusdo sanguinea num foliculo horas antes da
ovulagéo, sendo que nas quatro horas que antecedem a ovulagao a percentagem de fluxo
sanguineo registada pelo doppler diminuem. As células da granulosa alteram-se a medida
que aumenta a vascularizagdo da teca no lado oposto ao apice do foliculo. Esta regiao
denomina-se a fossa ovulatéria, local onde ocorre a rotura folicular. A ovulagao é registada
como um acontecimento lento e verifica-se uma boa vascularizagao no apice folicular
correspondente.

Acosta et al. (2004) realizaram um estudo com o fim de determinar as diferencas na
vascularizagao folicular de um futuro foliculo ovulatério e de um futuro foliculo anovulatério
durante o periodo de transicdo de anestro de Inverno para a fase de ciclicidade ovarica de
Primavera. Verificaram que, através da US doppler, pode-se distinguir um foliculo ovulatério
de um anovulatério a partir dos 25 mm de didmetro, devido a menor vascularizagao detetada
no foliculo anovulatério. Assim, a area vascular determinada pelos autores para um foliculo
ovulatorio foi estimada entre os 0,48 e os 0,81 cm? e para um foliculo anovulatério 0,12-0,81
cm?.

Contudo, os foliculos pré ovulatérios podem por vezes apresentar baixa perfusao sanguinea
mesmo durante a estagao reprodutiva. Silva et al. (2006) descreveram que existe uma relagao
entre uma vascularizagao elevada de foliculos pré ovulatérios e maiores taxas de gestagao,
ainda que nao existam estudos suficientes que suportem esta hipétese. Sabe-se que tanto
foliculos pré ovulatérios com elevada vascularizagdo como foliculos com menor/baixa
vascularizacdo dao origem a CLs funcionais e semelhantes (Romano et al., 2012). Assim,
pode-se concluir que a vascularizagao do futuro foliculo ovulatério ndo esta relacionada com
a posterior fungao sercretora do CL.

O crescimento e a vascularizagao folicular parecem mutuamente dependentes. O aporte
sanguineo necessario/suficiente representa o componente mais importante na regulagao da
funcao das células foliculares e contribui para o crescimento e maturagéo do foliculo (Mattioli
et al., 2001).
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3.3. Determinacao de foliculos pré ovulatérios

As alteracbes ecograficas podem ser detetadas através da alteracio da ecotextura, da escala
de cinzentos e do sinal color-Doppler um ou dois dias antes do crescimento/desvio do
didmetro folicular em éguas (Acosta et al. 2004).

A perda da forma esférica do foliculo pode ser detetada a partir dos trés dias que antecedem
a ovulagao. Contudo, este fendmeno verifica-se com maior frequéncia entre as 24 e as 12h
antes da ovulagéo (Gastal EL, Gastal MO & Ginther, 1998). Em estudos mais recentes,
confirmaram que a alteragéo na forma do foliculo deve-se a dimini¢gao de turgescéncia e que
se verifica maioritariamente entre as 24-12h (Gastral EL, Gatral MO & Ginther, 2006a) . E
importante referir que estes dois parametros (forma do foliculo e turgescéncia) sao algo
subjetivos, pois a sua interpretagdo pode variar de operador para operador consoante a
presséo exercida por cada individuo e também se podem registar variagbes com o uso de

sondas diferentes.

Indicadores de ovulagao eminente (Gastal et al., 1998, 2006c; Ginther OJ, Gastal EL &
Gastal MO, 2007e):
1. Diminuigcao da turgescéncia do foliculo sob a pressao da sonda;
2. Perda da esfericidade do foliculo e invaginagao da parede folicular (forma de péra);
3. Fragmentacao da granulosa
4. Formacgao da fossa ovulatéria, representada pelo aparecimento de uma formagéao
coénica ou protusao do foliculo em forma de mamilo;
Diminuicao da espessura e aumento da ecogenicidade da parede folicular (granulosa);

Pontos hiperecogénicos em suspensao no antro folicular

Nenhum dos parametros ecograficos, (modo-B) antes referidos, detetados isoladamente pode
ser indicador da primeira ovulagdo da estacdo reprodutiva. Contudo, a diminuicdo da
espessura da granulosa, a perda da esfericidade e 0 aumento da ecogenicidade da parede
folicular, associados com a diminuigcdo de nimero de foliculos entre >15 mm e < 3 mm de
didmetro representam 44-67% da proximidade da primeira ovulagdo da estagao reprodutiva,
que devera ocorrer 1-9 dias apos o aparecimento das caracteristicas mencionadas (Atayde &
Rocha, 2010).

Esta descrito que existe uma correlagao significativa entre o diametro de um foliculo pré

ovulatério durante os 3 dias que antecedem a ovulagéo nas “ondas” espontaneas e o diametro

maximo do foliculo pré ovulatério em ondas induzidas (Ginther et al, 2009; Jacob et al., 2009).

Os foliculos pré ovulatérios em equinos atingem geralmente os 40-45 mm no dia anterior a

ovulagao, existindo contudo pequenas variagdes consoante a raga. O crescimento do foliculo

pré ovulatério € de aproximadamente 3 mm por dia, antes da paragem ou regressao no
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crescimento (Ginther, 1995). Contudo, existem diferengcas no didmetro dos foliculos pré

ovulatérios entre ragas e tipos de fémeas que vao influir no maneio reprodutivo.

Quando o momento da ovulacdo se aproxima, pode-se visualizar uma protuberancia no apex
folicular (na fossa de ovulagdo) através da realizagdo de uma laparoscopia (Gastal & Gastal,
2012) ou mediante um exame ecografico (Gastal et al., 2006b). O apex possui paredes finas
€ uma porgao relativamente avascular do foliculo pré ovulatério que separa a bolsa de fluido
infundibular do antro folicular (Ginther et al., 2007d; Gastal et al., 2006b).

Num estudo de Gastal & Gastal (2012), foi confirmada a hipétese que de que uma maior
vascularizagdo do foliculo pré ovulatério estd associado a um maior didametro folicular, a
maiores taxas de maturagcdo do odcitos e maior qualidade dos mesmos, e maiores taxas de

gestagao (Silva et al., 2006).

3.4. Diagnéstico auxiliar de alteragées na ovulagao

Durante a ovulagao e consequente a ruptura da parede folicular, ocorre o extravasamento do
fluido folicular e libertagdo do odcito (Ginther, 1995). A ovulagédo septada € um fenémeno
atipico observado em éguas. Com duragao superior a 3h, a sua incidéncia ao longo de uma
estagao reprodutiva € de aproximadamente 19% (Ginther et al., 2007a). A etiologia desta
anomalia & desconhecida, contudo, sabe-se que se encontram envolvidos alteracbes na
hemodinamica folicular na fase pré-ovulatoria (Ginther, 2007). Ginther et al. (2007a)
descreveram que os foliculos que ovulam lentamente, com presenga de compartimentos
septados, apresentam uma vascularizagao proeminente em todo o seu perimetro, inclusive
no apice folicular. Enquanto que numa ovulagéo normal, verifica-se que a perfusdo sanguinea
diminui poucas horas antes da ovulagado e concentra-se na base do foliculo (Gastal et al.,
2006b).

O FHA ¢ a estrutura decorrente da falha na ovulagao, seguida pela formagao de um hematoma
no antro folicular das éguas (Ginther & Pierson, 1984). De forma semelhante ao observado
em casos de ovulagao septada, o futuro FHA apresenta intensa vascularizagao ao longo do
seu perimetro (Ginther et al., 2006 b). Pode resultar em ciclos inférteis e apresentar elevada
incidéncia de repetibilidade (Ginther, 2007d), como tal o seu diagndstico precoce é de extrema
importancia para tomar as decisdes mais correctas considerando a possibilidade de sucesso
reprodutivo e a componente econdmica.

3.5. Determinagéao de foliculos anovulatérios

O periodo de transicdo do anestro sazonal cacteriza-se pelo retorno da atividade ovarica, na
Primavera, e sendo uma fase do ciclo éstrico em que se torna dificil prever o momento da
ovulagdo. Nesta fase, sao caracteristicas as ondas foliculares multiplas e existéncia de
multiplos foliculos com didmetro superior a 35 mm, os quais nunca chegam a ovular e

regridem de tamanho (Ginther, 1992; McKinnon et al., 2011). Com o recurso a US Doppler,
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Acosta et al. (2004), demosntraram que os foliculos anovulatérios dominantes, caracteristicos
do periodo de transi¢ao estacional, possuem menor fluxo sanguineo do que os foliculos pré
ovulatdrios da estacao reprodutiva.

Segundo a bibliografia, a incidéncia de falha da ovulagéo varia entre os 3,1 € os 8,2%,
podendo ocorrer dois tipos de foliculos anovulatérios: foliculo anovulatério persistente (FAP)
e foliculo hemorragico anovulatério (FHA). Nos FAP nao ocorre a luteinizagéo, os foliculos
permanecem varias semanas aumentandoe diminuindo de didmetro e, eventualmente,
acabam por regredir espontaneamente (McCue & Ferris, 2011). Nos FHA a falha de ovulagéo
provém de uma hemorragia no antro folicular pré-ovulatério. Através o exame ecografico
modo B é impossivel diferenciar um foliculo pré-ovulatério que ira transformar-se num FHA
um dia antes da suposta ovulagdo. Apenas no dia da presumivel ovulagdo, se pode verificar
a presenga de pontos hiperecogénicos flutuantes no interior do antro folicular e a auséncia da
ovulacao. Nos dias seguintes, ocorre o aumento da ecogenicidade do contelido e aumento da
espessura da parede, atingindo um diametro bastente superior ao do anterior foliculo pré-
ovulatdrio. Ginther (2007a) afirma que so6 € possivel distinguir os dois foliculos, dias antes da
ovulacao, através da técnica ecografica Doppler, pois o FHA possui maior vascularizagéo na

parede folicular.

Os foliculos hemorragicos anovulatérios (FHAs) provém de uma falha na ovulagao, seguida
da formagao de um hematoma no antro folicular. Geralmente, a inicidéncia de FHAs é maior
durante os meses de intensa actividade ovarica e em éguas medicadas com hormonas
indutoras de estro e ovulagéo (por exemplo, prostaglandinas e GnRH/hCG, respetivamente)
(Cuervo-Arango & Newcombe, 2013). Apesar da presenga de FHAs ser mais frequente
durante a estacdo ndo reprodutiva, estes também podem ser encontrados na estacio
reprodutiva, especialmente em éguas de idade avangada e com maior incidéncia no inicio ou
final da estagao reprodutiva (Ginther et al., 2008). Devido a serem uma importante causa de
subfertilidade em equinos, os FHAs devem ser diagnosticados precocemente, evitando-se
gastos desnecessarios com a preparagao da égua (por exemplo, tratamento de endometrites)
e a aquisigao de sémen (Ferreira & Meira, 2011).

Segundo Ginther et al. (2007c), os FHAs possuem vascularizagdo proeminente ao longo de
todo o seu perimetro durante os dias que antecedem a sua formagao. Contudo, os futuros
foliculos ovulatérios também podem apresentar elevada vascularizagdo no momento que
antecede a ovulacdo (Acosta et al.,, 2004), o que dificulta a diferenciacdo de ambas as
estruturas recorrendo a ecografia modo-B. Em contrapartida, a US Doppler auxilia na
determinacdo do melhor momento para o tratamento dos FHAs. Os FHAs tendem a
reorganizarem-se e originam estruturas semelhantes a CLs maduros. Como tal, quando
apresentam caracteristicas morfoecogénicas e vasculares semelhantes as dos CLs funcionais
respondem a tratamentos luteoliticos.
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3.6. Avaliagao do estado funcional do corpo luteo
A US Doppler tem sido extensamente usada também na avaliagao do fluxo sanguineo do CL
(Ginther, 2007b). E conhecido que uma boa vascularizagéo do CL é essencial, pois serve de
substrato para a biossintese de progesterona e secre¢do de outras hormonas estreroides.
Assim, a circulagdo sanguinea é fundamental para que o CL mantenha as suas propriedades
funcionais (Bollwein et al., 2002).
Apoés a ovulagao, a vascularizagao do CL inicia-se na area basal e vai-se extendendo até a
area apical, sendo completada em 5-6 dias. Quando a progesterona atinge seu pico maximo,
aos 8 dias ap6s a ovulagao, esta comecga a diminuir paralelamente a area do CL, levando em
consideragao que a area de fluxo sanguineo diminui mais lentamente do que a concentragao
de progesterona no periodo de lutedlise (Ginther, 2007¢). Segundo Bollwein et al. (2002), a
vascularizagdo do CL durante o ciclo éstrico atinge o seu nivel maximo no quinto dia pds
ovulacdo, sendo que o fluxo comega a diminuir no meio do diestro, anteriormente ao
decréscimo das concentragbes plasmaticas de progesterona.
Considerando que o desenvolvimento, regressao e funcionalidade do CL estédo estritamente
relacionados com o rapido desenvolvimento e regressao de um extenso sistema vascular
local, seria de esperar que a US Doppler fosse uma ferramenta importante para a avaliagao
do estadio funcional do CL. Num estudo realizado ha uma década foi caracterizada a relagcao
existente entre a perfusdo sanguinea e o desenvolvimento estrutural e funcional do CL
(Ginther et al., 2007c).
Ap6s a ovulagao, a perfusdo sanguinea do CL aumenta progressivamente até envolver
praticamente toda a area ao quinto dia ap6s a ovulag&o. Durante este periodo, a progesterona
(P4) também aumenta progressivamente. Entre os 8° e 14° dias, o perfil sérico de P4 e a
perfusdao vascular do CL apresentam valores maximos. Ja durante a lutedlise, a
vascularizagao do CL diminui, tal como a concentracao de P4 (Acosta et al., 2002; Miyamoto
et al., 2005; Ginther et al., 2008). Desta forma, a US Doppler pode ser utilizada na avaliagao
do estado funcional do CL, sendo essa informacao importante para a selecao de receptoras
no momeno da involugcdo e, posteriormente, realizar uma adequada monitorizagcéo
gestacional.
O Doppler “color-flow” foi descrito como um meio rapido de avaliagao da func¢ao do CL, pois a
area ocupada pelo fluxo sanguineo de um CL esta diretamente correlacionada com a
concentracao de progesterona (P4) circulante, durante o ciclo éstrico. No maneio reprodutivo
diario, a concentracdo de P4 plasmatica é raramente avaliada, pois implica um aumento de

custos e é mais demorosa (Brogan, 2016; Mir6, 2015).
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3.7. Diagnéstico de gestagao e viabilidade embionaria

Regra geral, o primeiro diagndstico de gestagdo com recurso a US modo B efectua-se aos
14-17 dias apds a ovulagao. Caso o primeiro diagnostico seja positivo, deve voltar a realizar—
se um segundo diagnéstico entre os dias 30° e 45° de gestagdo. Esta re-examinagéao é
fundamental pois a incidéncia de reabsorgdo embrionaria varia entre 5 a 15% (Vanderwall,
2011) e ocorre entre os dias 14° e 40° de gestagéo.

Em éguas, regista-se um aumento acentuado do fluxo sanguineo uterino durante as duas
primeiras horas e a oitava apds a inseminagao artificial. Pensa-se que este fendmeno esteja
relacionado com o transporte espermatico e o processo de limpeza uterina (Ferreira et al.,
2015). Para além da motilidade espermatica normal, as contragbes miometriais séo
imprescindiveis para que os espermatozoéides sejam transportados até ao local de fertilizagao
durante as primeiras horas apds a introdugdo do sémen no aparelho reprodutor feminino
(Troedsson et al.,, 1998). Além do mais, apds a cobrigdo ocorre um processo inflamatdrio
fisiolégico e transitério que tem como objectivo eliminar o sémen excedente, detritos celulares
e possiveis agentes contaminantes do trato reprodutivo da égua (Troedsson, 1999).

Silva et al. (2005), afirmam que tanto as éguas gestantes como as nao gestantes apresentam
semelhancas na baixa vascularizacao endometrial nos oito primeiros dias apds ovulagao.
Contudo, a entre 0 11° e 0 13° dia apds a ovulagao deteta-se o aumento da perfusao vascular

no corno uterino que possui o embridao movel (Ginther, 2014).

O diagnostico de gestacdo numa égua pode ser realizado aos 11 dias apds a ovulagao,
momento em que ja é possivel a visualizagdo de uma vesicula embrionaria, contudo a vesicula
embrionaria ainda possui mobilidade intrauterina, o que obriga a uma exploragdo minuciosa
para que se evitem falsos negativos. Na seguinte tabela estdo esquematizadas as fases de

evolugao de uma vesicula embrionaria considerada normal.
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Dias apos a ovulagao Tamanho aproximado da | Caracteristicas da vesicula
vesicula
11 (em 89% das éguas) 4,8 mm Conteudo anecogénico e
forma esférica; vesicula com
elevada mobilidade;
crescimento diario = 1,5 mm
12 8 mm Continua com a forma
esférica e elevada
mobilidade

12-16 Mesmas caracteristicas
anteriormente registadas e
crescimento diario: 3,5 mm

14 14-18 mm
16 Fixacdo da vesicula na
juncao corno-corpo uterino

21 A vesicula torna-se irregular
e pode ser confundida com
liquido intralluminal ou um
quisto. O utero deve
apresentar um ligeiro edema

Tabela 3 — Sequéncia de alteragbes verificas apés a avulagdo e respetivas caracteristicas. Fonte: Sarah Boland,
Early pregnancy diagnosis — embryo, cyst or twin?, 51st BEVA congress, 2012

Os batimentos cardiacos podem ser detetados no 23° dia apds a ovulagao, estando apenas
totalmente definidos no 26° dia, altura em que o embrido apresenta aproximadamente 8 mm
de comprimento. Neste momento é de extrema importancia verificar se apenas existe a
presenca de batimentos cardiacos numa das partes, sendo deste modo possivel descartar
uma gestacao gemelar/dupla. Por volta do dia 32, o embrido atinge um tamanho aproximado

de 12 mm.
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4. Vantagens do Doppler na avaliagao da atividade ovarica
- Avaliar o potencial ovulatério de foliculos >30 mm durante a estagao reprodutiva de transi¢cao
(Acosta et al., 2004).
- Prever o momento da ovulacéo
- Avaliar a aptidao do endométrio para receber o embrido. As alteragdes do fluxo sanguineo
endometrial acompanham as mudangas de localizagao do embrido (Ginther & Matthew, 2004)
- Evitar os falsos positivos, pois permite diferenciar com maior clareza uma vesicula
embrionaria de 11-14 dias de um quisto endometrial. Em caso de duvida, a vesicula
embrionaria pode ser distinguida pela presenca de mobilidade, pelo crescimento continuo e a
presenca de fluxo sanguineo (Ferreira et al., 2008).
- A US Doppler pode ser efectiva na detecao de falhas ou regressao do CL antes de qualquer
alteracédo na concentracao de P4 ou na US modo-B sejam detetadas (Brogan, 2016).
- Ferreira et al. (2008) observaram que as regides quisticas apresentam menor perfusao
sanguinea quando comparadas com regides adjacentes n&o quisticas, sugerindo assim que

aformacao de quistos uterinos esta relacionada com alteragdes verificadas na vascularizagao.

5. Desvantagens do Doppler na avaliagao da atividade ovarica

- O operador tem a responsabilidade de selecionar e delimitar as areas que sdo medidas,
tornado esta avaliagdo algo subjetiva.

- Artefactos.

- Uso incorrecto das definicdes do ecdgrafo, inexperiéncia ou animal irrequieto (nestes

casos é preferivel sedar o animal).
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. UTILIZAGAO DE DOPPLER NA AVALIAGAO HEMODINAMICA
OVARICA DE EGUAS PURA RAGA ESPANHOLA - ESTUDO PILOTO

1. Objetivos do estudo
O presente trabalho tem como objetivos:
1. Determinar se o fluxo sanguineo folicular € um parémetro fiavel para prever a
aproximacao da ovulagdo em éguas Pura Raga Espanhola;
2. Avaliar as caracteristicas vasculares do CL;
Estudar as vantagens da US Doppler em reprodugdo equina como ferramenta

complementar a US modo B.

2. Material e métodos
No presente estudo participaram 15 éguas Pura Raga Espanhola, entre os 4 e os 19 anos,
todas elas propriedade da Coudelaria “Cardenas”. Os animais estudados apresentavam-se
todos no mesmo espaco fisico (Ecija, Sevilla, Espanha), sendo a alimentagéo, o maneio e as
condigdes metereoldgicas iguais para todos. Os pesos das éguas inseridas neste estudo

variaram entre os 600 e os 700 kg.

Os orgaos genitais internos das éguas foram avaliados por via transrectal, através da US
modo-B e Doppler utilizando o ecégrafo MyLab One Vet (ESAOTE) com o transdutor linear.
Todos os exames ecograficos foram realizados pelo mesmo operador, de modo a minimizar
as possiveis diferengas na captagao e, consequente, interpretagcao das imagens ecograficas.
As imagens foram captadas sempre com as mesmas definicdes (10 MHz de frequéncia, 7
com de profundidade, 70% de ganho e 40% de PD) e guardadas para analise posterior. Houve
o cuidado de efectuar exames detalhados a todo o aparelho reprodutor (dois ovarios e utero),
permitindo uma correta interpretacdo da dinamica folicular. Juntamente com o exame de
ambos ovarios, também foram registadas imagens do utero para uma analise mais completa
da dindmica reprodutiva da égua.

A recolha de dados foi realizada durante os meses de Marco e Abril de 2017.

A indugao da ovulagédo € uma técnica amplamente usada nos dias que correm, pois permite
determinar o dia exato em que ira ocorrer a ovulagédo. Todas as éguas que participaram neste
estudo foram medicadas com 3000UlI hCG (IV) quando o didmetro folicular era superior a 35
mm, se verificava edema endometrial e tonus cervical consistente. Segundo os estudos,
quando se administra uma dose de 750-1500 IU de hCG a uma égua com um foliculo >35 mm

durante o estro, a ovulagdo ocorre durante as 48h seguintes, em mais de 92% dos casos
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(Davies Morel & Newcombe, 2008). A hCG utilizada ¢ um produto VETERIN CORION®
(Laboatério Divasa-Farmavic, S.A., Barcelona, Espana).

Em todas as éguas que foram inseminadas usou-se sémen congelado, que foi recolhido e
manipulado, na Coudelaria Cardenas, pelo Dr. Fernando Requena.

Neste estudo optou-se por ndo sedar as éguas para a realizagdo dos exames ecograficos,
apesar de nem sempre ser uma tarefa facil conseguir uma boa avaliagédo doppler em éguas

muito agitadas, evitando assim os possiveis efeitos vasodilatadores do sedativo.

Figura 5 — Execugdo de um exame ecografico na Coudelaria Cardenas
(arquivo pessoal, 2017)

A latitude em que este traballho foi realizado (aproximadamente 37° = Provincia de Sevilha),
nas estagdes de Outono e Inverno a maioria das éguas para de ciclar, pois a luminosidade &
reduzida. Este periodo denomina-se anestro estacional. Contrariamente, nas estagbes de
Primavera e Verao, apds o anestro sazonal as éguas voltam a ciclar, caso ndo se encontrem
gestantes.

Deste modo, as eguas sdao denominadas como poliéstricas sazonais, pois tém mais de um
ciclo éstrico por ano e estes ciclos ocorrem em determinada época do ano. Devido a elevada
luminusidade registada no sul de Espanha, o perido de anestro é reduzido (Novembro a

Fevereiro), podendo em algumas éguas ser inexistente.
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Numero de horas de sol na Provincia de Sevilha (ano 2015)
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Figura 6 — Numero de horas de sol registadas na Provincia de Sevilha no ano 2015. Fonte: INE, Boletin
Mensuade Estatistica, Novembro 2016

Todas as imagens presentes neste estudo foram colhidas e avaliadas pelo mesmo operador,
Dr. Francisco Requena, que efectuou a sua aquisicdo e manipulagdo nas mesmas condi¢oes
ambientais (Figura 5).

Neste estudo estabeleceram-se dois momentos ecograficos em que se registaram imagens
com o intuito de avaliar a presenga de vascularizagao do foliculo pré ovulatério (1° momento)
e do corpo luteo (2° momento), e posteriomente, a sua quantificagéo através da medigao da
quantidade de pixeis existentes em cada imagem.

Todas as éguas avaliadas inseridas neste estudo foram previamente monotorizadas com
recurso a ecografia modo-B. Em cada avaliagdo ecografica com recurso a tecnologia Doppler
foi registado um video com a duracao de 20 segundos, de onde se extrairam, posteriomente,
3 imagens. A selecao destas imagens baseou-se numa avaliagao visual, tendo-se escolhido
as 3 imagens que possuissem maior quantidade de sinal Doppler (ou seja, maior quantidade
de pixeis coloridos).

Todas as imagens Doppler foram analisadas com o software Image Color Summarizer, que
permite a quantificagdo da percentagem de pixeis coloridos existentes numa imagem,
representativos do fluxo sanguineo ovarico. Através desta técnica conseguiu-se transformar
uma anadlise qualitativa em quantitativa. Este software esta disponivel online, o utilizador
apenas tem que introduzir o ficheiro e processar aimagem. Através da soma de todo os pixeis
coloridos obtem-se a percentagem de fluxo sanguineo existente.

Com o objetivo de minimizar os possiveis erros e que a imagem de cada momento ecografico
fosse a mais representativa possivel, efectuou-se a média dos parametros avaliados

(diametro do foliculo pré ovulatério, percentagem de fluxo sanguineo, area do corpo luteo e
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pecentagem do fluxo sanguineo do corpo luteo) nas 6 imagens registadas do total de éguas
avaliadas. O valor da média dos quatro parametros ecograficos estudados foi utilizado para

analise estatistica que se realizou.

Momentos das imagens Doppler registadas:
¢ Avaliagao dos foliculos pré-ovulatoérios: éguas com foliculo pré ovulatério 235 mm,
que coincidiu com a administragdo de hCG (inducao da ovulagéo) (Figura 8).
o Avaliagao dos CLs: avaliacdo do CL funcional (imagem ecografica aos 5-7 dias apos
a avulagédo) (Figura 9).

e Comparacgao de CL funcional, CL nao funcional e FHA (Figuras 14 e 15).

A andlise estatistica foi realizada com o software SPSS STATISTIC v.22. Realizou-se a
analise estatistica ANOVA de todos os resultados (por pardmetro medido em cada grupo),
seguido pelo coeficiente de correlagcdo de Pearson com o objetivo de detectar eventuais

diferencas significativas.
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3. Resultados

Na seguinte tabela (Tabela 4) estdo representados os resultados quantitativos dos
parametros avaliados nos dois momentos ecograficos, na amostra total de animais inseridos
neste estudo.

3.1. Parametros avaliados em todas as éguas incluidas no estudo

Fluxo Didmetro
sanguineo do  do Foliculo Fluxo Area do
Foliculo pré  pré ovulatério sanguineo CL

Idade ovulatério (%) (mm) do CL (%) (cm?)

1 12,00 6,46 44,30 12,89 4,38

2 13,00 8,53 44,70 21,44 8,12

& 19,00 8,13 40,30 22,53 8,59

4 17,00 4,84 38,40 20,81 8,63

5 11,00 6,20 43,60 15,69 5,42

6 9,00 4,20 39,40 17,86 6,42

7 7,00 8,24 45,20 20,13 4,38

8 8,00 5,03 43,70 15,41 5,65

9 7,00 5,68 38,60 20,42 7,89

10 4,00 6,08 42,20 18,76 6,75

11 5,00 7,23 44,60 16,65 5,95

12 6,00 6,87 41,80 21,67 8,53

13 8,00 8,41 45,60 20,51 8,12

14 7,00 7,31 49,00 19,78 7,14

15 7,00 5,86 39,70 18,96 7,38

Total N 15 15 15 15 15

Média 9,3333 6,6047 42,7400 18,9007  6,8900

Maximo 19,00 8,53 49,00 22,53 8,63

Minimo 4,00 4,20 38,40 12,89 4,38
Desvio 4,30393 1,36726 3,02745 2,71123  1,47257

Tabela 4 — Resultados obtidos de todos os pardmetros ecograficos avaliados e estatistica descritiva (média,
maximo, minimo e desvio), no grupo de éguas Pura Raga Espanhola.

Como se observa na Tabela 4, o fluxo sanguineo médio folicular foi de 6,6+1,367mm
(MédiazSEM), e o didmetro folicular de 42,7+3,0mm. Quanto ao CL, a area média foi de

6,89+1,47mm e o fluxo sanguineo de 18,9+2,7mm.
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3.2. Correlagodes verificadas entre os parametros estudados

Fluxo
sanguineo do Diametro do Fluxo
Foliculo pré Foliculo pré sanguineo Area do
ovulatério ovulatério do CL CL
Fluxo sanguineo Correlagao de Pearson 1 ,596" ,399 ,101
do Foliculo pré Sig. (bilateral) ,019 141 719
ovulatério N 15 15 15 15
Diametro do Correlagao de Pearson ,596" 1 -,211 -,385
foliculo pré Sig. (bilateral) ,019 451 ,157
ovulatério N 15 15 15 15
Fluxo sanguineo do Correlagdo de Pearson ,399 -,211 1 ,798™
CL Sig. (bilateral) ,141 451 ,000
N 15 15 15 15
Area do CL Correlagéo de Pearson ,101 -,385 , 798" 1
Sig. (bilateral) ,719 ,157 ,000
N 15 15 15 15

NOTA: * A correlagéo é significativa para o nivel 0,05 (bilateral).
** A correlagdo é significativa para o nivel 0,01 (bilateral).

Tabela 5 — Correlagbes existentes entre os quatro parametros ecograficos avalliados no estudo, onde se indicam
as diferencgas significaivas a negrito

Na tabela 5, verificou-se que em todas as éguas inseridas neste estudo existe uma correlagéo
significativa entre o didmetro folicular e o fluxo folicular (p<0,05), independentemente da idade
Assim, quanto maior o didmetro folicular, maior sera a percentagem de fluxo sanguineo do
foliculo. Observou-se também uma correlacéo significativa entre variaveis medidas no CL
(area e fluxo do CL) , visto que quanto maior a area do CL, mais intenso sera o fluxo sanguineo

do CL (ou seja, maior sera a percentagem de fluxo sanguineo) (p<0,001).

No seguinte grafico (Figura 7), efetuou-se a comparacgéao grafica do fluxo sanguineo do foliculo

pré ovulatérios e do fluxo sanguineo do CL avaliados para cada uma das 15 éguas.
Nas seguintes imagens (Figuras 8 e 9), registaram-se 3 imagens representativas de foliculos

pré ovulatérios e 3 imagens representativas de CLs maduros, respetivamente, de 3 éguas

distintas.
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Comparacao entre Fluxo sanguineo
Folicular e Luteo
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Figura 7 — Representagéo grafica dos fluxos do foliculo pré ovulatério e do CL maduro medidos nas éguas de
Pura Raga Espanhola inseridas no estudo
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Figura 8 — Imagem representativa de foliculos pré ovulatérios, obtidas no momento da indugdo da ovulagéo,
recorrendo a ecografia color Doppler. Estas imagens ecograficas foram recolhidas de distintas éguas

Figura 9 — Imagem representativa de CLs ativos 5 dias apds a ovulagdo. Estas imagens ecograficas foram
recolhidas de distintas éguas.
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3.3. Analise univariada de variancia relativamente aos grupos de idades

O total de éguas avaliadas foi dividido em 2 grupos etarios, com o objetivo de avaliar a
influéncia da idade nos paraémetros ecograficos estudados. O grupo A foi constituido pelas
éguas com idade inferior a 8 anos (éguas jovens) e o grupo B pelas éguas com idade igual ou
superior a 8 anos.

Com base na anadlise univariada dos parametros estudados apenas se verificou uma
correlagdo significativa entre os 2 grupos etarios relativamente a percentagem de fluxo
sanfuineo do CL (Tabela 8).

3.3.1. Variavel dependente: Fluxo Folicular

Soma de Quadrado

Origem quadrados gl meédio F Sig.
Modelo corrigido ,288* 1 ,288 ,145 ,710
Intersecéo 653,244 1 653,244 328,094 ,000
Grupo ,288 1 ,288 ,145 ,710
Erro 25,883 13 1,991

Total 680,496 15

Total corrigido 26,172 14

NOTA: * R?2 =,011 (R? ajustado = -,065)
Tabela 6 — Anélise de variancia do fluxo folicular em éguas Pura Raga Espanhola

Para os valores de fluxo sanguineo folicular entre éguas jovens e velhas nao se encontraram

diferengas significativas.

3.3.2. Variavel dependente: Diametro Folicular

Soma de Quadrado
Origem quadrados gl meédio F Sig.
Modelo corrigido ,987* 1 ,987 ,101 , 756
Intersecéo 27300,721 1 27300,721  2787,35 ,000
1

Grupo ,987 1 ,987 ,101 ,756
Erro 127,329 13 9,795

Total 27528,930 15

Total corrigido 128,316 14

NOTA: * R2 = ,008 (R? ajustado = -,069)

Tabela 7 — Analise de varidncia do didmetro folicular em éguas Pura Raca Espanhola
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Relativamento ao didmetro folicular entre éguas jovens e velhas nao se verificaram quaisquer

diferencas significativas.

3.3.3. Variavel dependente: Fluxo do CL

Soma de Quadrado
Origem quadrados gl meédio F Sig.
Modelo corrigido 4,427 1 4,427 ,584 ,0458
Intersecéo 5355,222 1 5355,222 706,895 ,000
Grupo 4,427 1 4,427 ,584 ,458
Erro 98,484 13 7,576
Total 5461,439 15
Total corrigido 102,911 14

NOTA: * R2 = ,043 (R? ajustado = -,031)

Tabela 8 — Analise de variancia do fluxo do CL em éguas Pura Raca Espanhola

Verificou-se que o fluxo sanguineo do CL nos animais do grupo A (éguas jovens) era superior

ao das éguas do gupo B (éguas velhas) (p<0,05),

3.3.4. Variavel dependente: Area do Corpo Luteo

Soma de Quadrado

Origem quadrados gl medio F Sig.
Modelo corrigido ,012* 1 ,012 ,005 ,944
Intersecéo 708,531 1 708,531 303,523 ,000
Grupo ,012 1 ,012 ,005 ,944
Erro 30,347 13 2,334

Total 742,440 15

Total corrigido 30,358 14

NOTA: * R2 = ,000 (R? ajustado =-,077)

Tabela 9 — Analise de variancia da area do CL em éguas Pura Raca Espanhola

Para a area do CL entre éguas jovens e velhas nao se registaram diferencgas significativas.
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No seguinte grafico (Figura 10), estdo representados os quatros parametros ecograficos
estudados nos dois grupos etarios e a relacao entre os grupos A e B. Verifica-se que a

percentagem de fluxo sanguineo do CL foi superior em éguas jovens (< 8 anos de idade).

Influéncia da idade nos parametros ovaricos

50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00 -

0,00 -

mEguas<8

mEguas>8

Fluxo Folicular % Diametro folicular Fluxo CL % Area CL cm2
mm

Figura 10 — Gréfico representativo da influéncia do grupo etério (éguas jovens e velhas) nos pardmetros
ecograficos avaliados neste estudo
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3.4. Regressoes lineares

3.4.1. Fluxo e Diametro Folicular
Para determinar a correlagao existente entre o fluxo sanguineo e o diametro folicular realizou-
se um grafico de disperséo (Figura 11) entre as variaveis. Apos a sua analise verificou-se que
existe uma correlagao linear positiva. Através do teste ANOVA (Tabela 11) calculou-se o valor
de p, que foi inferior a 0,05, o que nos permite concluir que a correlagao entre as duas variaveis
¢é significativa. Calcularam-se os valores do erro standar (Tabela 10) e do coeficiente nao
standarizado (Tabela 12), que nos permitiram determinar a equacgao da reta de regressao.
Sabendo o valor do didmetro folicular é possivel calcular a percentagem de fluxo sanguineo
do foliculo pré ovulatério, recorrendo a reta de regresséo lineal abaixo representada.
A equacao da reta de regressao linear é a seguiente:

FF (%) = - 4,902 (+ 4,308) + 0,269 (+ 0,101) x DF (mm) (p<0,05; RECM=1,139)

NOTA: FF = Fluxo Folicular, unidades (%)

DF = Diametro Folicular; unidades (mm)

Resumo do modelo
R quadrado Erro standard
Modelo R R quadrado ajustado da estimativa
1 ,5962 ,355 ,306 1,13917
a. Variavel constante: Diametro do foliculo pré ovulatério

Tabela 10 — Célculo da regresséo linear existente entre as variaveis fluxo e diametro folicular

ANOVA?
Soma de Quadrado
Modelo quadrados gl medio F Sig.
1 Regresséao 9,301 1 9,301 7,167 ,019°
Residuo 16,870 13 1,298
Total 26,172 14

a. Variavél dependente: Fluxo sanguineo do foliculo pré ovulatério
b. Variavel constante: Didmetro do foliculo pré ovulatério

Tabela 11 — Analise estatistica ANOVA entre as variaveis fluxo e didmetro folicular
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Coeficientes?
Coeficientes
Coeficientes nao standarizados standarizados

Modelo B Erro standard Beta t Sig.
1 (Constante) -4,902 4,308 -1,138 276
Diametro Folicular ,269 ,101 ,596 2,677 ,019
a. Variavel dependente: Fluxo sanguineo do foliculo pré ovulatério
Tabela 12 — Calculo dos coeficientes do didmetro folicular (variavel independente)
Relagao entre o Fluxo sanguineo e o Diametro
Folicular
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Figura 11 — Representacgéo grafica da reta de regresséo linear existente entre o fluxo sanguineo e o didmetro

folicular
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3.4.2. Fluxo e Area do CL
Para determinar a correlagao exitente entre o fluxo sanguineo e a area do CL realizou-se um
grafico de dispersao (Figura 12) entre as variaveis. Apds a sua analise verificou-se que existe
uma correlagao linear positiva. Através do teste ANOVA (Tabela 14) calculou-se o valor de p,
que foi inferior a 0,001, o que nos permite concluir que a correlagao entre as duas variaveis é
muito significativa. Calcularam-se os valores do erro standar (Tabela 13) e do coeficiente néo
standarizado (Tabela 15), que nos permitiram determinar a equagéao da reta de regressao.
Sabendo o valor da area do CL é possivel calcular a percentagem de fluxo sanguineo do CL,
recorrendo a reta de regressao lineal abaixo representada.
A equacao da reta de regressao linear calculada é a seguiente:

FCL (%) = 8,783 (+ 2,167) + 1,468 (+ 0,308) x ACL (cm?) (p<0,001; RECM=1,697)

NOTA: FCL = Fluxo do CL, unidades (%)
ACL= Area do CL; unidades (cm?)

Resumo do modelo
Erro standard
Modelo R R? R? ajustado  da estimacéo

1 ,7982 ,636 ,608 1,69731

a. Variavel constante: Area CL

Tabela 13 — Calculo da regresséo linear existente entre as variaveis fluxo sanguineo e area do CL

ANOVA?
Soma de Quadrado
Modelo quadrados gl médio F Sig.
1 Regressao 65,460 1 65,460 22,722 ,000°
Residuo 37,451 13 2,881
Total 102,911 14

a. Variavel dependente: Fluxo do CL
b. Variavel constante: Area do CL

Tabela 14 — Analise estatistica ANOVA entre as variaveis fluxo sanguineo e area do CL

Coeficientes?
Coeficientes
Coeficientes nao standarizados standarizados

Modelo B Erro standard Beta t Sig.
1 (Constante) 8,783 2,167 4,053 ,001
Area CL 1,468 ,308 ,798 4,767 ,000

a. Variavel dependente: Fluxo CL

Tabela 15 — Calculo dos coeficientes da area do CL (variavel independente)
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Relag3o entre o Fluxo sanguineo e a Area
do CL
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Figura 12 — Representacéo grafica da reta de regresséo linear existente entre a area de o fluxo do CL
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Nas imagens abaixo representadas (Figura 13), comparou-se a utilizagdo da US com recurso
ao Color Doppler (lado equerdo, representado por duas escalas de cores, azul e vermelho) e

Power Doppler (lado direito, representado por uma escala de cor, vermelho) em dois CLs de

animais distintos.

Figura 13 — Imagem representativa do mesmo CL em power doppler e em color doppler
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Em paralelo com a analise dos foliculos pré ovulatérios (24h apés a inducéo da ovulacdo) e
dos CLs maduros (entre o0 5° e o 7° dia apds a ovulagao), foi possivel estudar as vantagens
da ecografia modo Doppler como ferramenta complementar a analise ecografica modo B,

como representado nas seguintes imagens (Figuras 14 e 15).

Figura 15 — Imagens representativas de um FHA (lado esquerdo) e de um CL (lado direito), com recurso a
ecografia Doppler
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IV. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Todas as éguas presentes neste estudo foram submedidas a indugéo da ovulagdo com hCG
e em todas elas se registou a ocorrencia da ovulagédo entre as 24 e as 48h posteriores a
administragéo de hCG. A hCG difere quimicamente da LH, tendo, contudo, a sua atividade
bioldgica primaria é analoga a da LH. Assim, a administracao de 750-1500 IU hCG, durante o
estro, a éguas com foliculos superiores a 35mm desencadeia a ovulagédo em 48h, em mais de
92% dos casos (Davies Morel e Newcombe, 2008).

Segundo Castro (2016), a administragdo de hCG provoca um aumento do fluxo sanguineo
ovarico, nos minutos que se seguem a sua administragdo. Contudo, a hCG nao exerce
qualquer efeito na regulacdao do fluxo sanguineo ovarico, indepentemente das doses
administradas. Brito (2017), demonstrou o aumento do fluxo sanguineo luteo verificado em
grupos de éguas tratadas com GnRH e hCG, através do aumento da percentagem de sinal
color-Doppler registado em imagens ecograficas de CLs. A comparacgao das percentagens de
fluxo sanguineo existente em diferentes imagens é possivel recorrendo a um software que
permite a quantificacdo do sinal Doppler, como por exemplo Image Color Summarizer
(software utilizado neste estudo, para quantificagao do sinal Doppler, que é representado pela

percentagem de pixeis).

As alteracdes detetaveis na vascularizacdo local das estruturas ovaricas podem ser
registadas durante o crescimento folicular, a ovulagdo, a formagédo do CL e lutedlise. A
irrigacao sanguinea dos foliculos e CL aporta nutrientes, oxigénio, suporte hormonal e facilita

ainda a libertagéo de hormonas esterdéides (Brito, 2017).

1. Foliculos pré ovulatoérios

A avaliacdo do fluxo sanguineo folicular com recurso ao color Doppler tem sido usada em
éguas (Gastal et al., 2006d) como método para prever a viabilidade folicular. O fluxo
sanguineo folicular é associado com a maturidade e qualidade do oocito. (Ginther et al.,
2007d).

Todas as imagens colhidas de foliculos pré ovulatérios foram realizadas 24h apds a
administragao de hCG. Os diametros dos foliculos pré ovulatérios encontrados variaram entre
os 38 e 0s 49 mm.

Segundo Gastal et al. (2006c¢), a vascularizagao folicular € maxima as 24h antes da ovulagao
e ocorrre uma diminuigdo abrupta da perfusdao sanguinea folicular durante as 4h que

antecedem a ovulagao.

No presente estudo verificou-se que o fluxo folicular esta relacionado com o didmetro folicular

em todas as éguas, indendentemente da idade, com um nivel de significancia de p<0,05. Este
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facto esta provavelmente associado com a influéncia das prostaglandinas no aumento do fluxo
sanguineo folicular. Assim quanto maior o foliculo pré ovulatério maior sera o numero de
recetores de prostaglandinas no foliculo e, consequentemente, maior sera a percentagem de

fluxo sanguineo do foliculo (Acosta et al., 2004b).

2. Corpos Luteos maduros e ativos

No presente estudo verificou-se que o fluxo do CL esta correlacionado com a area do CL de
forma muito significativa (p<0,001) em todas as éguas analisadas, o que esta em consonancia
com os dados dos autores Brogan (2016) e Miré (2015).

Através da comparacao grafica do fluxo sanguineo registado no foliculo pré ovulatério e o
posterior CL formado (Figura 7), de todas as éguas incluidas neste estudo, verificou-se que
nao existe qualquer relacao entre o fluxo sanguineo folicular e o fluxo sanguineo do futuro CL.
Segundo um estudo de 2012 (Romano et al.), o fluxo sanguineo dos foliculos pré ovulatérios

nao influencia a vascularizagédo dos CLs futuros.

A circulagdo sanguinea é fundamental para que o CL mantenha as suas propriedades
funcionais (Bollwein et al., 2002). Apos a ovulagao, a perfusdo sanguinea do CL aumenta
progressivamente até envolver praticamente toda a area ao quinto dia apds a ovulagao.

O color Doppler foi descrito como um meio de avaliacdo rapida da fungdo do CL, pois a area
ocupada pelo fluxo sanguineo de um CL esta diretamente correlacionada com a concentragéao
de progesterona (P4) circulante, durante a fase lutea. A vascularizagdo apresenta uma
importante relevancia na fisiologia do CL (Ferreira-Dias et al., 2006). Na pratica, a presenca
de fluxo sanguineo verificada num CL através da ecografia Doppler, permite saber se este é
ativo ou ndo. Através da comparagado de imagens ecograficas consecutivas do mesmo CL
pode-se avaliar a sua evolugdo, sendo que esta é cronologicamente representada por um
aumento, pico e diminuicido do fluxo sanguineo detetado no CL. Assim, a US Color Doppler é
uma técnica usada para avaliar o estado de lutedlise de uma forma rapida, facil e econdmica
(Mird, 2015). Na pratica, a concentragdo de P4 plasmatica é raramente avaliada, pois implica
um aumento de tempo e de custos (Brogan, 2016; Mird, 2015).

O desaparecimento do fluxo sanguineo num CL, detetado pela US color Doppler, indica que
o CL ja nao é funcional relativamente a secregéo de progesterona. Contudo, ainda podem ser
detetadas concentragbes de P4 em circulagao pois, numa fase final, verifica-se a diminuicao
mais lenta da concentragdo de progesterona (10-14 dias apds a ovulagédo), do que a
diminuicdo do aporte sanguineo ao CL (Ginther et al., 2007b). Estes resultados sugerem que
o uso do PF Doppler € uma técnica efetiva na detegéo de falhas e da regressao do CL antes
que qualquer diminuicao de P4 seja detetada ou que sejam identificadas alteragbes uterinas
na US modo B (Brogan, 2016). Num exame ecografico com recurso a ecografia modo B,

apesar da diminui¢gao do fluxo sanguineo de um CL este continua a apresentar a sua forma
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tipica arredondada e hiperecogénico, comparativamente as restantes estruturas presentes
num ovario. Os sinais ecograficos de involugdo (diminuicdo de tamanho e diminuicdo de

ecogenicidade) apenas serao verificadas dias mais tarde apés o inicio da regressao do CL.

3. Comparacao de FHA com CL funcional

Inicialmente, pode-se distinguir um foliculo ovulatério de um anovulatério a partir dos 25 mm
de didmetro, devido a menor irrigacdo detetada no foliculo anovulatério. Contudo, numa fase
mais avan¢ada da onda de crescimento folicular verifica-se que os FHAs possuem uma
vascularizagao proeminente ao longo de todo o seu perimetro durante os dias que antecedem
a sua formacgao, contrariamente aos foliculos pré ovulatérios que possuem baixa
vascularizagdo periférica momentos que antecedem a ovulagao (quatro horas antes do
momento da ovulagao verifica-se uma diminuigdo do fluxo sanguineo folicular) (Ginther et al.
,2007c¢).

Acosta et al. (2004), demonstraram que os foliculos anovulatérios dominantes, caracteristicos
do periodo de transi¢ao estacional, possuem menor fluxo sanguineo do que os foliculos pré
ovulatérios da estagao reprodutiva. Este facto pode-se explicar devido aos foliculos do periodo
de transigcédo possuirem menor numero de recetores hormonais, como tal as prostaglandinas
nao tém o seu efeito sobre o foliculo, o que se vai traduzir numa menor quantidade de fluxo

sanguineo folicular.

Todas as éguas incluidas neste estudo apresentaram foliculos pré ovulatérios e CLs
caracteristicos da estacdo reprodutiva e funcionais, ndo se tendo verificado nenhuma
anormalidade reprodutiva. Sabe-se que tanto foliculos pré ovulatérios com elevada
vascularizagdo como foliculos com menor vascularizagdo dao origem a CLs funcionais e
semelhantes (Romano et al., 2012). Assim, pode-se concluir que a irrigagcao do futuro foliculo

ovulatério nao esta relacionada com a posterior fungao sercretora do CL.

Os FHAs tendem a reorganizar-se e originam estruturas semelhantes a CLs maduros,
podendo dar origem a imagens ecograficas (modo B) muito semelhantes. Nestes casos, é de
extrema utilidade recorrer a ecografia Doppler, pois o CL maduro possui fluxo sanguineo

evidente contrariamente ao FHA (Figura 15).
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V. CONCLUSOES
A perfusao vascular de uma estrutura pode ser quantificada pelo numero de pixeis na imagem
ecografica ou estimada subjectivamente pela extensdo das zonas coloridas presentes. O
doppler tem o potencial de fornecer informagdo acerca do presente e futuro de
acontecimentos reprodutivos, fornecendo uma perspectiva Unica da atividade reprodutiva de

uma égua.

Neste estudo nao se verificaram diferengas significativas entre os dois grupos etarios de
éguas (jovens e velhas) relativamente ao Fluxo Folicular, Didmetro Folicular e Area do CL.
Em contrapartida, registou-se uma diferenga significativa entre os dois grupos etarios
estudados relativamente ao fluxo sanguineo do CL, tendo-se verificado um fluxo sanguineo
superior em éguas jovens (< 8 anos).

Comprovou-se que nao existe correlagao entre o fluxo sanguineo folicular e luteo, ndo sendo
possivel através do US color Doppler prever o fluxo sanguineo do futuro CL. Contudo, existe
uma proporc¢ao direta entre o didmetro e o fluxo do foliculo pré ovulatértio, tal como entre a

area e o fluxo do CL ativo e maduro.

Neste estudo comprovou-se que com o uso da ecografia Doppler é possivel determinar o
potencial ovulatério de foliculos >30 mm durante a estagao reprodutiva, tal como diferenciar
CLs ativos de inativos. Podemos concluir que esta técnica tem um enorme potencial para
avaliar a hemodinamica ovarica, que usado em conjunto com a ecografia convencional (modo
B) podera contribuir para o aperfeicoamento do maneio reprodutivo equino diario, obtendo

melhor aproveitamento do material genético e aumentando assim o retorno financeiro.
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