INSTITUTO DE MEDICINA VETERINARIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA,
PATOLOGIA E CIENCIAS CLINICAS.

DISSERTACAO

Utilizacao da Ultrassonografia Doppler na Avaliagao do Fluxo Sanguineo
dos Corpos Luteos Suplementares em Eguas Ciclicas

Diego Guedes Campos

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA,
PATOLOGIA E CIENCIAS CLINICAS

Utilizacdo da Ultrassonografia Doppler na Avaliacéo do Fluxo Sanguineo
dos Corpos Luteos Suplementares em Eguas Ciclicas

DIEGO GUEDES CAMPOS

Sob orientacéo do Professor:
Jualio Cesar Ferraz Jacob

E co-orientacdo da Professora
Aline Emerim Pinna

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Medicina Veterinaria, no
Curso de Pés-Graduacdo em Medicina
Veterinaria, Patologia e Ciéncias
Clinicas, Area de Concentracdo em
Patologia Clinica.

Seropédica/RJ
Maio/2015



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Se¢céo de Processamento Téchico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C 186u

Canpos, Diego Guedes, 27091988-

Utilizacdo da U trassonografia Doppler na Avaliagéo
do Fl uxo Sanguineo dos Corpos Luteos Suplenmentares em
Eguas Ciclicas / Diego Guedes Canpos. - Seropédica ,
2015.

68 f.: il.

Oientadora: Julio Cesar Ferraz Jacob

Coori entadora: Aline Enmerim Pinna.

Di ssertacdo(Mestrado). -- Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Programa de Pds-graduagéo:
Pat ol ogia e G éncias dinicas, 2015.

1. Utrassonografia Doppler,. 2. Corpos Luteos
Supl enentares. 3. Vascul arizagdo. |I. Jacob
, Julio Cesar Ferraz , 16/02/1961-, orient.
Il. Pinna, Aline Enerim -, coorient. III
Uni ver si dade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Programa de Pds-graduacdo: Patologia e Ciéncias
Clinicas. IV. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

DIEGO GUEDES CAMPOS

Disserta¢ao submetida como requisito parcial para a obten¢do do grau de Mestre em Medicina
Veterinaria, no Programa de Pés-graduagao em Medicina Veterindria (Patologia e Ciéncias
Clinicas), Area de Concentracdo em Ciéncias Clinicas

DISSERTACAO APROVADA EM 03/06/2015

Julio Cesar Ferraz Jacob. Dr. UFRRJ
(Orientador)

Marco Roberto Bourg de Mello. Dr. UFRRJ

Felipe Zandonadi Brandao. Dr. UFF



MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

SISTEMA INTEGRADO DE PATRIMONIO, ADMINISTRACAO E FOLHA DE ASSINATURAS

CONTRATOS
UFRR]
Emitido em 19/06/2023
ATA N°1703/2023 - PPGMV (12.28.01.00.00.00.00.51)
(N° do Protocolo: NAO PROTOCOLADO)
(Assinado digitalmente em 20/06/2023 08:19 ) (Assinado digitalmente em 19/06/2023 16:33 )
JULIO CESAR FERRAZ JACOB MARCO ROBERTO BOURG DE MELLO
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
DeptRAA (12.28.01.00.00.00.00.64) DeptRAA (12.28.01.00.00.00.00.64)
Matricula: ##023#9 Matricula: ###4804#3

(Assinado digitalmente em 19/06/2023 14:26 )
FELIPE ZANDONADI BRANDAO
ASSINANTE EXTERNO
CPF: #tt #4.617-##

Visualize o documento original em https:.//sipac.ufrrj.br/documentos/ informando seu nimero: 1703, ano: 2023, tipo:
ATA, data de emissao: 19/06/2023 e o cadigo de verificagdo: c9c3e949fa


https://sipac.ufrrj.br/public/jsp/autenticidade/form.jsf

Dedico este trabalho

a minha mée, Wilma Pereira Campos.



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho s6 foi possivel gracas a colaboracédo direta ou
indireta de muitas pessoas. Manifesto minha gratiddo a todas elas, e de forma
especial:

A Deus, que plantou em mim um sonho que hoje se materializa, que tracou
todos os meus caminhos, dando-me forgas pra superar os desafios do dia a dia.

Ao professor, orientador e amigo Julio César Ferraz Jacob, pela confianca
sempre serei grato.

A co-orientadora Aline Emerim Pinna, pela confianca no meu trabalho, pelos
ensinamentos transmitidos ao longo desse periodo que contribuiram de maneira
inexplicavel a minha formacéo cientifica e profissional.

Ao professor Felipe Zandonadi Brandao, por disponibilizar o espaco, o seu
tempo, pela oportunidade mesmo eu nao sendo da instituicdo. Pode ter certeza vou
sempre serei grato a voceé.

Aos meus Amados pais, Wilma Pereira Campos e Madson Batista Guedes, que
nos ensinamentos de vida, foram mestres. Doaram-se por inteiro e, muitas vezes,
renunciaram aos seus sonhos para que eu pudesse realizar os meus. Eles me
ensinaram a persistir a busca dos ideais. Fizeram-me ver que os obstaculos eram
provas impostas pela vida cujo fim era nos fortalecer e, assim, supera-los. Com seus
exemplos, aprendi a ser perseverante e justo. Com carinho, dedicagéo e amor, cresci.
Hoje sou fruto dessa confianca e realizo meu sonho maior, o de me tornar um Mestre
em reproducédo animal.

Aos meus irmaos Leonardo Guedes Campos e Leandro Guedes Campos, por
torcerem pelas minhas conquistas.

Ao Mario Balaro, pela paciéncia nas andlises estatisticas e colaboracdo nos
resultados do projeto.

A Sabina Gaia, colega de equipe.

Aos professores a pés-graduacéo, em especial prof. Marco Mello e o Joao
Telhado.

Aos amigos:

Aline Emerim Pinna, amiga e irmd, sabem que palavras ndo expressa a

tamanha gratiddo, carinho que sinto por vocé. OBRIGADO!!!



Fabio Lucio, sempre esteve comigo me dando apoio, foi bom poder ter contado
contigo nessa jornada.

Priscila Vidal, pessoa companheira esteve comigo todo tempo, testemunha dos
momentos dificeis e dos momentos de maior felicidade.

Tiago Souza, amigo que me acompanhou em varias etapas do meu trabalho.

Aos amigos que formei na UFRRJ ao longo do curso de Mestrado: Marcela,
Dani Melo, Jonathan, Uiara, Carol.

A toda equipe da Fazenda Vital Brasil:

Leonardo Galileu, Luiz Eduardo, Sr. Wilson, Aline Souza, Lucia Helena, Amauri,
Costa, Guilherme Jones, José Luiz (Sr. Z€), Rafael Silva, Adriano Pereira, Alexandre
Cunha e todos ndo mencionados, uma verdadeira familia Vital Brasil, obrigado pela
confianca, carinho, preocupacdo e dentre outras adjetivos que s6 sdo conquistados
através de muita humildade, seriedade e respeito ao préximo.

A CAPES pela concessdo da bolsa académica que foi fundamental para a
minha dedicacao integral ao projeto.

Meu muito obrigado a todos que torceram por mais uma congquista, mesmo
agueles que estdo distantes, mas que sempre acreditaram ser possivel alcancar o
meu obijetivo.

Que Deus ilumine o caminho de cada um!

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de

Financiamento 001.



RESUMO

CAMPOS, Diego Guedes. Utilizagdo da ultrassonografia Doppler na avaliagdo do fluxo
sanguineo dos corpos luteos suplementares em éguas ciclicas. 2015. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, , Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2015.

O presente estudo objetivou descrever as alteracdes ultrassonograficas dos suplementares em
éguas gestantes, utilizando a técnica de ultrassonografia Doppler. Para isso, o estudo
monitorou 20 éguas mesticas gestantes (n=20) para acompanhar o inicio e o desenvolvimento
dos CLS, estes entdo analisados quanto & sua hemodindmica através da US Doppler. Os
resultados desta pesquisa demonstram que 75% das éguas avaliadas formaram CLS, ndo
havendo diferengas significativas entre o nimero de CLS em funcgdo das avaliacdes objetivas
e subjetivas (p>0.05), mas havendo diferencas em relacdo ao tempo de formacdo dos CLS
com relacdo as avaliagfes subjetivas, pixel e intensidade de pixel (p>0,05). Também se
observou que a perfusdo vascular (PV) luteal a partir dos 70 dias de gestacdo ndo diferiu entre
0s graus das varidveis, obtendo 0 méaximo da vascularizacdo até os 119 dias, indicando o
maior numero de CLS maduros e, a partir desse periodo, pode-se perceber uma diminuicdo da
PV das estruturas. O estudo demonstrou que a avaliacdo subjetiva é fidedigna e eficiente para
0 veterinario de campo, porém, cinco éguas (n=5) do estudo ndo desenvolveram CLS e ainda
assim mantiveram sua prenhez, contradizendo a hip6tese que o estudo defendia. Para
acrescentar mais dados sobre o tema, recomenda-se ampliar esta pesquisa com a avaliacdo
conjunta da formacdo de CLS com a dosagem sanguinea de progesterona e da gonadotrofina
coridnica equina.

Palavras-chave: Ultrassonografia Doppler, Corpos Luteos Suplementares, Vascularizagéo.



ABSTRACT

CAMPOS, Diego Guedes. Use of Doppler ultrasound in evaluating the blood flow of
luteal accessories bodies in cyclical pregnant mares. 2015. XXf. Dissertation (Master
Science in Veterinary Medicine). Instituto de Medicina Veterinéria, Departamento de
Patologia Clinica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The theme of this study is the use of Doppler ultrasound in evaluating the blood flow of
corpus luteum accessories (CLA) in cyclical pregnant mares because this technique associated
with conventional ultrasound, has shown great value in assessing the hemodynamic aspects of
the reproductive organs mares, aiding in assisted reproduction programs. It is known that the
maintenance of pregnancy requires constant synthesis of progesterone and, given the close
relationship between the vascular perfusion of the corpus luteum (CL) and CLA and the
serum concentration of progesterone, Doppler ultrasound can be used at the time of
inovulation of the embryo to evaluate the functionality of corpus luteum. Thus, this study
aimed to describe the ultrasound changes of CLA in pregnant mares using the Doppler
ultrasound technique. The study brought two problem issues: the first is the formation of CLA
by mares is really needed to keep their pregnancy; and the second is whether it is possible to
estimate a good vascularization of the CLA without the need to use the programs to evaluate
pixel, that is, the subjective evaluation is reliable and efficient for field veterinarian? The
hypothesis defended in this research are that the formation of CLA is essential for maintaining
pregnancy in mares, and that the subjective assessment can be rather reliable for field
veterinarian. For this, the study monitored 20 crossbreed mares pregnant (n = 20) to follow
the onset and development of CLA, these then analyzed for their haemodynamic through
Doppler ultrasound. The results of this research show that 75% of the evaluated mares formed
CLS, with no significant differences between the number of CLS in terms of objective and
subjective evaluations (P> 0.05), but with differences in time of formation of CLA in relation
to subjective evaluations, pixel and pixel intensity (p> 0.05). It was also observed that
vascular perfusion (VP) luteal from 70 days of gestation did not differ between the degrees of
variables, getting the most out of the vasculature to the 119 days, indicating the most mature
CLA and, from that period, can realize a decrease of VP structures. The study demonstrated
that the subjective evaluation is reliable and efficient for field veterinarian, however, five
mares (n = 5) of the study did not develop CLA and still maintained their pregnancy,
contradicting the hypothesis that the study advocated. To add more data on the subject, it is
recommended to extend this research to the joint assessment of formation CLA with blood
dosage of progesterone and chorionic gonadotropin equine.

Keywords: Doppler Ultrasound, Supplementary Corpora Lutea, Vascularization.
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1 INTRODUCAO

O tema do presente estudo é a utilizacdo da ultrassonografia (US) Doppler na
avaliacdo do fluxo sanguineo dos corpos lUteos acessorios em éguas gestantes ciclicas.
Justifica-se a escolha do tema, pois, no cenario atual, muitas inovagdes tecnologicas vém
sendo criadas para aprimorar cada vez mais o diagnostico e a terapéutica na Medicina
Veterinaria. Neste contexto, a técnica de US Doppler, associada a US convencional, vem
demonstrando grande valor na avaliacdo dos 6rgdos reprodutivos em éguas, auxiliando nos
programas de reprodugdo assistida, fornecendo informagOes imediatas sobre a fisiologia do
fluxo sanguineo de vasos, tecidos e 6rgdos do sistema reprodutivo, inclusive os corpos luteos
e corpos lateos acessorios, e, por meio desse novo conhecimento, conceitos antes
considerados definitivos quanto a fisiologia da reproducédo equina estdo sendo reavaliados.

Constata-se que a US Doppler pode ser empregada com sucesso no diagnostico
auxiliar de disturbios na ovulagdo, além de avaliar o status funcional do corpo luteo (CL).
Levando-se em consideracdo que o desenvolvimento da funcionalidade Iluteal esta
estritamente relacionado com o rapido desenvolvimento e regressdo de um sistema vascular
local, esta ferramenta pode ser usada para determinar o status funcional desta estrutura.

Conforme explicam os autores Allen e Stewart (2001) e Ferreira e Meira (2011), sabe-
se que a manutencdo da gestagdo em éguas, assim como nas demais espécies domeésticas,
requer constante sintese de progesterona (P4) e, considerando a intima relacdo entre a
perfusdo vascular do corpo lateo (CL) e a concentracdo sérica de P4, a US Doppler pode ser
empregada no momento da inovulagdo do embrido para avaliar a funcionalidade do CL e,
dessa forma, selecionar a receptora com perfil progesterdnico mais adequado e/ou para
determinar se a suplementacdo com P4 exdgena se faz necessaria.

Segundo explicam Silva, Puoli Filho e Meira (2012), além do corpo luteo primario
(CL) h& também os corpos luteos suplementares (CLS), compostos pelos corpos lUteos
acessorios, resultantes da luteinizacdo dos foliculos anovulatérios, e pelos corpos luteos
secundarios, formados a partir da ovulacao de alguns foliculos (ou seja, ovulacdes de foliculos
dominantes de ondas secundérias durante o diestro ou durante a gestacdo, quando prevalece a
progesterona), que também constituem uma fonte de progesterona que contribui para a
manutencdo da gestacdo nos equinos. Ou seja, acredita-se que, para manter a gestacao, a égua
precisa desenvolver CLS. Assim, estudos envolvendo os corpos luteos suplementares

permitem o esclarecimento da real contribuicdo destes & manutencdo da gestacéo e possibilita



a reducdo do tempo de tratamento de protocolos hormonais utilizados em receptoras aciclicas,
amplamente utilizados em programas de transferéncia de embrides (TE).

Em funcdo do exposto, o presente estudo objetivou descrever as alteracdes
ultrassonograficas da vascularidade dos corpos lGteos acessOrios em éguas gestantes,
utilizando a técnica de US Doppler.

Os objetivos especificos deste estudo envolvem: Avaliar a formag¢do ou ndo e a
quantidade de corpos lGteos acessorios em éguas gestantes; Avaliar a formacéo,
vascularizagdo e regressdo dos corpos luteos acessorios em éguas até 140 dias de gestacdo;
Comparar as avaliacOes subjetivas e objetivas para determinar o grau vascular dos corpos
luteos acessorios; Nas avaliagfes objetivas comparar o numero de pixel e intensidade dos
corpos lateos com os dias apos a sua formacao.

O estudo trouxe duas questdes problema: A primeira € se a formacao de corpos luteos
suplementares pelas éguas é realmente necessaria para manter sua gestacdo; e a segunda é se é
possivel estimar uma boa vascularizacdo dos CLS sem a necessidade de usar 0s programas
pra avaliar pixel, ou seja, a avaliacdo subjetiva € fidedigna e eficiente para o veterinario de
campo? A pesquisa defendeu as hipdteses de que a formacdo de corpos liteos acessérios €
fundamental para a manutencdo da gestacdo em éguas; e que a avaliacdo subjetiva pode ser
sim fidedigna para o veterinario de campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICLO ESTRAL DA EGUA

Conforme explica Ley (2006), o éxito de um programa reprodutivo depende
essencialmente do conhecimento das bases do ciclo estral, da inducdo, sincronizagédo e
modulacéo transicional do estro. Também é importante compreender 0s mecanismos e as
teorias dos programas de iluminagdo artificial para o aumento da estacdo reprodutiva
fisiolOgica, visto que o ciclo estral das éguas é influenciado pelo fotoperiodo (duragdo de
horas luz por dia). Assim, a conduta clinica se torna facilitada pela familiarizagdo com os
eventos fisioldgicos e endocrinos do estro na égua.

O ciclo estral da égua apresenta duracdo entre 21 a 23 dias, podendo ser dividido em
fases de predominancia estrogénica ou estro (de 5 a 7 dias) e progesteronica ou diestro (de 14
a 16 dias). Normalmente, o ciclo estral das éguas é constituido por uma onda folicular e a
ovulacdo ocorre 48 horas antes do término do cio. As éguas sdo animais poliestrais estacionais
qgue apresentam ovulacbes em periodos do ano correspondentes a maior oferta de
luminosidade ambiental, porém alguns fatores adicionais também influenciam a ciclicidade
sexual das éguas, como por exemplo, nutri¢do, idade e temperatura ambiental (MCKINNON
et al, 2011).

De acordo com a oferta de luz (fotoperiodo) ao longo do ano nota-se que a atividade
sexual fica diminuida ou ausente durante o inverno (estacdo anovulatéria), transicional
crescente durante a primavera (estacdo transicional de primavera), maxima durante o verao
(estacdo de monta), e transicional decrescente no outono (estacdo transicional de outono).
Esta variacdo na atividade sexual esta intimamente relacionada com a concentracdo circulante
de melatonina, sendo sua sintese e secrecdo relacionadas com o fotoperiodo, estando
aumentadas e diminuidas em dias curtos e longos, respectivamente. Em altas concentracdes,
ou seja, em dias curtos, a melatonina inibe os pulsos de GnRH e gonadotrofinas e,
posteriormente, a atividade gonadotrofica (GINTHER, 1992; GINTHER et al., 2004).

Assim, éguas mantidas sob dias longos (16 h de luz/dia) apresentam atividade
ovariana ciclica e éguas mantidas em dias curtos (8,5 h de luz/dia) apresentam ovario sem
ciclicidade (animal em anestro). Esta variacdo ocorre em fungdo de dias curtos, quando se
associa o decréscimo na secrecdo de gonadotrofinas hipofisarias acarretando uma reducédo da
atividade ovariana (NAGY; GUILLAUME; DAELS, 2000; DAELS, 2004).



2.2 FORMACAO DO CORPO LUTEO PRIMARIO

A luteogénese consiste em todas as mudangas morfologicas, enddcrinas e enzimaticas
que ocorrem no foliculo ovulatorio até que se transforme em corpo luteo funcional capaz de
secretar grandes quantidades de progesterona. O processo de luteinizagcdo pode ser dividido
em trés estdgios: desenvolvimento (luteogénese), maturacdo e regressdao (luteolise). A
luteogénese comeca antes da ovulacdo, com mudancas na populacdo de receptores de
gonadotrofinas, os quais estdo localizados na membrana citoplasmatica e que pertencem a
familia dos receptores acoplados a proteina de ligagdo ao nucleotideo guanina, a proteina G,
que é a gonadotrofina que mais atua nestes receptores, levando a ruptura do foliculo e sua
posterior transformacédo em estrutura ltea que é concluida trés dias apds a ovulacao (DO = dia
da ovulacdo). Este crescimento das células luteais pode ser observado até 0 D9 (RICHARDS;
HEDIN, 1988; NISWENDER; NETT, 1993; WUTTKE et al., 1997; KOHEK; LATRONICO,
2001; MOURA, 2003).

Apds o processo ovulatorio a regido ocupada pelo foliculo é invadida por fibroblastos,
celulas musculares lisas, células do sistema imune, células endoteliais, células da teca interna
(CTI) e células da granulosa (CG), que sofrem hiperplasia e/ou hipertrofia. Esse conjunto de
células promove, inicialmente, a formacdo de uma estrutura denominada de corpo
hemorréagico, que se reorganiza para a formacdo do corpo luteo (DIAZ et al., 2002;
SANGHA; SHARMA; GURAYA, 2002; WEBB; WOAD; ARMSTRONG, 2002; BERTAN,
2004).

De acordo com La Paz et al. (2007), a regulacdo da funcdo luteinica é feita por um
complexo grupo de agentes que interagem na busca da homeostasia da glandula, portanto as
células que vao originar o corpo lateo sofrem influéncia de varios fatores angiogénicos e
mitogénicos.

O processo de ativacdo e liberagcdo do fator plaquetéario de crescimento, juntamente
com a acdo do fator de crescimento semelhante a insulina—I (IGF-I), do fator de crescimento
dos fibroblastos (FGF), do fator de crescimento semelhante a heparina, do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e, sobretudo, das gonadotrofinas, mais
particularmente do LH (que transitoriamente esta em concentracdo mais elevada no plasma),
atuam para transformar as células da granulosa e as células da teca em celulas luteinicas.
Assim, as organelas, os substratos e as enzimas contidas nas células luteais esteroidogénicas
presentes no corpo lateo irdo determinar sua capacidade em sintetizar progesterona
(SCHAMS; BERISHA, 2004; STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007).



O processo de formacgdo de capilares sanguineos, denominado angiogénese, é de
extrema importancia na formacéo e manutencéo do corpo liteo, assegurando a sua nutricdo e
trocas respiratdrias, indispensaveis para a sua viabilidade, permitindo o desempenho de suas
funcBes, sendo a angiogénese dependente do complexo balanco entre fatores estimuladores e
inibidores. As mudangas na rede vascular do Cl estdo presentes em toda fase luteal, que
envolve numerosos fatores angiogénicos. A densidade microvascular aumenta durante as
fases de desenvolvimento e manutencdo do CL, enquanto que uma diminuicdo da mesma
pode ser observada no periodo proximo a lutedlise (BERISHA; SCHAMS, 2005; STOCCO;
TELLERIA; GIBORI, 2007; FERREIRA-DIAS et al., 2006).

2.3 CORPOS LUTEOS SECUNDARIOS

E importante saber que as mudancas endocrinoldgicas que ocorrem em éguas durante
a gestacdo sdo diferentes das observadas para os demais animais domésticos, devido a
formacdo de estruturas temporarias produtoras de horménio, os calices endometriais. Apos a
ovulacéo, o corpo liteo primério passa a produzir progesterona, e esta producao atinge niveis
plasmaéticos de 6 a 10ng/ml no quinto dia e continuam a crescer, na égua prenhe, até os dias
35° a 40° de gestacdo, quando a gonadotrofina sérica de égua prenhe (eCG) comeca a ser
produzida pelos calices endometriais. No inicio do segundo més de gestacdo, os calices
endometriais sdo formados, e correspondem a formacdes discretas de tecido altamente
compactado presentes no corno gravidico, resultante da invaséo de células trofoblasticas para
dentro do endométrio (GINTHER, 1992; SAMPER, 2009; BRINSKO et al., 2011; MATTA,
2013).

A eCG parece ter efeito luteotrofico em equinos e outras espécies, sendo possivel
verificar aumento na concentracdo sanguinea de progesterona apds o aumento natural ou por
aplicacdo de eCG exoOgena. A quantidade de atividade bioldgica do tipo LH da molécula de
eCG parece estar ligada com a quantidade de 4acido sidlico presente na sua estrutura
molécular, pois foi demonstrado que com a utilizacdo de enzimas que digerem o acido sialico,
ocorre um aumento da acdo de LH na molécula da eCG (MURPHY; MARTINUK, 1991).

Sabe-se ser necessaria a constante sintese de progesterona, para promover a
manutencdo da gestacdo, e que a progesterona tem inicialmente origem ovariana, sendo
secretada pelo corpo lateo primério (CLP). A partir dos 36° a 40° dias de gestacdo, esta

producdo é feita pelo conjunto do CLP com os corpos liteos suplementares (CLS). Com,



aproximadamente, 180 dias de gestacdo ndo ha mais producdo de progesterona pelos corpos
liteos da égua, sendo esta feita pela unidade feto-placentaria, que embora ja venha
contribuindo com a producdo de progestdgenos no periodo anterior a regressdo dos CLS,
enfim assume a producdo até a fase final da gestacdo (GINTHER, 1992; GRECO et al. 2008;
SAMPER, 2009; BRINSKO et al., 2011; SILVA; PUOLI FILHO; MEIRA, 2012, MATTA,
2013).

Afinal, durante o periodo de expansdo do alantocério, entre os dias 40 e 120 de
gestacdo, as células trofoblasticas adquirem capacidade de sintetizar diversos hormonios,
dentre eles a progesterona. Desta forma, entre os dias 70 e 150 de gestacdo, as concentragoes
de progesterona e progestdgenos encontrados no plasma representam uma mistura de P4
secretada pelos corpos lateos primario e suplementares em processo de declinio e pelos
progestagenos da placenta secretados pelo alantocério em crescimento. Nas Gltimas 4 a 6
semanas de gestacdo, as glandulas adrenais em crescimento e em processo de maturacdo do
feto secretam quantidades crescentes de pregnenolona, a qual é convertida a progestageno
pelo alantocério (SILVA, 2012).

Hafez e Hafez (2004) cita no seu estudo que a eCG possui atividade bioldgica
semelhante tanto ao FSH quanto ao LH, no entanto, predominantemente ao FSH. A secrecao
da eCG estimula o desenvolvimento de foliculos ovarianos e alguns chegam a ovular, mas a
maioria transforma-se em foliculos luteinizados, devido a acdo de LH. Esses foliculos
luteinizados resultam em corpos luteos acessérios, produzindo progesterona e contribuindo
para a manutencdo da gestacao.

Conforme explicam Silva, Puoli Filho e Meira (2012) e Brinsko et al. (2011) , os
corpos luteos suplementares (CLS) sdo estruturas ovarianas que se desenvolvem a partir dos
36° a 40° dias de gestacdo, através do estimulo hormonal da gonadotrofina coridnica equina
(eCG), secretada pelos calices endometriais. Estes CLS sdo compostos pelos corpos luteos
acessorios, resultantes da luteinizacdo dos foliculos anovulatérios, e pelos corpos luteos
secundarios, que sdo formados a partir da ovulacdo de alguns foliculos (Figura 01). A
suplementacdo de progesterona por estes corpos lGteos possui tempo limitado, e a regressdo
dessas estruturas esta ligada ao mecanismo de regressao dos calices endometriais, embora esta

ultima ocorra antes da regressao dos CLS.



Figura 01: Ultrassonografia de ovério de égua prenhe (com 65
dias de gestacdo) que demonstra corpo llteo priméario (CL) de
gravidez no ovério direito e corpo lateo suplementar (cl) no
ovario esquerdo.

Fonte: BRINSKO et al., 2011.

2.4 ULTRASSONOGRAFIA NA REPRODUCAO EQUINA

A US por imagem em tempo real foi utilizada pela primeira vez na reproducgéo equina
em 1980. A partir dai, o desenvolvimento da técnica permitiu melhorar a compreensao dos
eventos fisiopatoldgicos, formando uma nova base de conhecimentos necessaria para outras
biotecnologias, as quais desempenham papéis importantes para acelerar a multiplicacdo de
animais superiores (BRINSKO et al., 2011).

Na transferéncia de embrides, 0 manejo consiste basicamente em monitorar o
comportamento reprodutivo, com emprego da palpacdo transretal e US, para monitorar a
atividade folicular e ovulacdo, e o0 uso de horménios exdgenos para sincronizar o estro e
ovulacdo. Quando em cio, a égua doadora é examinada diariamente para monitorar o
crescimento folicular, permitindo o 6timo momento para inseminacdo, seja com sémen fresco,
refrigerado ou congelado. Atualmente, a sincronizacdo entre doadora e receptora € uma
técnica comumente realizada para TE e, em todos os protocolos de sincronizacdo empregados,
monitora-se o crescimento folicular por US (VANDERWALL; WOODS, 2007; LIRA;
PEIXOTO; SILVA, 2009).



2.5 PRINCIPIOS DA ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER

Cerri, Mdlnar e Vezozzo, (1996) explicam que a US Doppler, apesar de ser uma
ferramenta recente no cotidiano da Medicina Veterinaria, ja havia sido estudada em 1842, por
um pesquisador austriaco, Johann Christian Doppler, que descreveu o efeito Doppler como a
alteracdo na frequéncia de uma onda emitida ou refletida por um objeto que se encontra em
movimento em relacdo ao observador.

Seguindo este principio, a US Doppler baseia-se ha movimentacao das hemécias em
relacdo ao transdutor, de forma que alteracdes de velocidade e sentido do fluxo sanguineo séo
representados por imagens com especificas cores e tonalidades (FEIGENBAUM, 1986;
GINTHER, 2007).

Assim, a US Doppler vem sendo usada em TE para avaliacdo dos corpos luteos, sendo
este um método relativamente recente em Medicina Veterindria. A ferramenta Doppler
fornece informacgdes em tempo real sobre a arquitetura vascular e os aspectos hemodinamicos
dos vasos em diversos 6rgdos, e o conhecimento dos principios fisicos basicos desta técnica
auxiliam na compreensdo do método (GINTHER; UTT, 2004; CARVALHO; CHAMMAS;
CERRI, 2008).

Dessa forma, esta ferramenta, associada & US convencional, demostrou ser efetiva,
prética e ndo invasiva para avaliar os aspectos hemodinadmicos dos 6rgaos reprodutivos (Utero
e ovarios) em grandes animais (BOLLWEIN et al., 2002b; GINTHER; UTT, 2004,
GINTHER, 2007; SILVA; GINTHER, 2010),

O chamado efeito Doppler (fd) pode ser definido como sendo o principio fisico no
qual se verifica a alteracdo da frequéncia das ondas sonoras refletidas quando o objeto (corpo)
refletor se move em relacdo a uma fonte de onda sonora. Supondo que o transdutor do
equipamento capte o movimento de um objeto analisado, deve-se esperar um deslocamento da
frequéncia incidente sobre o objeto, promovendo aumento da resposta quando ambos se
aproximam, e reducdo quando se afastam. No &mbito médico e veterinario, este efeito é usado
durante 0 exame dos vasos sanguineos. As hemécias em movimento dentro dos vasos, ao
encontrarem uma onda sonora, comportam-se como corpos refletores. O estudo por meio do
Doppler registra 0 movimento do sangue no sistema cardiovascular. A diferenga entre a
frequéncia do som transmitido e a daquele refletido é chamada deslocamento de frequéncia
Doppler (VERMILLON, 1997; SZATMARI et al., 2001; GINTHER; UTT, 2004 ).

De acordo com Ginther (2007) e Ferreira, Ignacio e Meira (2011), o advento da US

colorida Doppler na reproducdo equina possibilitou reavaliar conceitos antes considerados



definitivos quanto a fisiologia da reproducgdo. Essa técnica demonstrou ser efetiva e prética
para a avaliacdo ndo invasiva e em tempo real da perfusdo vascular do trato reprodutivo de
equinos.

A técnica de US Doppler apresenta trés modos de acdo distintos: Modo-B, que utiliza
escalas de cinza e é primordialmente empregado para identificacdo de estruturas anatbmicas a
serem avaliados posteriormente pelo modo colorido; Modo-Doppler, que é subdividido em
funcBes color e power-flow, e nesta técnica é possivel estimar a perfusdo sanguinea tecidual,
levando-se em consideracdo a porcentagem de tecido com pixels coloridos durante o exame;
Modo espectral, que fornece valores exatos sobre a velocidade do fluxo sanguineo e indice
Doppler vascular e tecidual (GINTHER; MATTHEW, 2004).

Segundo Palmer e Driancourt (1980) e Ginther (2007), desde a década de 80, o uso da
US em escala de cinza (modo B) revolucionou os métodos de diagnosticar e monitorar 0s
eventos reprodutivos e as devidas alteracdes morfoldgicas do trato reprodutivo na espécie
equina. Ginther (2007) explica que o modo-B (Figura 02), que utiliza escalas de cinza, é
primordialmente empregado para a identificacdo anatdbmica de estruturas que devem ser

avaliadas posteriormente pelos modos coloridos.

Figura 02: Representacdo ultrassonografica de modo-B, de foliculos pré-ovulatorios um dia (A, B) antes de
ovular.
Fonte: GINTHER, 2007.

No Modo-Doppler, subdividido em funcGes color e power-flow, ha varios volumes de
amostragem dentro de uma regido circunscrita (caixa colorida). O sinal obtido para cada um
desses elementos de amostragem € codificado por cores, em relacdo ao sentido do movimento,

e por nuances, em relagdo ao mddulo da velocidade do movimento. Sobre a imagem em
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tempo real é apresentada outra imagem, colorida, que representa um mapeamento dos
elementos moveis em relacdo a intensidade e ao sentido do movimento. Por convencgéo, o
fluxo que se direciona ao sentido do transdutor é representado em vermelho, enguanto o fluxo
que se afasta em azul. O fluxo sanguineo mais rapido tende a apresentar tonalidades claras,
como amarelo e laranja, quando em dire¢do ao transdutor, quando em sentido contrario ao
transdutor as tonalidades de cores podem variar em azul claro e vermelho e verde (Figura 03)
(KAWAKAMA; KODAIRA; CERRI, 1993; FINN-BODNER; HUDSON, 1998; SZATMARI
etal., 2001; CARVALHO; CHAMMAS; CERRI, 2008).

Figura 03: Exame ultrassonografico Doppler modo colorido.
Corte transversal do foliculo de égua, mostrando a perfusdo
vascular através dos sinais coloridos.

Fonte: GASTAL et al., 2006.

Deste modo é possivel estimar a perfusdo sanguinea tecidual, levando-se em
consideracdo a percentagem de tecido com pixels coloridos durante o exame. J& 0 modo-
espectral fornece valores exatos de velocidades de fluxo sanguineo e indices Doppler
vasculares e teciduais (GINTHER; MATTHEW, 2004; SILVA, 2010).

Na fungdo Power Doppler a imagem extraida é semelhante ao Doppler colorido,
entretanto o deslocamento do fluxo sanguineo € processado utilizando apenas uma escala de
cor, laranja, e a intensidade dos pontos coloridos varia de acordo com a forga dos sinais
Doppler (ntmero de hemécias movendo-se em uma velocidade especifica) (SZATMARI et
al., 2001).
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Segundo Ginther (2007), a intensidade de pontos refere-se ao grau de brilho dos
pontos coloridos Doppler. A intensidade total de pontos coloridos é a soma de todos o0s niveis
de brilho para cada ponto colorido gerado pelo equipamento ultrassonografico. A intensidade
total de pontos dividida pelo numero de pontos sera considerada a intensidade meédia,
conforme explicam Silva e Ginther (2010).

Segundo Bollwein et al. (1998), os primeiros estudos com US Doppler baseavam-se
em informac6es obtidas nas grandes artérias (artérias ovariana, uterina e vaginal) responsaveis
pela suplementacdo sanguinea do trato reprodutivo. Porém, estudos mais recentes, como os de
Silva et al. (2005), Silva e Ginther (2006), Ferreira, Gastal e Ginther (2008), Ginther et al.
(2008) e Ferreira, Ignacio e Meira (2011) tendem a realizar exames diretamente no tecido
alvo, como, por exemplo, endométrio, parede folicular e corpo IGteo, ou em vasos proximos.
Assim, a US Doppler serve como diagndstico auxiliar de distdrbios na ovulacdo e avaliacédo
do status funcional do corpo ldteo.

O modo espectral ou pulsado é utilizado para avaliar o fluxo sanguineo em tempo real,
em vaso de grande calibre ou em uma parte dele (STOUT, 2011). Essas informacdes sobre o
fluxo sanguineo em funcgédo do tempo sdo demonstradas na forma de um grafico, onde o eixo
horizontal representa o tempo e o eixo vertical a frequéncia de deslocamento Doppler (FINN-
BODNER; HUDSON, 1998; CARVALHO, 2009). Neste gréafico, a linha de base horizontal
representa o fluxo zero, o fluxo em direcdo ao transdutor é representado acima da linha de
base e abaixo desta linha é demonstrado o fluxo em direcdo oposta (FINN-BODNER,;
HUDSON, 1998; SZATMARI et al., 2001).

Essa avaliacdo quantitativa é realizada de acordo com as altera¢cBes do som emitido e
do eco captado, e a amplitude dos mesmos é utilizada para gerar uma representacao grafica da
velocidade do fluxo sanguineo, e cada ciclo dessa onda representa um ciclo cardiaco completo
(picos de sistole e diastole); sendo o maximo do pico sistélico representado pelo ponto mais
elevado no gréfico espectral (PSV), da mesma forma que o ponto mais baixo no grafico
imediatamente anterior ao préximo pico sistélico, representa a velocidade final da diéstole
(EDV). A média de todas as velocidades maximas do ciclo cardiaco dividida pelo tempo de
duracdo do mesmo é chamada de média das méaximas velocidades (TAMV) (GINTHER,
2007; SILVA, 2010).

Contudo, o modo espectral pode ser utilizado para mensurar o fluxo sanguineo se o
angulo entre o transdutor e o vaso sanguineo for recriado a cada mensuragdo, 0 que nem
sempre é passivel de ser calculado. Devido & dificuldade da analise, por se utilizar US

transretal e apresentacdo de vasos tortuosos nos quais o0 escaneamento de um segmento em
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corte longitudinal ndo é possivel, dessa forma impossibilitando o célculo do &ngulo de
insonacgdo e consequentemente ndo obtendo as velocidades reais do fluxo (SILVA, 2010),
deve-se utilizar o indice de resisténcia (RI) e pulsatilidade (PI), que sdo razdes que nao
dependem do angulo e indicam resisténcia ao fluxo (CERRI et al., 1996; STOUT, 2011).

Rl e Pl apresentam correlacdo negativa com a perfusdo vascular pela artéria em
questdo, ou seja, quanto maior o Rl menor a perfuséo vascular, e quanto maior o Pl menor a
perfusdo sanguinea em tecidos distantes (RIVERS et al., 1996; SHOKEIR et al., 2002;
ACOSTA et al., 2004a; GINTHER et al.; 2004; GINTHER, UTT, 2004). Além disso,
possuem boa representacdo da hemodindmica, e ndo apresentam variagOes elevadas entre
mensuracOes repetidas em um mesmo individuo, em um mesmo momento (SILVA, 2010).

Ginther e Utt, (2004) relatam em seu estudo que, as caracteristicas espectrais do fluxo
sanguineo de um determinado vaso sdo acessadas por meio do posicionamento de um cursor
de volume de amostra (gate) sobre o limen do vaso, sendo gerado o grafico espectral (Figura
04).

RI : =
PSV : 21. 3cm/s=
EDV : 6. 5cm/s
TAMV : 10. 3cm/s

Figura 04: Imagem ultrassonografica no modo Doppler espectral, de uma artéria
localizada no mesométrio uterino. O posicionamento do cursor Doppler esta sobre o
limen do vaso sanguineo obtendo um grafico espectral. A velocidade maxima é
representada pelo pico sistolico (PSV) e a velocidade final de um ciclo cardiaco é
representada pela velocidade diastolica final (EDV).

Fonte: FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2011.
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2.6 APLICACOES A ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER

2.6.1 Perfusao Vascular Ovariana

A US modo-B facilita a predicdo do momento da ovulagcdo pela observacdo de
alteracbes morfoecogénicas do foliculo dominante, como formato do foliculo, ecogenicidade
e espessura da camada da granulosa e presenca de banda anecoica (PIERSON; GINTHER,
1985, GASTAL; GASTAL; GINTHER, 1998).

Além disso, mudancas na hemodindmica ovariana sdo detectadas durante todo o
desenvolvimento folicular e estdo relacionadas com o remodelamento do tecido ovariano e do
sistema vascular responsavel por sua irrigacdo (ACOSTA et al.,, 2003; GINTHER et al.,
2007b).

Logo, a US Doppler pode ser eficaz na determinacdo do potencial ovulatério de
foliculos dominantes durante o periodo de transi¢cdo de primavera (ACOSTA et al., 20044;
GASTAL et al., 2007) assim como ao longo da estacdo reprodutiva (ACOSTA et al., 2004b;
GASTAL et al., 2006; GINTHER et al., 2007a; GINTHER et al., 2009; ALTERMATT et al.,
2012; ULIANI, 2012; ROMANO, 2013).

2.6.2 Avaliacdo da Ultrassonografia Doppler Pré-Cobertura

O acompanhamento do desenvolvimento folicular em éguas é feito por meio da US
convencional, levando-se em consideracdo alteracdes morfoecogénicas, como descrito por
Pierson e Ginther (1985) e Gastal, Gastal e Ginther (1998).

A tecnologia Doppler oferece uma nova alternativa para a avaliagdo do
desenvolvimento e potencial ovulatério de foliculos dominantes (FERREIRA; MEIRA,
2011), porque mudanc¢as na hemodinamica ovariana podem ser detectadas durante todo o
desenvolvimento folicular e estdo relacionadas com o remodelamento do tecido ovariano e do
sistema vascular responsavel por sua irrigacdo (GINTHER, 2007).

Em éguas, o periodo de transicdo de primavera, que € no inicio da atividade
reprodutiva, é caracterizado pelo desenvolvimento de ondas foliculares maiores anovulatérias.
Durante essa fase, foliculos dominantes apresentam taxa de crescimento e dimensdes
semelhantes ao observado durante a estacdo reprodutiva, um aumento progressivo da

vascularidade a partir da divergéncia ocorre somente em futuros foliculos ovulatorios,
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enquanto foliculos anovulatérios possuem baixa vascularidade independentemente de seu
diametro (ACOSTA et al., 2004a).

Os foliculos pré-ovulatorios podem apresentar baixa perfusdo sanguinea mesmo
durante a estacdo reprodutiva. Silva et al. (2006) relataram uma relacdo entre vascularidade
elevada de foliculos pré-ovulatérios com maiores taxas de prenhez. Sabe-se que, em éguas,
tanto foliculos preé-ovulatorios com alta vascularidade, quanto foliculos com baixa
vascularidade, originam CLs funcionais e semelhantes (ROMANO et al., 2012). Logo, pode-
se concluir que a irrigacdo do futuro foliculo ovulatorio ndo esta relacionada com a posterior
funcdo secretora do CL e, desta forma, os motivos pelos quais éguas com foliculos pré-
ovulatérios com baixa irrigacdo sanguinea apresentam menores taxas de prenhez ainda sdo
incertos.

Ao se realizar uma inseminacao artificial com sémen congelado, preconiza-se que a
infusdo de sémen seja realizada o mais préximo possivel do momento da liberacdo do odcito.
Logo, a determinacdo da iminéncia da ovulacdo € uma ferramenta importante para a obtencao
de resultados satisfatorios (SAMPER; ESTRADA; MCKINNON, 2007). De acordo com
Gastal, Gastal e Ginther (2006), a vascularidade folicular em éguas € maxima 24 horas antes
da ovulagdo esponténea, ou induzida com hCG, e uma diminuicdo abrupta da perfuséo
sanguinea folicular ocorre durante as quatro Gltimas horas que antecedem a ovulagdo.
Resultados parciais indicam que a vascularidade do foliculo dominante mantém-se constante
durante as Gltimas horas pré-ovulatérias (ROMANO et al., 2012; BOAKARI, 2014). Desta
forma, a hemodinamica do futuro foliculo ovulatério precisa ser esclarecida para determinar
se a US Doppler é ou ndo uma ferramenta Gtil para a predi¢do da iminéncia da ovulagcdo em
éguas.

Foliculos hemorragicos anovulatorios (FHAS) sdo oriundos da falha na ovulacéo,
seguida pela formacdo de um hematoma no antro folicular (GINTHER; PIERSON, 1984).
Aparentemente, a incidéncia de FHAs é maior durante os meses de intensa atividade ovariana
e em éguas tratadas com horménios indutores de estro e ovulagdo (CUERVO-ARANGO;
NEWCOMBE, 2010), pratica esta comum entre médicos veterinarios de campo.

Por ser uma importante causa de subfertilidade na espécie equina, FHAs devem ser
diagnosticados precocemente, a fim de se evitarem gastos desnecessarios com tratamentos
hormonais e transporte de sémen ao longo da estacdo de monta (FERREIRA; MEIRA, 2011).
Entretanto, a decorréncia natural desse disturbio € de dificil predicéo.

De acordo com Ginther et al. (2006), FHAs possuem proeminente vascularizagdo ao

longo de toda sua circunferéncia durante os dias que antecedem sua formacdo. Todavia,
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futuros foliculos ovulatorios também podem apresentar elevada vascularidade na iminéncia da
ovulagdo (ACOSTA et al., 2004a), o que dificulta a diferenciagdo entre ambos por meio da
avaliacdo Doppler. Desta forma, a US convencional ¢ a melhor alternativa para o diagnostico
precoce de FHAS, baseando-se no aumento exorbitante em sua taxa de crescimento diario
associado a presenca de grande quantidade de pontos ecogénicos dispersos no antro folicular.

A tecnologia Doppler auxilia na determinagdo do melhor momento para o tratamento
de FHAs. Hormonios com acdo indutora do estro ou ovulacdo apresentam baixa eficacia no
tratamento de foliculos hemorragicos recém-formados. FHAs tendem a se reorganizar e, desse
modo, originam estruturas semelhantes ao CL maduro. FHAs com caracteristicas
morfoecogénicas e vasculares semelhantes as de CLs funcionais séo responsivas a tratamentos
com agentes luteoliticos (FERREIRA, 2013).

2.6.3 Avaliacao da Ultrassonografia Doppler P6s-Cobertura

A US Doppler é a Unica técnica atualmente disponivel por meio da qual é possivel
realizar estudos in vivo e de forma néo invasiva sobre a hemodinamica do sistema reprodutivo
concomitante com o acompanhamento do desenvolvimento, da manutencao e da regressdo do
CL. Uma intima relacdo entre a perfusdo sanguinea luteal e a funcéo secretora do CL equino
foi recentemente descrita por Ginther et al. (2007a, 2007b, 2008). Um aumento simultaneo na
vascularidade luteal e na concentracdo plasmatica de P4 é observado entre D1 e D6, enquanto
a lutedlise funcional é acompanhada por uma diminuicdo progressiva na perfusdo sanguinea
do CL (GINTHER et al., 2007b e 2008). Desta forma, a tecnologia Doppler pode ser utilizada
na avaliacdo do status funcional do CL, informacdo importante para a selecdo de receptoras
no momento da inovulacdo e, posteriormente, no monitoramento gestacional.

De acordo com Ginther et al. (2007a), éguas com CLs maduros apresentam uma
diminuicdo progressiva na concentracdo plasmatica de P4 e na perfusdo sanguinea do CL a
partir de, respectivamente, 40 min e 24 h pos-tratamento com PGF2a. Consequentemente, a
presenca e a intensidade de sinais Doppler sobre o tecido luteal podem ser utilizadas para
detectar refratariedade a tratamentos indutores do estro em eguas.
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2.6.4 Avaliacao Uterina Pos-Cobertura

Em éguas, um aumento no fluxo sanguineo do utero é observado durante as duas
primeiras e a oitava horas pds-1A, o que possivelmente estd relacionado com o transporte
esperméatico e o processo de limpeza uterina (FERREIRA, 2012). Além da motilidade
espermatica, contracbes miometriais sdo imprescindiveis para o0 transporte dos
espermatozoides até o sitio de fertilizacdo durante as primeiras horas pos-infusdo de sémen
(TROEDSSON; LIU; CRABOM, 1998), logo ap6s a cobertura ocorre o estabelecimento de
um processo inflamatério fisioldgico e transitorio que tem como objetivo eliminar do trato
reprodutivo o0 excedente de sémen, debris celulares e possiveis agentes contaminantes
(TROEDSSON, 1999). Acredita-se que essas variacdes devam-se a interacao espermatozoide-
endométrio e a acdo de fatores inflamatorios ou componentes vasodilatadores presentes no
plasma seminal.

A US Doppler pode ser utilizada no diagndstico auxiliar de endometrites persistentes
pos-cobertura. Assim como partir da nona hora pos-IA (FERREIRA, 2012), a perfusdo
sanguinea do Utero gestante de éguas é baixa e constante entre DO e D2 (SILVA et al., 2005;
FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2010). Logo, um fluxo sanguineo uterino elevado durante
esses periodos pode indicar o estabelecimento de um processo inflamatério patologico e

cronico. Entretanto, estudos a respeito se fazem necessarios.

2.6.5 Diagnostico e Monitoramento Gestacional

Por meio do exame ultrassonografico modo-B, a vesicula embrionéria € visualizada
pela primeira vez no lumen uterino em D11 em 89% das éguas gestantes como uma estrutura
anecadica, esférica e com diametro aproximado de 4,8 mm (GINTHER, 1983b). Desta forma, e
por convencdo, o diagnostico da gestacdo em rebanhos comerciais equinos € realizado
usualmente entre os dias 12 e 15 pds-ovulacdo. Com a recente evolucdo na qualidade da
imagem ultrassonografica Doppler, é possivel realizar o diagnostico da gestacdo entre D8 e
D9, quando a vesicula embrionaria possui dimensdes inferiores a 3,0 mm, essa riqueza de
detalhes do modo-B pode auxiliar no diagnéstico precoce de gestacdes gemelares, nas quais
exista uma sobreposicao das vesiculas embrionarias.

Estudos recentes descreveram a relagdo entre a presenca e a localizagdo da vesicula

embrionaria com a hemodinadmica do Utero gravidico na especie equina (SILVA; GINTHER,
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2006; SILVA et al., 2005; FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2010), 0 que possui potencial
aplicacdo no diagnostico de disfungbes vasculares uterinas que possam comprometer a
interacdo concepto-maternal e o normal desenvolvimento embrionario/fetal.

Em éguas gestantes, um aumento progressivo na perfusdo sanguinea é detectado em
ambos 0s cornos uterinos a partir de D11 (FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2010), sendo que
um pronunciado aumento na vascularidade é observado no corno que contém a vesicula
embrionaria quando comparado ao corno contralateral (SILVA et al., 2005). Esse aumento é
mais acentuado no tecido endometrial, que esta em contato direto com a vesicula embrionaria
em relacdo a segmentos adjacentes (SILVA et al., 2005). Soma-se a isso o fato de que,
resultados parciais de estudo recente (FERREIRA, 2012) sugerem um efeito negativo da
idade sobre a hemodindmica uterina durante a fase inicial da gestacdo, ja que um aumento
progressivo da vascularidade uterina ndo foi observado em éguas gestantes velhas quando
comparadas a éguas jovens (> 15 anos e < 6 anos, respectivamente).

De acordo com Silva e Ginther (2006), a futura posi¢cdo do embrido é indicada por um
discreto sinal Doppler presente no endométrio a partir da fixacdo do concepto. Devido ao
fendmeno denominado orientacdo, espera-se que o embrido propriamente dito seja visualizado
pela primeira vez na porcao ventral da vesicula embrionaria (GINTHER, 1983a). A presenca
desse discreto sinal Doppler na porc¢do dorsal do endométrio, logo apo6s a fixacdo, pode ser um
indicativo de desorientacdo embrionaria, que predispGe ao desenvolvimento anormal do
corddo umbilical e a uma possivel descontinuidade da gestacdo (WILSHER; OUSEY;
ALLEN, 2009).

Finalmente, a frequéncia cardiaca embrionéria pode ser facilmente mensurada de
forma precoce, por meio da US Doppler, mediante a visualiza¢ao de sinais coloridos pulsados
de forma ritmica sobre o embrido propriamente dito. De acordo com Silva e Ginther (2006),
batimentos cardiacos embrionarios podem ser detectados entre os dias 17 e 20 pds-ovulacéo,
ou seja, dois dias antes do previamente descrito por Ginther (1995).

A sexagem fetal em éguas, por meio da US convencional, pode ser realizada pela
identificacdo do tubérculo genital e é recomendada para estagios inicias de desenvolvimento
fetal (CURRAN; GINTHER, 1991) ou pela diferenciacdo anatdmica das génadas e genitalia
externa do concepto, e é utilizado em gestacdes intermediarias a avancadas (a partir de D58 e
entre D120 e D210, respectivamente) (BUCCA, 2005). Ambas as técnicas apresentam
elevado grau de precisdo. Entretanto, Curran e Ginther (1991) relatam uma inadequada

visualizagdo do tubérculo genital a partir de 64° dia de gestagéo.
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De acordo com Resende, Carmo e Alvarenga (2012), a US Doppler pode auxiliar na
determinacdo do sexo fetal por permitir a visualizacdo da perfusdo sanguinea tecidual de
testiculos e ovarios. Em machos, sinais coloridos Doppler séo visualizados na regido do plexo
pampiniforme e na veia testicular, enquanto uma exacerbada perfusdo sanguinea é detectada
entre as regides cortical e medular de gonadas fetais do sexo feminino. Conforme relatado
pelos autores, esse método de avaliacdo apresentou uma acurécia de 100% na determinagdo
do sexo fetal em 120 éguas gestantes entre D100 e D160. Desta forma, informacGes quanto a
vascularidade tecidual associadas a maior riqueza de detalhes anatdmicos oferecida por
equipamentos Doppler modernos propiciam uma precisdao maior no diagnostico do sexo fetal

em éguas.

2.6.6 Perfusdo Vascular Luteal

Concomitante e subsequente a ovulagdo, as células da granulosa sofrem mudancas
bioquimicas e morfoldgicas, processo denominado luteinizacdo, que envolve as alteracdes
morfogenéticas das células da granulosa, inicialmente produtoras de estrégeno, em células
luteais secretoras de P4, em associagdo a uma intensa neovascularizagdo (BERGFELT;
ADAMS, 2011).

O CL € uma estrutura dinamica que devido a sua atividade funcional curta e
transitdria, de aproximadamente 14 dias, demanda rapido desenvolvimento e regressao de um
extenso sistema vascular, sendo um dos tecidos mais vascularizados do corpo (GINTHER,
2007).

Segundo Ginther et al. (2007b), ap6s a ovulacdo a area de fluxo sanguineo luteal
aumenta de forma constante e progressiva até envolver praticamente toda sua area ao redor do
6° dia pos-ovulacdo. Entre D8 e D14, a perfusdo vascular (PV) luteal apresenta valores
maximos, seguido por uma queda durante o periodo de lutedlise. Durante este periodo, a
concentracdo plasmatica de P4 apresenta um perfil semelhante, caracterizando uma relagédo
entre a PV e concentracdo plasmatica de P4. Da mesma forma, Bollwein et al. (2002a), por
meio de dados coletados da artéria ovariana, observaram uma relacdo entre o aporte
sanguineo ovariano e a concentracdo plasmatica de P4 (BOLLWEIN et al., 2002b).

Resultados obtidos por analise imuno-histoquimica foram semelhantes aos obtidos na
US Doppler, e Al-Zi’Abi, Watson e Fraser (2003), observaram que, apds a ovulagdo, hd uma

invasdo das células endoteliais na cavidade do corpo hemorragico resultando no inicio do
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processo de vascularizacdo inicialmente ruim, entre as células luteais. J& no D10,
caracterizou-se uma completa e densa rede de capilares. Durante a fase inicial da regresséo
luteal (D14), ocorreu um pequeno decréscimo na area e na densidade dos microvasos,
enquanto que em D17, apds a lutedlise, a extensa rede vascular presente na fase lutea
intermediéria ja regrediu completamente.

Fatores como a proliferacdo endotelial durante a fase lGtea inicial e média sugerem
uma intensa angiogénese luteal. A elevada e reduzida expressao de RNAm do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), durante a luteogénese e lutedlise, respectivamente,
indicam que o VEGF possui uma atividade regulatoria do fluxo sanguineo neste tecido (AL-
ZI’ABI; WATSON; FRASER, 2003). Um estudo in vitro demonstrou que o LH, PGE2 e
PGF2a, estdo envolvidos na angiogénese e na regressao vascular luteal, em éguas. Entretanto,
estes sdo processos complexos e regulados por inumeros outros fatores (FERREIRA-DIAS et
al., 2006).

O estudo de Pinna et al. (2014) revela que a US colorida Doppler é considerada uma
das técnicas mais adequadas para estudo da hemodinadmica do trato reprodutivo de animais de
grande porte, e teve por objetivo avaliar a perfusdo do CL primario e a sua correlacdo com o
diagndstico de gestacdo positivo em éguas. Para isso, foram utilizadas 16 éguas mesticas com
idade entre quatro e 15 anos e em bom estado corpéreo, distribuidas em dois grupos, sendo
um grupo com éguas gestantes (n=8) e ou outro com éguas vazias (n=8). Em ambos 0s grupos
foram avaliados a perfusdo sanguinea do CL e o perfil plasmatico de progesterona. Todos 0s
parametros foram avaliados sete e quatorze dias apds a ovulacéo (D7 e D14). As éguas foram
examinadas por meio de US modo B e Power-flow. A perfusdo sanguinea do CL foi estimada
em tempo real, levando-se em consideracdo a porcentagem (0 a 100%) de tecido luteal com
sinais coloridos visualizados durante exame ultrassonografico Doppler continuo de no
minimo um minuto. Observou-se que a distribuicdo entre as classes de perfusdo sanguinea
tiveram efeito significativo se a égua estava gestante ou ndo. Concluiu-se que a US colorida
Doppler pode sugerir um diagnéstico positivo de gestacdo, ja& que as éguas gestantes
apresentaram um CL primario mais vascularizado que as éguas ndo gestantes.

Um estudo recente desenvolvido por Romano et al., (2012) revelou que a
vascularizagdo do foliculo pré-ovulatério ndo foi influenciada na PV luteal e nem a
concentracdo plasmatica de P4 do corpo lateo formado (Figura 05). Neste mesmo estudo, 0s
autores observaram, por meio de analises de vasos da parede de foliculos 12 horas antes da

ovulacdo, e que apresentava baixa perfusdo sanguinea, que originaram CLS com uma extensa
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vascularizagdo e producdo de P4 adequada, com concentragdo média de 13,5 ng/mL no D8, da

mesma maneira que foliculos com alta perfuséo vascular.

pe=11,8 ng/mL

Figura 05: Imagens ultrassonograficas Doppler, funcdo Power-flow, de foliculos pré-ovulatérios e os
respectivos corpos liteos oito dias pés-ovulagdo, em éguas. A perfusdo vascular folicular e luteal foram
estimadas de acordo com a extensdo de tecido (parede folicular ou tecido luteal) com sinais Doppler, durante
exame continuo e em tempo real. Foliculos com alta (A) e baixa (C) vascularidade, deram origem a CLs
funcionais e com elevada perfusdo sanguinea e adequada producéo de P4 (B e D).

Fonte: Adaptado de ROMANO et al., 2012.

Além disso, o processo de neovascularizacdo ndo esta associado as dimensdes do CL,
uma vez que nao ha relagéo entre o diametro luteal e as mudancas nos valores do P1 da artéria
ovariana ipsilateral a ovulagdo (BOLLWEIN et al., 2002b). Adicionalmente, uma pesquisa
realizada por Arruda et al., (2001) demonstrou que ndo h& relacdo entre a area do CL e a
producédo de P4. Portanto, as mudancas ciclicas que ocorrem no aporte sanguineo do ovario e

CL, durante o diestro, devem ser principalmente determinadas por mudancas na resisténcia
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vascular ovariana devido ao crescimento e regressdo dos capilares luteais (BOLLWEIN et al.,
2002a).

Neste mesmo contexto Ginther et al. (2007b), relata no seu estudo que apos a ovulacéo
a area de fluxo sanguineo luteal tem um aumento constante e progressivo quanto a forma, até
envolver praticamente toda sua area ao redor do 6° dia pés-ovulacdo. No periodo entre o
oitavo dia (D8) e o décimo quarto (D14), a PV luteal apresenta valores maximos, seguido por
uma queda durante o periodo de luteolise (Figura 06). Durante este periodo, a concentracdo
plasmatica de P4 apresenta um perfil semelhante, caracterizando uma relacdo entre a PV e

concentracdo plasmatica de P4.
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Figura 06: Média (+e.p.m) para area luetal, area de fluxo sanguineo luteal e concentracdo
plasmatica de progesterona durante o ciclo estral de éguas com ovulagfes espontaneas.
Asteriscos indicam aumento ou decréscimo significativo (P<0,05) dentro de cada momento.
Dia 0 = dia da ovulacéo.

Fonte: GINTHER et al., (2007b).

De acordo com Ginther e Utt, (2004) a perfusdo vascular pode ser avaliada de forma
objetiva e subjetiva. Desta forma, o corpo luteo (CL) pode ser avaliado em tempo real de
forma subjetiva, levando-se em consideracdo a porcentagem da area luteinizada com sinais
Doppler coloridos. No entanto Bollwein et al. (2002a) reforca que, adicionalmente a estas
analises, as imagens mais representativas do exame, caracterizadas por apresentarem maior
quantidade de pixels coloridos em sua maior area luteal, podem ser selecionadas e 0 numero

total de pixels coloridos contados através da utilizacdo de softwares especificos.
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Em outro estudo, realizado por Resende (2014), objetivou comparar a perfuséo luteal,
por meio da US Doppler em éguas jovens e idosas suplementadas com aminoacido L-
arginina. Neste trabalho a autora optou pelas analises subjetivas da perfusdo vascular luteal.
Foi estimada levando-se em consideracdo o percentual da area luteal com sinais Doppler
coloridos (Figura 07) classificando de 0 a 100%. Este trabalho revelou uma baixa perfusdo
vascular luteal logo apds a ovulacdo (DO0), periodo em que ha a formagdo do corpo
hemorragico e, apos esta fase, houve um aumento da perfusdo vascular luteal, coincidindo
com o periodo de luteogénese, desta forma, houve uma maior perfusdo vascular na estrutura

luteal.

L

Figura 07: Exame ultrassonogréafico modo color Doppler de corpos liteos de éguas. Selecdo de imagens
representativas da avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular luteal, em uma classificagdo de 0 a 100%, onde
A=10%, B= 20% e C=50% do tecido luteal com pontos Doppler coloridos.

Fonte: RESENDE, 2014.

O trabalho realizado por Romano (2013) avaliou inicialmente a PV luteal de maneira
subjetiva, considerando o percentual de tecido luteal com sinais coloridos Doppler (Figura 08)
durante o exame continuo de no minimo um minuto foi determinada de acordo com a
extensdo (0-100%), posteriormente foi feito analises objetivas. O autor pode concluir que
houve uma alta correlacdo entre a PV luteal subjetiva e o nimero de pixels coloridos,
intensidade total dos pixels e area luteal vascularizada demonstra que o método subjetivo de

avaliacdo é eficiente.
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Figura 08: Imagens da perfusdo vascular luteal durante oito dias pos-ovulagdo (DO a D8), obtidas por meio da
US Doppler colorida, funcdo Power-flow. A classificacdo subjetiva da perfusdo vascular (%) foi determinada de
acordo com a extensdo (0-100%) de tecido luteal com pontos coloridos em relagdo a &rea luteinizada.

Fonte: ROMANO, 2013.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO E PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado entre novembro de 2013 e maio de 2014, nas instalagdes
da Fazenda do Instituto Vital Brazil, situada no Km 23, da estrada RJ 122, no municipio de
Cachoeiras de Macacu, localizado no Estado do Rio de Janeiro. A propriedade encontra-se na
latitude 22°27°45°’sul e longitude 42°39°11°’ oeste, a uma altitude média de 57m.

Os animais foram mantidos em sistema semi-intensivo, permaneciam durante o dia em
piquetes e alimentados com capim elefante (Pennisetum purpureum; Schum), racdo
concentrada, farelo de trigo, suplementacao mineral e acesso livre a agua.

Os procedimentos foram realizados com a aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de

Animais protocolado com nimero 011023/14.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos ao controle folicular. Para isso, foram realizados exames
ultrassonograficos, utilizando-se um ultrassom modelo S6 (SonoScape — Shenzhen, China),
com transdutor linear transretal de 5,0 a 10,0Mhz, no Modo B. Quando detectados foliculo
acima de 35mm e edema endometrial, foram realizadas a inducdo de ovula¢do com 1.500 Ul
de hCG (Vetecor 5000 U.1., Calier S.A., Barcelona, Espanha).

As éguas foram inseminadas de maneira convencional, no corpo do Utero, com dose
inseminante de 500 milhGes de espermatozoides, e volume de 20mL de sémen asinino e
garanhdo diluido na proporc¢do 1:1, conforme recomendado por Pickett et al. (1987); Samper
et al. (2007) e Brinsko et al. (2011).

Os animais foram divididos em dois grupos aleatoriamente, o primeiro grupo foi
inseminado com sémen de asininos (n=9) e o outro grupo com sémen de garanhdo (n=11).

O diagnostico de gestagdo foi realizado no 14° dia p6s ovulacdo através do aparelho de
ultrassom modelo S6V (SonoScape — Shenzhen, China). Confirmado diagnostico de gestacao
positivo, os ovarios foram monitorados pela US modo B e modo Doppler, na funcdo power-
flow este procedimento foi realizado semanalmente nos 14°, 21°, 28°, 35°, 42° 49° 56°, 63°,
70°, 77°, 84°, 91°, 98°, 105°,112°, 119°, 126°, e 133° e 140Q° dias de gestacdo para acompanhar
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o inicio e o desenvolvimento dos corpos luteos acessorios, estes entdo analisados quanto a sua
hemodinamica.

Ap0s a formacdo do primeiro corpo luteo, esses ovarios foram monitorados pela US
modo B para sua localizacdo. Além disso, cada animal possuia uma ficha, usada para
anotacBes necessarias, juntamente com os videos gerados, e era utilizada para mapear e
identificar os corpos luteos acessorios.

A avaliacdo da perfusdo vascular (PV) luteal foi realizada, inicialmente, de maneira
subjetiva, considerando o percentual de tecido luteal com sinais coloridos Doppler (Figura 09)
durante o exame continuo de no minimo um minuto e classificado em escala de 0 a 100%
(ROMANO, 2012).
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Figura 14: Avaliacdo subjetiva de imagem Figura 15: Avaliagdo subjetiva de imagem
ultrassonogréfica Doppler funcdo power, CLa 20% ultrassonografica Doppler funcdo power, CLa 30% da
da perfuséo luteal. perfuséo luteal.
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Figura 16: Avaliacdo subjetiva de imagem Figura 17: Awvaliacdo subjetiva de imagem
ultrassonogréafica Doppler fungdo power, CLa 40% ultrassonogréfica Doppler fungdo power, CLa 50% da
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Figura 18: Avaliacdo subjetiva de imagem Figura 19: Avaliacdo subjetiva de imagem
ultrassonogréfica Doppler fungdo power, CLa 60% ultrassonogréafica Doppler funcdo power, CLa 70% da
da perfusdo luteal. perfusdo luteal.
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Figura 20: Avaliagdo  subjetiva de  imagem
ultrassonogréafica Doppler funcdo power, CLa 80% da
perfusdo luteal.
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Neste estudo utilizou-se a US Doppler modo Power-flow, conforme descrito no
estudo de Ginther e Utt (2004). Realizou-se 0 exame por meio de US modo B e Power-flow,
utilizando equipamento Doppler. Foi mantido o “settings” do equipamento constante ao longo
do estudo (Prf:6;Frenquencia 6-11;Pwr 70; GN: 255). Adicionalmente, a vascularidade luteal
foi avaliada de forma objetiva através da determinacdo da quantidade e intensidade de pontos
coloridos Doppler em imagem congelada, de acordo com Silva e Ginther (2010).

Posteriormente, realizou-se a andlise objetiva, com intuito de validar o método
subjetivo. Os exames ultrassonograficos foram gravados em um computador portatil Hp Mini
equipado com placa de captura de video (Pinnacle Studio 9).

Para anélise, os videos foram fragmentados em uma imagem por segundo,
utilizando-se o programa “Free Video to JPG Converter v.5.0.22”. Em seguida, trés imagens
do CLs de cada exame, caracterizadas por apresentarem a maior quantidade de sinais
coloridos em sua maior area, foram selecionadas (Figura 10), extraidas e salvas em formato
TIFF, utilizando-se o programa Adobe PhotoShop CC 2014(32 bit , Adobe Systems, San
Jose, CA). O numero total de pixels e a intensidade foram gerados pelo programa ImageJ
1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD), em uma imagem formato TIFF (Figura

11), sendo este procedimento realizado nas trés imagens com melhor representacao.
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SETOR DE REPRODUCAD UFF L741V SETOR DE REPRODUCAO UFF L7V

ALINE PINNA 9/3an /2014 13:42:50 ALINE ALINE PINNA 9/3an /2014 13:42:50

Figura 10: Imagens ultrassonograficas Doppler, fungdo Power-flow, de um corpo lGteo suplementar equino -
mesmo animal no mesmo momento (A, B e C).
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Figura 11: A- Imagem formato TIFF extraida do programa Adobe PhotoShop CC 2014. B- Andlise de histogran
obtida pelo programa imaj j. C- visualizacdo dos valores de pixel e intensidade pelo Excel 2010.

A intensidade dos pixels é caracterizada com base no brilho dos pixels coloridos,
sendo que maior brilho representa maior intensidade e maior velocidade do fluxo sanguineo.
A intensidade total dos pixels é a somatdria das intensidades, de cada pixel, gerada pelo
computador. Assim, no modo Color-flow a velocidade do fluxo sanguineo pode ser
visualizada pela intensidade dos pixels (pontos) coloridos, a partir 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 em vermelho e o fluxo que se afasta é codificado em azul. No modo
Power flow observa-se apenas uma cor, no qual podem ser detectados vasos pequenos e/ou
com fluxo muito lento, ou seja, onde se faz a observacdo de possiveis alteracdes de
vascularizacdo. E importante ressalta r que a vascularizagdo é graduada pela intensidade,
guantidade e tamanho dos pixels coloridos (GINTHER; UTT, 2004; GINTHER, 2007
ROMANO, 2013).

As andlises estatisticas foram realizadas através da média dos valores obtidos das trés

imagens selecionadas de cada avaliacéo.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados por meio de programa computacional para
analises estatisticas (SAEG® 9.0, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Brasil).
Inicialmente, foi realizada a estatistica descritiva (média + desvio padrdo). Inicialmente foi
avaliado o efeito macho na formagdo de corpos lGteos suplementares, para avaliar a
porcentagem de corpos luteos entre os grupos usou o teste de fisher (P<0,05), quando oi
comparado a quantidade de estruturas luteas formada foi usado o ANOVA + tukey (P<0,05),
e tabulacéo das varidveis: CL Subjetivo, Pixel e Intensidade de pixel. Na sequéncia, o teste de
Lilliefors foi realizado para a normalidade das variaveis estudadas. Devido a distribui¢do ndo-
normal, foi adotada a andlise ndo-paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
Utilizaram-se o indice de Correlacdo de Pearson e a Anélise de Regressdo Linear Simples e

Mudltipla para correlacionar as variaveis.
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4 RESULTADOS

Neste estudo foi observado o desenvolvimento de corpos lUteos acessorios nos ovarios
de 20 éguas gestantes, do 14° dia apds diagnostico gestacional positivo até 140 dias de
prenhez. Foi observado o desenvolvimento de corpos IUteos acessorios em 75% (15/20) dos
animais estudados. Nesta etapa do estudo foi acompanhada a formacgédo inicial,
desenvolvimento e a quantidade de corpos lGteos acessérios até os 105° dia de gestacgdo,
conforme dados na Tabela 01, e constatou-se que a média entre a primeira formacao de
estruturas luteas acessorias foi de 46,6 dias. Até os 105° dias formaram 43 CLS, sendo 33
CLS oriundos de ovulagdo e 10 provenientes da luteinizacdo de foliculos anovulatorios
hemorréagico obtendo uma média de 2,8 CLS/ égua. Todas as éguas do estudo mantiveram sua

gestacdo até o fim.

Tabela 01: Momento de formacdo o 1° corpo luteo Suplementar, total de corpos luteos
suplementares formados a partir de ovulacdes e luteinizagdes.

Egua  1° Formacdo de Total de CLS Total de CLS Total de CLS até
CLS (dias) oriundos de oriundos de 105° dias

ovulagéo luteinizacéo

42 1 0
42
49
49
63
42
63
42
35
49
35
42
49
56
42
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Nesta etapa do estudo, as gestacGes foram dividas em dois grupos: prenheses de
jumento (n=9) e de garanhdo (n=11). Foi avaliado o efeito macho na formacdo de corpos
luteos suplementares CLS (sendo que algumas eguas ndo formaram estruturas lateas
suplementares). As observacdes feitas a partir da porcentagem de areas luteais, nimero de
corpos luteos suplementares e as avaliagdes subjetivas e objetivas nos animais gestantes de
garanhao foi superiores a de jumento.

Jumento: 55.5 (5/9); 1,0 £ 0,0; 50,7 £ 22,3; 15072,1 + 6482,5; €12703924,4 +
639221,0 (P<0,05).

Garanhdo: 90.9 (10/11); 3,8 + 2,4; 46,4 + 21,8; 12658,7 + 6589,8; 10584415 +
602970,4 (P<0,05).

Tabela 02: Efeito do macho na formacéo ou ndo de corpos luteos suplementares em éguas.

Macho % deCLS N%deCLS Av Av Objetiva Av
Subjetiva PIX Objetiva
INT PIX
Jumento 55,5 (5/9) 1,0 +0,0° 50,7 £ 15072,1 + 12703924,4
(n=9) 22,3° 6482,5° +639221,0°
Garanhao 90.9 (10/11) 3,8%24% 46,4 + 12658,7 + 10584415 +
(n=11) 21,8° 6589,8" 602970,4°

fisher (P<0,05) ANOVA + tukey (P<0,05) Kruskal Wallis (P<0,05).

Na Tabela 03 e nos Gréaficos 01 e 02, a seguir, podemos encontrar os dados referentes
ao numero de corpos lGteos acessdrios com relacdo as avaliagdes subjetivas, pixel e
intensidade de pixel. Ndo foram encontradas diferencas p>0,05 com relacdo ao nimero de CL
acessorios e os graus avaliados. Obtendo os valores médios independente do tempo de
45,1+21,5 para o CL subjetivo; 13096,5£11078,1 para pixel e 1168957,3+10456003 para
intensidade de pixel.
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Tabela 03: Avaliacdo qualitativa do corpo luteo subjetivo, numero de pixel e intensidade de
pixel pelos nimeros de corpos luteos acessorios.

N° CLas CL Subjetivo Pixel Int.Pixel

1 50,4+22,0 14560.2+6659.4 1318687.2+1065722.2
2 45,1+21,1 16463.3+31235.5 1235600.1+1358552.3
3 46,31£22,4 12625.7+6855.2 1080546.4+614637.2
4 44,7+24,2 11924.3+7187.1 939342.3+649133.3

5 43,7421,2 11763.3+6423.4 1142462.2+1083007.5
7 46,2+16,5 15424.1+17755.5 1762146.5+3087332.6
8 41,5+24.,6 11453.3+6951.3 959710.1+ 595173.9

*2P diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa ao teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Gréfico 01: Avaliacdo subjetiva das éguas (n=15) com formacdo de corpos liteos
acessorios durante a estacdo reprodutiva, Novembro de 2013.
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Gréfico 02: Avaliacdo objetiva (Pixel e Int. Pixel) das éguas (n=15) com formacdo de corpos luteos

acessorios durante a estacdo reprodutiva, Novembro de 2013.
Nas Tabelas 03 encontram-se os dados referentes ao tempo de formagédo dos corpos
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luteos acessorios com relacdo as avaliagdes subjetivas, pixel e intensidade de pixel. Nestas

avaliacdes foram encontradas diferencas p>0,05 em relacdo ao tempo de formacdo dos CL

acessorios e os graus avaliados. Obtendo os valores médios independente do numero de

corpos

luteos de 44,7+149 para o CL subjetivo;

16749456,1+12830711,4 para intensidade de pixel.

12847,6+8963,4 para pixel

e

Tabela 04: Avaliacdo subjetiva dos corpos luteos acessérios, nimero de pixel e intensidade
de pixel pelo tempo de avaliacdo.

Tempo CLs Subjetivo Pixel Int.Pixel

35-42 15,0+7,1d 6658.3+1088.9¢c 612731.5+87853.7bc
42-49 13,0+£13,1d 4601.8+3077.4c 350722.5+283689.9¢
49-56 31,5+17,2¢c 8421.3+4396.5b 686462.4+351442.6bc
56-63 40,0£20,1bc 11350.2+5932.5b 830885.3+488532.4b
63-70 44,1+20,1b 12132.7+5710.8b 1423670.2+1804058.7ab
70-77 53,1+16,1ab 14273.6+5477.3ab 1232084.5+528220.1ab
77-84 61,0£13,1a 17306.1+5082.2a 1856174.9+2101772.1a
84-91 62,1+12,5a 22831.7+£34512.5a 1519362.1+496366.2a
91-98 62,0+14,5a 17728.8+5317.5a 1465757.8+581008.6a
98-105 62,9+14,3a 22938.1+31540.1a 1541730.3+543102.62
105-112 57,9114 ,5a 16024.9+5085.6ab 1674725.7£1864170.12
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112-119 50,1+16,1ab 13057.8+5405.1b 1045707.2+524285.2b
119-126 41,8+15,5bc 12646.6+13895.4b 918872.2+421568.9b
126-133 31,5+£15.9¢ 7942.6+4265.5C 807018.1+990536.2bc
133-140 18.2+16.8d 4808.7+3664.4c 783551.4+1764104.4bc

*20cd diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa ao teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Nos graus de vascularizacdo dos corpos lateos acessorios avaliados, subjetivo e

objetivo (Pixel e Int. Pixel), pode perceber diferencas na perfusdo vascular do 35° ao 70° dias

de gestacdo, devido ao inicio, e desenvolvimento dos CLS. Entretanto a intensidade de pixel

nos momentos (tempo) 63 e 105 dias foi precoce tanto no aumento do grau avaliado quanto

no decréscimo dos valores em relagdo as demais variaveis.

Observa-se (Gréafico 03) que a perfusdo vascular (PV) luteal a partir dos 70 dias de

gestacdo ndo diferiu entre os graus das variaveis, obtendo o maximo da vascularizacdo até os

119 dias, indicando o maior nimero de corpos liteos acessorios maduros, a partir desse

periodo pode-se perceber uma diminuigdo da PV das estruturas.
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Gréfico 03: Imagem representativa das avaliagdes subjetivas e objetivas, em relacdo ao tempo de

formacaéo.
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Por meio do indice de correlacdo de Pearson dos tempos de gestacdo das varidveis CL
subjetivo, Pixel e Intens, em relacdo ao Pixel do tempo de gestacéo estudado (35 a 133 dias),
observou-se uma forte correlacdo positiva para o subjetivo com pixel (r=0.94 — P<0,001),
intensidade de pixel com subjetivo (r=0.89 — P<0,001) e intensidade de pixel com pixel
(r=0.93 — P<0,001) (TABELA 04).

Tabela 05: indice de correlacio positiva( ICP) para as variaveis (Cl subj., pixel, int.

pixel) oriundas de corpos luteos acessérios de éguas de 35 a 140 dias gestacao.

CLs Subjetivo Pixel Int. Pixel
CLs Subjetivo Rekdekdokdek
Pixel 0.94 Khkkhkkk
Int. Pixel 0.89 0.93 FokkkkkkKk

Quanto a analises de regressdo linear simples foi obtido uma forte correlacdo para
analise subjetiva com pixel (r>=88) obtendo a formula (y= 6,56+0.003 x, ou seja, | Subj.=
6,56+0.003 x pixel, para obter o valor aproximado da avaliagdo subjetiva quando estiver o
valor do pixel), nas anélises de pixel em relacdo as avaliacdes subjetivas (r°=88), obtendo a
sequinte formula y= (-441,7) + 285,6 x X ou y= (- 441,7) + 285,6 x Subjetivo, para as
avaliacdes do numero de pixel em relago a intensidade (r*=87), obteve a seguinte formula y=
(-35702,4) + 86,5 x X (ou Intensidade de pixel) e diante dos valores de pixel pode se
determinar o valor da intensidade de pixel r2= 87 a partir da formula y= 1947,3+001 x X (ou
Pixel). Os dados obtidos estdo expostos numa representacdo grafica, mostrando uma
semelhanca ente os valores subjetivos e a quantidade de pixel, nimero de pixel em relacéo as
avaliacdes subjetivas, pixel em relagcdo a intensidade de pixel, e a intensidade de pixel em
relacdo a quantidade de pixel (Gréficos 04 a 07).
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Grafico 04: Analise de regressdo linear simples, avaliacdo subjetiva em relagdo ao nimero de pixel.

25000 i
I} l
o 8
) 20000 ° o
Numero
S @
z e
de )
. 15000
Pixel s 8
10000+ ®
®
[}
@
5000 ,l
' ®
K @
3 ®
T8 | ! |
B 0 20 40 60 80 100
Y=(-441,7) +285,6 x X Analise Subjetiva

Grafico 05: Analise de regressdo linear simples , nimero de pixel em relagéo a andlise subjetiva.
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Gréfico 06: Andlise de regressdo linear simples, nimero de pixel em relacdo a intensidade
de pixel.
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Grafico 07: Andlise de regressao linear simples, intensidade de pixel em relagdo ao nimero
de pixel.
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5 DISCUSSAO

Conforme explicam Hafez e Hafez (2004), os foliculos luteinizados resultam em
corpos lateos acessorios, produzindo progesterona e contribuindo para a manutencdo da
gestacdo. Brinsko et al. (2011) afirmam que a progesterona produzida pelos CLS
complementa a P4 produzida pelo CL e, juntos, mantém a gestacdo nos primeiros cinco meses
de prenhez. Devido a dados como este, encontrados na literatura, muitos acreditam que 0s
corpos luteos acessorios sejam fundamentais para a manutencdo da gestacdo em éguas nos
primeiros meses, quando a producdo de progesterona depende dos CL e CLS.

Porém, a presente pesquisa identificou o desenvolvimento de corpos lUteos acessorios
apenas nos ovarios de 75% (15/20) das éguas gestantes do estudo, portanto cinco éguas, que
ndo apresentaram CLS, conseguiram manter sua gestacdo apenas com a producdo de
progesterona produzida pelo CL, contrariando a literatura. Ja no estudo de Matta (2013), todas
as 62 éguas do estudo (100%) apresentaram formacéo de CLS, enquanto no de Silva (2012),
que avaliou 25 éguas gestantes, uma égua que sO apresentou um CLS e outra que ndo
apresentou nenhum (ambas recebendo tratamento hormonal), sofreram abortamento, mas
outras trés éguas, mas que também receberam tratamento hormonal, e ndo apresentaram
formacdo de CLS, mantiveram sua gestacao além dos 130 dias do estudo.

No estudo de Allen et al. (1987), os autores constataram que a transferéncia de
embrifes de jumentas para éguas resultava no desenvolvimento de uma cinta coribnica
excepcionalmente pequena. Conforme explica Ginther (1992), esta cinta é formada por
ondulacgdes superficiais no corion, que se aprofundam, permitindo que células trofoblasticas
invadam e migrem através do endométrio, o que ocorre por volta dos dias 36 e 38, migrando
para a lamina propria para se diferenciar nos calices endometriais, que passardao a produzir a
gonadotrofina coridnica sérica (eCG). Além disso, Silva (2012) acrescenta que, durante o
periodo de expansdo do alantocorio, entre os dias 40 e 120 de gestacdo, as células
trofoblésticas também adquirem capacidade de sintetizar, entre outros horménios, a
progesterona. VVoltando ao estudo de Allen et al. (1987), os autores revelam que cerca de 70%
destas transferéncias de jumentas para éguas sao abortadas entre os dias 80 e 85 de gestacéo, e
acreditam que isso se deva ao desprendimento da placenta (retardada e anormal)
acompanhado por uma reagdo vigorosa, mediada por células maternas, contra as celulas
trofoblasticas do feto de jumento. Segundo Antczak et al. (1982) e Kydd et al. (1982), essa
estimulagdo antigénica causada pelas células trofoblésticas invasivas (que irdo formar os

calices endometriais) ocorre porque estas celulas especializadas expressam altas
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concentragcOes de antigenos paternos, ligados ao complexo de histocompatibilidade maior da
classe I (MHC I). Assim, provocam uma forte resposta imune humoral pela mée, além de uma
forte resposta celular no endométrio. Este fato pode justificar o efeito macho encontrado neste
estudo, onde a formacdo de CLS foi maior em éguas gestantes de garanh@ do que nas de
jumentos.

Este modelo de perda da gravidez, apresentado por Allen et al. (1987), mostra uma
forte evidéncia de memoria imune, e a taxa de morte fetal € reduzida através da imunizacdo da
égua receptora contra linfocitos de jumentos. Os resultados destes autores apontam para a
necessidade de uma reacdo dos copos endometriais para a placentacéo e sobrevivéncia fetal,
ndo como resultado da producdo hormonal dos copos, mas por causa do forte estimulo
antigénico das células trofoblasticas invasivas no organismo materno. Se a cinta coridnica ndo
se desenvolve corretamente e ndo invade o endométrio materno entre os dias 36-38, a reacédo
de interdigitacdo e implantagdo placentaria ndo é acionada no endométrio, e um ataque
mediado por células se inicia contra a placenta e o feto. Mas, se a cinta conseguir invadir o
endométrio, a estimulacdo antigénica resultante da mde induz uma resposta imunolégica
protetora, em vez de citotdxica, para o feto. Assim, os autores sugerem um papel importante
para as células trofoblasticas invasivas da placenta equina em iniciar e conduzir a fixagdo e
interdigitagdo da placenta néo-invasiva, para o sustento fetal, e na modulagdo da interagéo
imunolodgica materno-fetal, para permitir a sobrevivéncia do feto “geneticamente estranho™ no
utero, e a producdo de progesterona para a manutencdo da gravidez.

Por outro lado, Allen et al. (1987) constataram que este processo ndo ocorreu nos 30%
dos casos restantes, ou seja, ocorreu a sobrevivéncia de 30% das gestacdes extra especificas
de jumentos em éguas, sem a presenca de qualquer corpo luteo suplementar, devido a falha no
desenvolvimento dos calices endometriais. Nestes, ndo houve o desenvolvimento dos calices
endometriais, mas ocorreu a implantacdo e interdigitacdo do alantocérion com o endométrio,
em menor velocidade que nos casos de implantacdo convencional (prenhez de cavalo), porém
ocorreu o desenvolvimento normal do feto e 0 nascimento a termo. A concentracdo de P4
também se manteve constante entre 40 e 70 dias de gestacdo, no entanto apresentou aumento
gradual a partir dos 100 dias, possivelmente como resultado da elevacdo da sintese de
progestagenos pela placenta. Este fato levantou a questdo de que este fendmeno pode ser
imunologicamente ou geneticamente mediado. Além disso, também questiona a real
importancia dos CLS para a manutencéo da gestacdo, assim como Vvisto no presente estudo,
tendo em vista a ocorréncia de gestagdes vidveis na auséncia do desenvolvimento dos calices

endometriais e consequentemente dos CLS.
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Segundo Ginther (1992), Greco et al. (2008), Samper (2009), Brinsko et al. (2011) e
Matta (2013), a partir dos 36° a 40° dias de gestacdo, a producdo de progesterona é feita pelo
conjunto do CLP com os CLS, sendo que em torno de 180 dias de gestacdo esta producédo
passa a ser feita unicamente pela unidade feto-placentaria. Silva, Puoli Filho e Meira (2012) e
Brinsko et al. (2011) explicam que os CLS se desenvolvem a partir dos 36° a 40° dias de
gestacdo, através do estimulo hormonal da gonadotrofina coribnica equina (eCG), que é
secretada pelos calices endometriais, sendo que o processo que da origem aos CLS envolve,
além do aspecto endocrinologico, fatores imunologicos desencadeados pela origem dos
calices endometriais, que por sua vez secretardo o eCG que estimulam a formacdo dos CLS.
No entanto, o significado desta invasdo e posterior resposta imunoldgica vdo além da
formacdo dos CLS e envolve mecanismos responsaveis pela manutencdo da gestacdo. Dai a
importancia de uma adequada formacdo da cinta coribnica e invasdo do endométrio pelas
células trofoblasticas, como revelado no estudo de Allen et al. (1987). Esta suplementacdo de
progesterona pelos CLP e CLS possui tempo limitado, e, segundo Ginther (1992) e Brinsko et
al. (2011), a regressdo dessas estruturas esta ligada ao mecanismo de regressao dos calices
endometriais, embora esta Gltima ocorra antes da regressdo dos CLS.

Neste aspecto, alguns autores destacam o uso de analogos do Horménio Liberador de
Gonadotrofinas (GnRH), buscando modular a dindmica folicular, melhorar a fungéo do corpo
luteo original e possibilitar a formagdo de corpos lGteos acessérios em bovinos (SILVA;
COSTA, 2005; HOWARD et al., 2006; MACHADO et al., 2008). Mas no estudo de Loiola et
al. (2014) ndo houve diferenca (P>0,05) entre as varidveis avaliadas, portanto, a
administracdo do analogo de GnRH ndo elevou a taxa de gestacdo em receptoras de embries
bovinos, demonstrando que esta estratégia ndo foi eficaz em incrementar os indices de
fertilidade.

Em estudos realizados em suinas, Guthrie e Polge (1976) dizem que a aplicacdo de
gonadotrofinas na fase lutea do ciclo estral leva a formagdo CLS, enquanto Wiesak (1989) diz
que leva ao aumento da secrecdo de progesterona pelos CL existentes. Portanto, a aplicagédo
de gonadotrofinas no periodo inicial de gestacdo poderia, dessa forma, aumentar a secrecdo de
progesterona sanguinea no inicio da gestacdo. Porém, no estudo de Carvalho et al. (2013), ndo
se observou efeito das gonadotrofinas sobre os niveis de progesterona circulante nem sobre a
eficiéncia reprodutiva de fémeas suinas pluriparas.

A literatura consultada diz que a formagdo de CLS em éguas comeca a ocorrer em
torno do 36° a 40° dias de gestacdo, e no trabalho de Matta (2013), os CLS comegaram a se

formar ao redor dos 35 dias, sendo que seu estudo utilizou, também, éguas suplementadas
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com P4 exdgena, onde as éguas suplementadas apresentaram de 2 a 4 corpos liteos
acessorios, enquanto as ciclicas de 2 a 6 estruturas. No estudo de Silva (2012), o nimero de
CLS variou de dois a seis em cada égua suplementada até os 130 dias de gestacdo, e de dois a
nove em éguas ciclicas. Porém, o presente estudo constatou que a média entre a primeira
formacdo de estruturas lUteas acessorias foi de 46,6 dias, seguindo até os 105 dias de gestacdo
(ap6s o 105° dia ndo houve mais formacéo de CLS pelas éguas), obtendo uma média de 2,8
CLS/ égua.

Segundo Silva, Pioli Filho e Meira (2013), todos os corpos l(teos, tanto o primario
quanto os suplementares, degeneram por volta dos 150-200 dias de gestacdo, e neste estudo
identificou-se que a perfusdo vascular (PV) luteal dos CLS apresentou 0 maximo da
vascularizacdo até os 119 dias, indicando o maior numero de corpos lUteos acessorios
maduros, sendo que, a partir desse periodo, pode-se perceber uma diminuicdo da PV destas
estruturas, e até os 140 dias do estudo ainda se observavam algumas, porém em franca
regressdo. No trabalho de Matta (2013), ap6s 150 dias da ovulagdo, tanto nas éguas ciclicas
como nas suplementadas ndo foi mais observada a presenca de corpos lUteos, sugerindo que a
partir deste ponto a producdo de progesterona tenha sido exclusivamente de origem
placentaria, com o que este estudo concorda, jA que os resultados obtidos através da
diminuicdo do fluxo de sangue destas estruturas também sugere que a producéo de P4 passou
a ser de origem placentéria.

Sobre os dados referentes ao numero de corpos luteos acessérios com relacdo as
avaliacOes subjetivas, pixel e intensidade de pixel, ndo foram encontradas diferencas p>0.05
com relagdo ao numero de CL acessorios e os graus avaliados, neste estudo e, infelizmente,
ndo foi encontrado nenhum outro estudo semelhante, referente a CLS, para fazer uma
comparagao com este resultado.

Em relacdo os dados referentes ao tempo de formacdo dos corpos IUteos acessorios e
as avaliacdes subjetivas, pixel e intensidade de pixel, este estudo encontrou diferengas p>0.05
em relacdo ao tempo de formacgdo dos CLS e os graus avaliados, mas também ndo foram
encontrados estudos para comparacao de resultados.

Nos graus de vascularizacdo dos corpos lGteos acessorios avaliados, subjetivo e
objetivo (Pixel e Int. Pixel), também pode-se perceber diferencas na perfusdo vascular do 35°
ao 70° dias de gestacdo, devido ao inicio e desenvolvimento dos CLS, com a intensidade de
pixel nos momentos (tempo) 63 e 105 dias se mostrando precoce tanto no aumento do grau
avaliado quanto no decréscimo dos valores em relagdo as demais varidveis. Sobre este

aspecto, também ndo foram encontrados estudos para comparacdo de resultados sobre CLS,
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porém, no estudo de Novais Filho (2014), onde o autor trabalhou com inducéo de lutedlise,
apos a aplicacdo de PGF2a foi observado que tanto a perfusdo sanguinea objetiva (PVO)
guanto a area com sinais coloridos (ASC) diminuiram ao longo das 48h de avaliacdo apds o
tratamento, e pela avaliacéo subjetiva da perfusdo do CL, maiores diferencas entre grupos ndo
tratados com PGF2a (D2-NaCl, D8-NaCl) foram detectadas. O autor acredita que este fato se
deva pela maior facilidade em detectar variagdes de cores e intensidade delas pela avaliagéo
visual do que apenas pela mensuracdo da area com sinais coloridos, utilizado para calcular a
PVO por programas de computador, e este estudo concorda, pois foi possivel estimar uma boa
vascularizagdo dos CLS sem a necessidade de usar os programas pra avaliar pixel.

Segundo Novais Filho (2014), a avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular € um método
simples, rapido e é uma andlise confiavel para estimar a funcionalidade do CL. Romano
(2013) também concluiu, em seu estudo, que a alta correlacdo entre a PV luteal subjetiva e o
namero de pixels coloridos, intensidade total dos pixels e area luteal vascularizada demonstra
que o método subjetivo de avaliacdo é eficiente, com o que concorda este estudo, que chegou

a mesma conclusdo em relacao a estas avaliagdes em relacao aos CLS.
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6 CONCLUSOES

Foi observado o desenvolvimento de corpos IUteos acessorios em 75% (15/20) dos
animais estudados, sendo a média entre a primeira formacao de estruturas luteas acessoérias de
46,6 dias, com uma média de 2,8 CLS/égua.

Foi observado o efeito macho na formacéo de corpos luteos suplementares CLS, onde
0 nimero de CLS e as avaliacGes subjetivas e objetivas nos animais gestantes de garanhao foi
superiores a de jumento.

Em relagdo as avaliagdes subjetivas, pixel e intensidade de pixel, foram encontradas
diferencas (p>0,05) em relacdo ao tempo de formacdo dos CLS e os graus avaliados, obtendo
os valores médios (independente do numero de corpos luteos) de 44,7+14,9 para o CL
subjetivo; 12847,6+8963,4 para pixel e 16749456,1+12830711,4 para intensidade de pixel.

Nos graus de vascularizacdo dos corpos luteos acessorios avaliados, subjetivo e
objetivo (Pixel e Int. Pixel), foi possivel perceber diferencas na perfusdo vascular do 35° ao
70° dias de gestacdo, devido ao inicio, e desenvolvimento dos CLS. Entretanto a intensidade
de pixel nos momentos (tempo) 63 e 105 dias foi precoce tanto no aumento do grau avaliado
quanto no decréscimo dos valores em relacdo as demais variaveis.

A perfuséo vascular (PV) luteal a partir dos 70 dias de gestacdo n&o diferiu entre os
graus das variaveis, obtendo o maximo da vascularizacdo até os 119 dias, indicando o maior
nimero de CLS maduros, e a partir desse periodo pode-se perceber uma diminuicdo da PV
das estruturas.

Observou-se uma forte correlacdo positiva para o subjetivo com pixel (r=0.94 —
P<0,001), intensidade de pixel com subjetivo (r=0.89 — P<0,001) e intensidade de pixel com
pixel (r=0.93 — P<0,001). Quanto a analises de regressao linear simples, foi obtido uma forte
correlacdo para analise subjetiva com pixel.

Assim, a hipétese defendida, de que a avaliacdo subjetiva seria eficiente, estava
correta, pois, através da avaliacdo dos corpos lGteos acessorios durante a gestacdo da égua,
verificando o momento em que todos os CLS estdo no pico maximo de vascularizacdo e o
momento da sua regressdo, correlacionando com a vascularizagdo na tabela de tempo,
permitiu perceber as variacbes de pixels. Dessa forma, ao correlacionar esses dados, €
possivel estimar uma boa vascularizagdo dos CLS sem a necessidade de usar 0s programas
pra avaliar pixel. Portanto, a avaliacdo subjetiva é fidedigna e eficiente para o veterinario de

campo.
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7 RECOMENDACOES DE PESQUISA

Ainda sdo raros os trabalhos direcionados para andlise e avaliacdo de CLS em éguas,
havendo pouca base de referéncia de dados, evidenciando a necessidade de novos estudos.

Devido a hipdtese de que a formacdo de corpos luteos acessorios seria fundamental
para a manutencdo da gestacdo em éguas ndo estar correta, ja que cinco éguas do estudo ndo
desenvolveram CLS e mantiveram sua prenhez, recomenda-se ampliar esta pesquisa com a
avaliacdo conjunta da formacéo de CLS com a dosagem sanguinea de progesterona, buscando
avaliar sua producdo pelas éguas que formarem e que ndo formarem os CLS, e também

pesquisas que promovam a dosagem da gonadotrofina coriénica equina (eCG).



47

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACOSTA, T.J.; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; BEG, M.A.; GINTHER, O.J. Differential
blood flow changes between the future dominant and subordinate follicles precede diameter
changes during follicle selection in mares. Biology of Reproduction, v.71, p.502-507, 2004a.

ACOSTA, T.J.; HAYASHI, K.G.; OHTANI, M.; MIYAMOTO, A. Local changes in blood
flow within the preovulatory follicle wall and early corpus luteum in cows. Reproduction,
v.125, p.759-767, 2003.

ACOSTA, T.J.; YOSHIZAWA, N.; OHTANI, M.; MIYAMOTO, A. Aberrant blood flow
area and plasma gonadotropin concentrations during the development of dominant-sized
transitional anovulatory follicles in mares. Biology of Reproduction, v.71, p.637-642, 2004b.

ALLEN, W.R. Fetomaternal interactions and influences during equine pregnancy.
Reproduction, v.12, p.513-527, 2001.

ALLEN, W.R.; SHORT, R.V. Interspecific and Extraspecific pregnancies in equids: anything
goes. Journal of Heredity, v.88, n.5, p.384-392, 1997.

ALLEN, W.R.;, STEWART, F. Equine placentation. Reproduction, Fertility and
Development, v.13, p.623-634, 2001.

ALLEN, W.R.; KYDD, J.H.; BOYLE, M.S.; ANTCZAK, D.F. Extraspecific donkey-in-horse
pregnancy as a model of early fetal death. Journal of Reproduction and Fertility, v.35,
p.197-209 Suppl, 1987.

ALTERMATT, J.L.; MAROLF, AJ.; WRIGLEY, R.H.; CARNEVALE, E.M. Effects of FSH
and LH on ovarian and follicular blood flow, follicular growth and oocyte developmental
competence in young and old mares. Animal Reproduction Science, v.133, p.191-197, 2012.

AL-ZI’ABI, M.O.; WATSON, E.D.; FRASER, H.M. Angiogenesis and vascular endothelial
growth factor expression in the equine corpus luteum. Reproduction, v.125, p.259-270, 2003.

ANTCZAK, D.F.; BRIGHT, S.M.; REMICK, L.H.; BAUMAN, B. Lymphocyte alloantigens
of the horse. | Serologic and genetic studies. Tissue Antigens, v.20, p.172-187, 1982.

ARRUDA, R.P.; VISINTIN, J.A.; FLEURY, JJ.; GARCIA, A.R.; MADUREIRA, E.H;;
CELEGHINI, E.C.C.; NEVES NETO, JR.. Existem relagdes entre tamanho e
morfoecogenicidade do corpo luteo detectados pelo ultra-som e os teores de progesterona
plasmatica em receptoras de embrides equinos? Brazilian Journal of Veterinary Research
and Animal Science, v.38, n.5, p.233-239, 2001.



48

BERGFELT, D.R.; ADAMS, G.P. Luteal Development. In: MCKINNON, A.O.; SQUIRES,
E.L.; VAALA, W.E.; VARNER, D.D. Equine Reproduction. 2 Ed., Wiley Blackwell, 2011.
p.2055-2064.

BERISHA, B.; SCHAMS, D. Ovarian function in ruminants. Domestic Animal
Endocrinology, v.29, p.305-317, 2005.

BERTAN, C.M. Mecanismos enddcrinos e moleculares pelos quais o estradiol estimula a
sintese de prostaglandina F2a no endometrio de fémeas bovinas. 185f. Tese (Doutorado),
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2004.

BOAKARI, Y.L. Efeito da hCG ou deslorelina sobre a hemodinamica folicular e perfil
enddégeno de LH em éguas ciclicas. 63p. Dissertacdo (Mestrado), Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2014.

BOLLWEIN, H.; MAIERL, J.; MAYER, R.;STOLLA, R. Transrectal color Doppler
sonography of the A. uterina in cyclic mares. Theriogenology, v.49, p.1483-1488, 1998.

BOLLWEIN, H.; MAYER, R.; WEBER, F.; STOLLA, R. Luteal blood flow during the
estrous cycle in mares. Theriogenology, v.65, p.2043-2051, 2002a.

BOLLWEIN, H.; WEBER, F.; KOLBERG, B.; STOLLA, R. Uterine and ovarian blood flow
during the estrous cycle in mares. Theriogenology, v.65, p.2129-2138, 2002b.

BRINSKO,S.P.; BLANCHARD, T.L.; VARNER, D.D.; SCHUMACHER, J.; LOVE, C.C.
Manual of equine reproduction. 3.ed. 2011.

BUCCA, S. Equine fetal gender determination from mid- to advanced-gestation by
ultrasound. Theriogenology, v.64, p.568-571, 2005.

CARNEIRO, G.F. Transferéncia de embrides em equinos. Anais do Congresso Brasileiro de
Reproducédo animal, p.16, Goiania, 2005.

CARVALHO, C.F. Ultrassonografia Doppler em pequenos animais. Sdo Paulo: Roca,
2009. p.1-30, p.71-83

CARVALHO, L.F.R.; SILVA FILHO, J.M.; SILVA, 1J.; BANDEIRA, M.N.; MORAIS,
M.P.; RUAS, J.R.M. Efeito da aplicacdo de hCG ou GnRH sobre a concentragdo sérica de
progesterona e eficiéncia reprodutiva em porcas. Arquivos Brasileiros de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v.55, n.6, p.659-664, 2003.



49

CARVALHO, C.F.; CHAMMAS, M.C.; CERRI, G.G. Principios fisicos do Doppler em ultra-
sonografia. Ciéncia Rural, v.8, n.3, p.872-879, 2008.

CERRI, G.G.; MOLNAR, L.J.; VEZOZZO, D.C.P. Doppler. Sdo Paulo: Sarvier, 1996.

CUERVO-ARANGO, J.; NEWCOMBE, J.R.Risk factors for the development of
haemorrhagic anovulatory follicles in the mare. Reproduction in Domestic Animals, v.45,
p.473-80, 2010.

CURRAN, S.; GINTHER, 0.J. Ultrasonic determination of fetal gender in horses and cattle
under farm conditions. Theriogenology, v.36, p.809-814, 1991.

DAELS, P.F. The spring-transition: diagnosis and management. Anais do Congresso
Nazionale Multisala Sive 10, Domenica, 2004. p.12-15, 2004.

DIAZ, F.J.; ANDERSON, L.E.; WU, Y.L.; RABOT, A.; TSAI, S.J.; WILTBANK, M.C.
Regulation of progesterone and prostaglandin F2o production in the CL. Molecular and
Cellular Endocrinology, v.191, p.65-68, 2002.

FEIGENBAUM, H. Instrumentation. In: Echocardiography. 4.ed. Philadelphia: Lea and
Febiger, 1986. cap.1, p.1-49.

FERREIRA, J.C. Avaliacdo ultrassonografica Doppler pré e pos-cobertura do trato
reprodutivo de éguas. Revista Brasileira de Reproducdo Animal, v.37, n.2, p.108-114,
2013.

FERREIRA, J.C. Influéncia das alteracdes degenerativas endometriais e da idade na
hemodinamica do trato reprodutivo de éguas ap6s a inseminacao artificial e durante as
fases iniciais do desenvolvimento embrionario. 176f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria), Universidade Estadual Paulista Julho de Mesquita Filho, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, 2012.

FERREIRA, J.C.; GASTAL, E.L.; GINTHER, O.J. Uterine blood flow and perfusion in
mares with uterine cysts: effect of the size of the cystic area and age. Reproduction, v.135, p.
541-550, 2008.

FERREIRA, J.C.; MEIRA, M. Aplicacdo da ultrassonografia colorida doppler em programas
de transferéncia de embrifes equinos. Ciéncia Rural (UFSM. Impresso), v.41, p.1063-1069,
2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ginther%20OJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16727049

50

FERREIRA, J.C.; IGNACIO, F.S.; MEIRA, C. Uterine vascular perfusion and spectral-
Doppler measurements during early gestation in mares: New concepts of evaluation. Animal
Reproduction Science, v. 121, p. 281-283, 2010.

FERREIRA, J.C.; IGNACIO, F.S.; MEIRA, M. Doppler ultrasonography principles and
methods of evaluation of the reproductive tract in mares. Acta Scientiae Veterinariae
(UFRGS. Impresso), v.39, p.S105-S111, 2011.

FERREIRA-DIAS, G.; BRAVO, P.P.; MATEUS, L.; REDMER, D.A.; MEDEIROS, J.A.
Microvascularization and angiogenic activity of equine corpora lutea throughout the estrous
cycle. Domestic Animal Endocrinology, v.30, p.247-259, 2006.

FINN-BODNER, S. T.; HUDSON, J. A. Abdominal vascular sonography. Veterinary
Clinics of North America: Small Animal Practice, v.28, n.4, p.887-942, 1998.

GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; GINTHER, O.. The suitability of echotexture
characteristics of the follicular wall for identifying the optimal breeding day in mares.
Theriogenology, v.50, p.1025-1038, 1998.

GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; GINTHER, O.J. Relationships of changes in B-mode
echotexture and colour-Doppler signals in the wall of the preovulatory follicle to changes in
systemic oestradiol concentrations and the effects of human chorionic gonadotrophin in
mares. Reproduction, v.131, p.699-709, 2006.

GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; DONADEU, F.X.; ACOSTA, TJ.; BEG, MA;
GINTHER, O.J. Temporal relationships among LH, estradiol, and follicle vascularization
preceding the first compared with later ovulations during the year in mares. Animal
Reproduction Science, v.102, p.314-321, 2007.

GINTHER, O.J. Fixation and orientation of the early equine conceptus. Theriogenoloy, v.19,
p.613-623,1983a.

GINTHER, O.J. Mobility of the early equine conceptus. Theriogenology, v.19, p.603-611,
1983b.

GINTHER, O.J. Reproductive biology of the mare: basic and applied aspects. 2.ed.
Wisconsin: Equiservices, 1992.

GINTHER, O.J. Ultrasonic imaging and animal reproduction: Book 2. Horses. Cross
Plains, WI: Equiservices Publishing; 1995. p.23-118.



51

GINTHER, O.J. Ultrasonic imaging and animal reproduction: ColorDoppler
ultrasonography. Cross Plains: Equiservices Publishing, 2007.

GINTHER, O.J.; MATTHEW, D.U. Doppler ultrasound in equine reproduction: principles,
techniques, and potential. Journal of Equine Veterinary Science, v.24 p.516-526, 2004.

GINTHER, 0O.J.; PIERSON, R.A. Ultrasonic anatomy of the equine ovaries. Theriogenology.
v.21, p.471-483, 1984.

GINTHER, 0O..; UTT, M.D. Doppler ultrasound in equine reproduction: principles,
techiniques and potencial. Journal of Equine Veterinary Science, v.24, n.12, p.516- 526,
2004.

GINTHER, O.J.; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; BEG, M.A. Seasonal influence on equine
follicle dynamics. Animal Reproduction, v.1, n.1, p.31-44, 2004.

GINTHER, 0O.J.; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; BEG, M.A. Conversion of a viable
preovulatory follicle into a hemorrhagic anovulatory follicle in mares. Animal
Reproduction, v.3, p.29-40, 2006.

GINTHER, 0.).; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; BEG, M.A. Effect of prostaglandin
F2alpha on ovarian, adrenal, and pituitary hormones and on luteal blood flow in mares.
Domestic Animal Endocrinology, v.32, p.315-328, 2007a.

GINTHER, 0..; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; UTT, M.D.; BEG, M.A. Luteal blood
flow and progesterone production in mares. Animal Reproduction Science, v.99, p.213-220,
2007b.

GINTHER, 0O.J.; RODRIGUES, B.L.; FERREIRA, J.C.; ARAUJO, R.R.; BEG, M.A.
Characterisation of pulses of 13,14-dihydro-15-keto-PGF2alpha (PGFM) and relationships
between PGFM pulses and luteal blood flow before, during, and after luteolysis in mares.
Reproduction, Fertility and Development, v.20, p.684-693, 2008.

GINTHER, O..; BEG, M.A.; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; COOPER, D.A. Treatment
with human chorionic gonadrotrophin (hCG) for ovulation induction is associated with an
immediate 17p estradiol decrease and more rapid LH increase in mares. Animal
Reproduction Science, v.114, p.311-317, 2009.

GRECO, G.M.; AVANZI, B.R.; FIORATTI, E.G.; QUEIROZ, FJ.R.; MEIRA, C,;
ALVARENGA, M.A. Efeito da interrupcdo do tratamento com progesterona em eguas
receptoras aciclicas apresentando a formacdo de corpos lUteos acessorios. Acta Scientiae
Veterinariae, v.36, p.590, 2008.



52

GUTHRIE, H.D.; POLGE, C. Control of oestrous and fertility in gilts with accessory corpora
lutea by prostaglandina analogues, 1CI 79.939 and ICI 80.996. Journal of Reproduction and
Fertility, v.48, p.427-430, 1976.

HAFEZ, E.S.; HAFEZ, B. Reproducéo animal. 7.ed. Barueri: Manole, 2004.

KAWAKAMA, J.; KODAIRA, S.; CERRI, G. G. Fisica. In: CERRI, G.G.; ROCHA, D.C.
Ultra-sonografia Abdominal. Sao Paulo: Sarvier, 1993. Cap.1, p.1-14.

HOWARD, JM.; MANZO, R.; DALTON, J.C.; FRAGO, F.;, AHMADZADEH, A.
Conception rates and serum progesterone concentration in dairy cattle administered
gonadotropin releasing hormone 5 days after artificial insemination. Animal Reproduction
Science, v.95, p.224-233, 2006.

KOHEK, M.B.F.; LATRONICO, A.C. O papel dos receptores das gonadotrofinas na
reproducdo feminina. Revisdo. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia,
v.45 p.369-374, 2001.

KYDD, J.; MILLER, J.; ANTCZAK, D.F.; ALLEN, W.R. Maternal anti-fetal cytotoxic
antibody responses of equids during pregnancy. Journal of Reproduction and Fertility,
v.32, Suppl, p.361-369, 1982.

LA PAZ, M.N.; FONSECA, V.U.; CAMPOS, D.B.; ARTONI, L.P.; SOUSA, LM.M.C,;
PAPA, P.C. Producdo de progesterona in vitro pelas células do corpo Iiteo bovino ao longo
da gestacdo. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.27, p.370-376, 2007.

LEY, W.B. Reproducdo em éguas para veterinarios de equinos. Sdo Paulo: Roca, 2006.

LIRA, R.A.; PEIXOTO, G.C.X.; SILVA, A.R. Transferéncia de embrido em equinos: revisao.
Acta Veterinaria Brasilica, v.3, n.4, p.132-140, 20009.

LOIOLA, M.V.G.; PEREIRA, D.F.C.; VASCONCELOS, L.V.; LIMA, M.C.C.; FERRAZ,
P.A.; RODRIGUES, A.S.; BITTENCOURT, R.F.; JESUS, E.O.; RIBEIRO FILHO, A.L.
Taxa de gestacdo de receptoras de embrides bovinos tratadas com um analogo do GnRH no
momento da inovulagdo. Revista Brasileira de Saude e Producdo Animal, v.15, n.3, p.782-
789, 2014.

MACHADO, R.; BERGAMASCHI, M.A.; BARBOSA, R.T.; DE OLIVEIRA, C.A;
BINELLI, M. Ovarian fuction in nelore (Bos taurus indicus) cows after post-ovulation
hormonal treatments. Theriogenology, v.69, p.798-804, 2008.



53

MATTA, M.P. Avaliacdo dos parametros de gestacdo de éguas da raca mangalarga
marchador. 94f. Dissertacdo (Mestrado), Pds-Graduacdo em Zootecnia, Universidade
Federal de Vicosa, Vigosa, 2013.

MOURA, C.E.B. Expressdo do VEGF e vascularizacdo do corpo luteo em bufalos. 123f.
Dissertacdo (Mestrado), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, SP, 2003.

MURPHY, B. D.; MARTINUK, S. D. Equine chorionic gonadotropin. Endocrine Reviews,
Baltimore, v.12, p.27-43, 1991.

NAGY, P.; GUILLAUME, D.; DAELS, P. Seasonality in mares. Animal Reproduction
Science, v.60-61, p.245-262, 2000.

NISWENDER, G.; NETT, T.M. Luteal phase. In: Equine reproduction. MCKINNON, A.;
VOSS, J.L. Lea & Febiger, Philadelphia, London, 172-173, 1993.

NOVAES FILHO, L.F. Resposta luteal a PGF2a (Dinoprost Trometamina) durante as
fases de luteogénese e manutencao do corpo Iateo em éguas. 51f. Dissertacdo (Mestrado),
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu,
2014.

PALMER, E.; DRIANCOURT, M.A. Use of ultrasonic echography in equine gynecology.
Theriogenology, v.13, n.3, p.203-216, 1980.

PIERSON, R.A.; GINTHER, 0O.J. Ultrasonic evaluation of the preovulatory follicle in the
mare. Theriogenology, v.24, p.359-368, 1985.

PINNA, AEE.; CAMPOS, D.G.; LEMOS, S.G.; BRANDAO, F.Z.; CUNHA, LER;
MEIRELLES, L.R.; SALOMAO, M.C.; TORRES FILHO, R.A.; ROMAO, M.A.P. The use
of doppler ultrasonography (power-flow mode) for the evaluation of luteal blood perfusion
and its correlation with the diagnosis of pregnancy in mares. Animal Reproduction, v.11.
n.3, p.484, 2014,

RESENDE, H.L. Comparagdo da perfusdo vascular folicular, luteal, uterina e perfil
hormonal plasmatico entre éguas jovens e idosas suplementadas ou ndo com L-Arginina.
117f. Dissertagdo (Mestrado), Programa de Poés-graduagdo em Biotecnologia Animal,
UNESP, 2014.

RESENDE, H.L.; CARMO, M.T.; ALVARENGA, M.A. Use of Doppler ultrasound for
equine fetal sex determination. Reproduction, Fertility and Development, v.25, p.285,
2012. Abstract.



54

RICHARDS, J.S.; HEDIN, L. Molecular aspects of hormone action in ovarian follicular
development, ovulation, and luteinization. Annual Review of Physiology, v.50, p.441-463,
1988.

RIVERS, B.J.; WALTER, P.A.; O'BRIEN, T.D.; POLZIN, D.J. Duplex Doppler estimation of
Pourcelot Resistive Index in arcuate arteries of sedated normal cats. Journal of Veterinary
Internal Medicine, v.10, n.1, p.28-33, 1996.

ROMANO, R.M. Influéncia da gonadotrofina coriénica humana sobre a hemodinamica
de foliculos pré-ovulatérios e desenvolvimento luteal em éguas. 101f. Dissertacdo
(Mestrado), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista
“Julio De Mesquita Filho”, FMVZ — UNESP, Botucatu-SP, 2013.

ROMANO, R.M.; FERREIRA, J.C.; CANESIN, H.S.; IGNACIO, F.S.; NOVAES FILHO,
L.F.; MEIRA, C. Luteal vascular perfusion and plasma progesterone concentration are not
affected by the vascularity of preovulatory follicle. Journal of Equine Veterinary Science,
v.32, p.421, 2012.

SAMPER, J,C. Equine breeding management and artificial insemination. 2.ed. Saunders-
Elselvier, 2009.

SAMPER, J.C.; ESTRADA, A.J.; MCKINNON, A.O. Insemination with frozen semen. In:
RUDOLPH, P.; GOWER, J. Current therapy in equine reproduction. Maryland Heights-
MO: Saunders Elsevier, 2007. p.285-288.

SANGHA, G.K.; SHARMA, R.K.; GURAYA, S.S. Biology of corpus luteum in small
ruminants. Small Ruminant Research, v.43, p.53-64, 2002.

SCHAMS, D.; BERISHA, B. Regulation of corpus luteum functions in catle: an overview.
Reproduction in Domestic Animals, v.39, p.241-251, 2004.

SHOKEIR, A A.; SHOMA, A.M.; ABUBIEH, E.A.; NASSER, M.A.; EASSA, W.; EL-
ASMY, A. Recoverability of renal function after relief of acute complete ureteral obstruction:
clinical prospective study of the role of renal resistive index. Urology, v.59, n.4, p.506-510,
2002.

SILVA, L.A. Ultrassonografia Doppler na reproducdo equina: presente e futuro. Revista
Brasileira de Medicina Veterinaria + Equina, v.29, p.66-77, 2010.

SILVA, E.S.M. Efeito de dois periodos de tratamento com altrenogest sobre a
manutencdo da gestacdo em eguas receptoras aciclicas. 77p. Dissertacdo (Mestrado),
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2012.



55

SILVA, J.C; COSTA, L.L. Luteotrophic influence of early bovine embryos and the
relationship between plasma progesterone concentrations and embryo survival.
Theriogenology, v.65, p.49-60, 2005.

SILVA, L.A.; GINTHER, O.J. An early endometrial vascular indicator of completed
orientation of the embryo and the role of dorsal endometrial encroachment in mares. Biology
of Reproduction, v.74, p.337-343, 2006.

SILVA, L.A.; GINTHER, O.J. Local effect of the conceptus on uterine vascular perfusion
during early pregnancy in heifers. Reproduction (Cambridge), v.139, p.453-463, 2010.

SILVA, E.S.M.; PUOLI FILHO, J.N.P.; MEIRA, C. Aspectos relacionados a formacao,
funcéo e regressdo dos corpos liteos suplementares em éguas. Veterinaria e Zootecnia, v.19,
n.3, p.283-293, 2012.

SILVA, L.A.; GASTAL, E.L.; BEG, M.A.; GINTHER, O.J. Changes in vascular perfusion of
the endometrium in association with changes in location of the embryonic vesicle in mares.
Biology of Reproduction, v.72, p.755-761, 2005.

SILVA, L.A,; GASTAL, E.L.; GASTAL, M.O.; BEG, M.A,; GUINTHER, O.J. Relationship
between vascularity of the preovulatory follicle and establishment of pregnancy in mares.
Animal Reproduction, v.3, p.339-346, 2006.

STOCCO, C.; TELLERIA, C.; GIBORI, G. The molecular control of corpus luteum
formation, function, and regression. Endocrine Reviews, v.28, p.117-149, 2007.

STOUT, T.A.E. Uso da ultrassonografia com Doppler colorido na clinica reprodutiva equine.
Anais XIl ABRAVEQ, Campinas: Sdo Paulo. 11-12 Junho, p. 40-43, 2011.

SZATMARI, V. Normal duplex Doppler waveforms of major abdominal blood vessels in
dogs: a review. Veterinary Radiology and Ultrasound, v.42, n.2, p.93-107, 2001.

TROEDSSON, M.H. Uterine clearance and resistance to persistent endometritis in the mare.
Theriogenology, v.52, p.461-471, 1999.

TROEDSSON, M.H.; LIU, 1.LK.; CRABOM, B.G. Sperm transport and survival in the mare: a
review. Theriogenology, v.50, p.807-818, 1998.

ULIANI, R.C. Estudo das caracteristicas foliculares avaliadas através da
ultrassonografia modo-B e Doppler colorido de éguas jovens e idosas e sua relagdo com
agente indutor e momento da ovulagdo. 154f. Dissertacdo (Mestrado em Reprodugéo



56

Animal), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2012.

VANDERWALL, D.K.; WOODS, G.L. Embryo transfer and newer assisted reproductive
thecniques for horses. In: YOUNGQUIST, R.S.; THRELFALL, W.R. Current therapy in
large animal theriogenology. Missouri: Saunders, 2007. p.211-219.

VERMILLON, R.P. Basic physical principles. In: SNIDER, A.R.; RITTER, S.B.; SERWER,
G.A. Echocardiography in pediatric heart disease. 2.ed. Missouri: Mosbhy, 1997. Cap.1,
p.1-10.

WEBB, R.; WOAD, K..; ARMSTRONG, D.J. Corpus luteum function: local control
mechanisms. Domestic Animal Endocrinology, v.23, p.277-285, 2002.

WIESAK, T. Effect of pregnancy, injection of oestradiol benzoate or hCG on steroid
concentration and release by pig luteal cells. Journal of Reproduction and Fertility, v.86,
p.247-254, 1989.

WILSHER, S.; OUSEY, J.; ALLEN, W.R. Abnormal umbilical cord attachment sites in the
mare: a review illustrated by three case reports. Equine Veterinary Journal, v.41, p.930-
993, 2009.

WUTTKE, W.; PITZEL, L.; KNOKE, Il.; THEILING, K.; JARRY, H. Immune-endocrine
interactions affecting luteal function in pigs. Journal of Reproduction and Fertility, v.52,
p.19-29, 1997.



