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Introduciao

Resumo

A relagdo entre o fluxo sanguineo luteal e a produgdo de progesterona ja foi demonstrada em estudos. O objetivo
deste trabalho foi descrever o uso da ultrassonografia Doppler na avaliagdo do status funcional do corpo luteo de uma
égua receptora de embrido, através de analise subjetiva e objetiva da area vascularizada em correlagdo as dosagens de
progesterona sérica e de VEGF. O animal foi avaliado pos-ovulacdo, através de palpagao retal e ultrassonografia modo-B
e Doppler. As andlises subjetivas e objetivas das imagens revelaram aumento de pixels até o D6 e queda a partir do DS.
As concentragdes sanguineas de P4 e de VEGF aumentaram até o D6, apresentando estreita relagdo com a vascularizagao.
P4 e VEGF também apresentaram resultados diretamente proporcionais. Os resultados do estudo estdo de acordo com a
literatura revisada e mais estudos sdo necessarios para aperfeicoar a técnica na avaliacdo luteal de éguas receptoras
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Abstract

The relationship between the luteal blood flow and progesterone production (P4) has already been demonstrated in
several studies. The aim of this study was to describe the use of Doppler ultrasonography on the functional status of the
corpus luteum from an embryo receiving mare through the subjective and objective analysis of the vascularized area in
correlation with serum progesterone dosages and VEGF. One mare was evaluated post ovulation by rectal palpation using
B-mode ultrasonography and Doppler. Subjective and objective analysis of the images revealed increased pixels until
D6 and decreased from D8. P4 and VEGF concentrations in blood increased until D6, presenting close relationship with
vascularization analysis. Progesterone and VEGF were directly proportional to one another. The results agree with the
reviewed literature and more studies are necessary to improve luteal evaluation technique on recipient mares.
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sincronizagdo entre os dias de ovulagdo doadora/
receptora, manejo nutricional e sanitario da égua

Com o intuito de incrementar o sucesso de um
programa de transferéncia de embrido equino, torna-
se essencial o conhecimento dos fatores que afetam
astaxas de gestagdo pds-transferéncia. Nesses fatores
estariam envolvidos: idade e tamanho do embrido,
metodologia utilizada na técnica propriamente dita,
caracteristicas morfofisiologicas (ovario e ttero) da
égua receptora, qualidade morfoloégica do embrido,

receptora'?,

O Doppler, nas suas diferentes modalidades,
¢ uma tecnologia que permite avaliar o fluxo
sanguineo tecidual, com suas velocidades e/ou
intensidades, em imagem ultrassonografica em
modo-B, proporcionando avaliagdes anatdmicas e
funcionais em tempo real.

A ultrassonografia se popularizou como
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um um equipamento indispensavel para o médico
veterinario que trabalha com reproducdo assistida,
ficando seu uso cada vez mais rotineiro e se tornando
cada vez mais acessivel.

Para que ocorra o desenvolvimento normal do
corpo luteo (CL), juntamente com a sua capacidade de
produzirprogesterona, fatores de crescimento, fatores
angiogénicos e substdncias vasoativas dependem
de boa vascularizagdo e de bom fornecimento de
fluxo sanguineo teciduais para chegar até essa
estrutura. O fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico
basico (bFGF) sdo os principais responsaveis pelo
desenvolvimento e pela manutengdo da densa rede
de capilares neoformados, além de contribuirem de
maneira paracrina ¢ autocrina para a produgdo de
progesterona’*.

A relag@o entre o fluxo sanguineo luteal e a
producdo de progesterona (P4) ja foi demonstrada em
estudos com bovinos e equinos. Todos os trabalhos
mencionaram com seguranga que o aporte sanguineo
do CL influencia os niveis séricos de progesterona™

Uma vez que o desenvolvimento e a
funcionalidade luteal estio estritamente relacionados
com o desenvolvimento e a regressdo de uma
vascularizagdo local, o Doppler desponta como uma
ferramenta de grande importancia na avaliagdo do
status funcional do CLS.

O objetivo deste trabalho foi descrever o uso
da ultrassonografia Doppler na avaliagdo do status
funcional do corpo luteo de uma égua receptora de
embrido da raca Mangalarga Marchador, através de
analises subjetiva e objetiva da area vascularizada em
correlacdo as dosagens de progesterona sérica e de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).

Material e Métodos

Uma égua receptora de embrides da raca
Mangalarga Marchador, com 15 anos de idade,
peso corporal de 370 kg, mantida em regime semi-
extensivo, teve seu ciclo estral monitorado desde a
fase folicular até dez dias apos a ovulagdo (D1, D4,
D6, D8, D10), que ocorreu de forma espontanea. O
monitoramento foi realizado através de palpagao
retal, exame ultrassonografico em modo-B e exame
ultrassonografico modo Color-Doppler.

Os escaneamentos do ovario de onde procedeu
aovulagdo foram realizados pelo mesmo observador,
durante 1 minuto sobre a area do CL, com aparelho
da marca Chison, modelo Q5Vet, utilizando um
transdutor transretal, em freqiiéncia de 6.4MHz.
Os exames foram gravados em forma de video para
posteriores analises subjetivas e objetivas da area
vascularizada (pixels coloridos).

O tonus uterino, avaliado através de palpagao
retal, foi classificado numa escala que varia de 1(+)
a 3(+++), em que 1(+) representa mais flacidez e
3(+++) mais turgidez, caracteristica esta atribuida a
acdo da progesterona.

Os dados referentes ao tonus uterino, diametro
do CL e area das cavidades do CL foram anotados
em planilha.

Para a analise subjetiva, foi extraida do video
de cada um dos cinco dias de exame uma imagem
representativa do momento com maior area colorida,
de forma que significasse, naquele dia, 0 momento
de maior vascularizagdo. Dessa forma, cinco
imagens foram selecionadas e usadas na avaliagdo
(Figura 1).

A avaliagdo visual das imagens foi realizada
pelo mesmo observador, que graduou o tamanho
da area colorida em escores de 0 a 4, em que 0
representa nenhuma vascularizacdo e 4 representa
vascularizagdo maxima, conforme metodologia
utilizada por Silva e colaboradores’.

Posteriormente, realizou-se a  analise
objetiva com intuito de validar o método subjetivo.
Para tanto, as mesmas imagens foram avaliadas
através de duas ferramentas distintas: programa
Photoshop CC 2015 (Adobe Systems, San Jose,
CA) e programa ImagelJ 1.31v (National Institute of
Health, Bethesda, MD). As imagens foram salvas em
formato TIFF e o aglomerado de pixels coloridos foi
extraido através de ferramenta especifica e estimado
numericamente.

Em cada um dos cinco dias em que a égua
foi examinada, extraiu-se uma amostra de 3mL
de sangue total, através de puncdo da veia jugular
externa com seringa de 10mL e agulha 40x12mm,
que foi acondicionada em tubos com heparina
sodica e transportada em isopor com gelo até o
local de processamento, onde foi centrifugada em
rotacdo de 3.760 g por 3min. Apos centrifugacdo, o
plasma foi extraido e congelado em microtubos, em
temperatura de -10°C, para posteriores dosagens de
progesterona e VEGF.

As dosagens de P4 foram realizadas através do
método de radioimunoensaio e as de VEGF através
do método ELISA Sanduiche (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

Resultados

No dia marcado como D1 pds-ovulagio,
verificou-se, ao exame ultrassonografico modo-B,
a presenca de um corpo luteo cavitario no ovario
direito, com diametro médio de 3,87 cm, possuindo
trés cavidades principais com areas de 2,20 cm2,
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Figura 1. Imagens extraidas dos escaneamentos com Doppler que foram utilizadas nas avaliagdes subjetiva e objetiva.

0,60 cm2 ¢ 0,40 cm2. Neste dia, o animal apresentou
tonus uterino 1(+) ao exame de palpacdo retal.
Pela andlise subjetiva das imagens obtidas através
do Doppler, o corpo luteo recebeu escore 1 de
vascularizacdo, apresentando pontos coloridos nas
areas mais periféricas da estrutura.

No D4 pos-ovulagdo, o animal apresentou
tonus uterino 2 (++) e escore 2 de vascularizacao,
apresentando pontos coloridos na regido medular
da estrutura. Nos dias D6 e¢ D8 pds-ovulagdo, o
animal apresentou ténus uterino 3 (+++) e escore
4 de vascularizacdo. No D10, o animal apresentou
tonus uterino 2 (++) e escore 3 de vascularizagdo. Os
resultados das avaliagdes de tonus uterino e escore

Tabela 1. Resultados das avaliagdes realizadas

subjetivo de vascularizagdo estdo descritos na tabela 1.

A partir das analises objetivas das imagens,
o seguinte resultado foi encontrado: 1.067 pixels
foram contados no D1; 1.921 no D4; 7.233 no D6;
5.236 no DS; e 3.092 no D10. Nas dosagens de P4,
foram encontrados os seguintes valores: 2,16 ng/mL
no D1; 7,14 ng/mL no D4; 9,93 ng/mL no D6; 10,20
ng/mL no D§; e 11,20 ng/mL no D10. As dosagens
de VEGF revelaram: 1,014 mg/mL no DI1; 1,728
mg/mL no D4; 2,706 mg/mL no D6; 1,404 mg/mL
no D8; e 1,902 mg/mL no D10. Os dados coletados
estdo descritos na tabela 1. A correlagdo dos dados
encontrados esta demonstrada nos graficos 1, 2 e 3.

DIAS UTERINO  VASCULARIZACRO  PIXELS P4 (0¢/ml) VEGE mgmi)
D1 1(+) Escore 1 1.067 2,16 1,014
D4 2 (++) Escore 2 1.921 7,14 1,728
D6 3 (==9) Escore 4 7.233 9,93 2,706
D8 3 (+++) Escore 4 5.236 10,20 1,404
D10 2 (++) Escore 3 3.092 11,20 1,902
Discussao modifica durante as fases do ciclo estral da égua,

Os resultados das avaliagdes uterinas deste
trabalho, feitas através de palpacdo retal, estdo em
conformidade com a literatura. O tdnus uterino

sendo influenciado pelos hormonios reprodutivos.
Na fase estrogénica do ciclo, o Gtero se mostra
menos turgido (ou mais flacido), ja que a principal
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Grifico 1. Relagdo entre a vascularizagdo (niimero de pixels) e a concentragdo sérica de P4, de acordo com os dias apds a ovulago.
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Grifico 3. Relagdo entre as concentragdes plasmaticas de P4 e VEGF, de acordo com os dias ap6s a ovulagdo.
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caracteristica deste momento ¢ a proliferagao do
endométrio e das glandulas endometriais. Na fase
progesteronica (diestro), o utero torna-se mais
targido, quiescente, e o endométrio passa entdo a
secretar substdncias importantes para a gestacao,
como mostram alguns autores®’.

O padraode tonicidade uterinaseguiu o padrdo
de vasculariza¢do do CL, demonstrando a estreita
relacdo entre a tonicidade e a producdo hormonal,
ja reportada em estudo10. E primordial destacar a
importancia das caracteristicas morfofisiologicas
do utero durante a escolha de uma égua receptora.
Essas caracteristicas estdo entre os fatores que
afetam a taxa de prenhez pods-transferéncia de
embrido, de acordo com a literatura atual®> "',

As andlises subjetivas e objetivas das imagens
do exame revelaram que, ap6és a ovulacdo, a
vascularizagdo do CL aumentou progressivamente,
atingindo o maximo de perfusdo no sexto dia,
quando foram mensurados 7.233 pixels e escore
4 de vascularizagdo. Estes achados corroboram
com trabalhos que citam um aumento gradativo da
vascularizagao luteal apds a evacuacdo, chegando
aos valores maximos apos o D6'> 6 1314,

No D8, a andlise objetiva evidenciou ligeira
queda, passando a 5.236 pixels, mas mantendo o
escore 4 na avaliacdo subjetiva. A diminui¢do na
vasculariza¢do evidenciou-se no D10, quando os
pixels mensurados passaram a 3.092 e o escore de
perfusao passoua 3. O primeiro decréscimo de pixels
no D8 ndo estd de acordo com os dados encontrados
na literatura, uma vez que autores relatam o inicio
da queda de perfusdo entre D10 e D14, periodo este
que antecede o processo da lutedlise® 1.

A progesterona ¢ o hormodnio responsavel
pela manutencdo da gestagcdo e seus niveis variam
de acordo com a fase do ciclo estral da égua. A
producao adequada de P4 reflete no sucesso dos
programas de transferéncia de embrides, pois
permite uma boa taxa de confirmagao de prenhez,
e evita os gastos com suplementacdes exogenas.
Os niveis séricos de progesterona dependem da
atividade secretoéria do CL e, por sua vez, um bom
status funcional depende de uma boa irrigagao
sanguinea desta glandula transitoria. Sendo assim,
destaca-se o uso do Doppler como um método nao
invasivo para a avaliacdo da perfusao sanguinea e
para o monitoramento da atividade luteal5. Seguindo
a tendéncia evolutiva dos equipamentos eletronicos,
ndo ¢ dificil imaginar que dentro de pouco tempo o
Doppler sera um recurso economicamente viavel e
comum a todos os equipamentos ultrassonograficos,
podendo ser uma ferramenta importante para avaliar
caracteristicas morfofisioldgicas (ovario e utero) da
égua receptora. As concentragoes de P4 sérica deste
relato estdo de acordo com os valores mencionados

pela literatura, que cita niveis entre 1,5 e 2,5 ng/mL
nas primeiras 24h, entre 2,5 e 5,0 ng/mL de 24h a 48h
ap6s a ovulagao e o pico (8 a 20 ng/mL) entre os dias
5 e 8, mantendo-se alto até o inicio da luteodlise's.

Os padroes de vascularizagdo e producdo de
P4 vém sendo cada vez mais estudados e diversos
autores destacam a forma como estes dois fatores
se inter-relacionam. Trabalhos descrevem a forma
como a perfusdo vascular evolui no periodo pods-
ovulacdo e associam as mudancgas no perfil sérico de
progesterona aos eventos vasculares do corpo luteo,
evidenciando uma relagdo diretamente proporcional.
O nivel de P4, assim como a perfusdo, aumenta
progressivamente, e atinge os valores maximos entre
o D8 e o D14. Da mesma forma, durante o periodo
de luteolise, a perfusdo cai e logo apds acontece
o declinio deste hormoénio'®®. O presente estudo
demonstra concordancia com os dados acima citados,
ja que a vascularizagdo aumentou exponencialmente
até o D6 e a concentracdo de P4 seguiu este mesmo
padrao. O declinio no nimero de pixels comegou a
ocorrer no D8, mas ficou evidente de fato (baseado
em ambas as andlises, objetiva e subjetiva) apenas
no D10. O perfil hormonal neste periodo passa entao
a sofrer acréscimos bem mais discretos.

Dessa forma, ratifica-se o uso do Doppler como
método auxiliar na estimativa de concentracdo de
P4 circulante. Podendo-se, através de mais estudos,
tracar um valor confiavel de vascularizagao que reflita
em quantidades ideias de hormonio circulante.

A expressao de VEGF como um dos principais
fatores no processo de angiogénese em diversas
partes do organismo ja foi mencionada por varios
pesquisadores!” 4. A expressdo de VEGF nas células
luteais, verificada através de imunohistoquimica,
alcanca seu apice no inicio da fase luteinica e diminui
drasticamente com o inicio da luteolise. Além disso,
a expressdo luteinica de receptores de VEGF ¢ alta
no D4, mantendo seus niveis até o D10 e diminuindo
consideravelmente apos este periodo's.

Os resultados das dosagens de VEGF deste
estudo mostram uma concentracdo sanguinea
progressiva na fase luteinica inicial, com pico de
2,706 mg/mL no D6. Entretanto, observou-se uma
diminui¢cdo no D8, quando a concentragdo declinou
para 1,404 mg/mL. E importante salientar que no
ultimo dia de avaliagdo (D10) os niveis de VEGF
sofreram um novo aumento, chegando a 1,902 mg/
mL. Este evento ndo alterou os outros padrdes
avaliados e pode ser justificado por diversos fatores,
dentre eles uma onda de crescimento folicular no
ovario contralateral.

Nido foram encontrados, na literatura
pesquisada, valores exatos para a concentragao
sanguinea de VEGF relacionada aos processos de
luteogénese e lutedlise. A expressdo inicial de VEGF
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coincide com os niveis de vascularizacdo do tecido
luteinico e aumenta a atividade secretoria de P4 das
células luteais através de uma provavel atuagao junto
as enzimas esteroidogénicas, que regulam a producao
hormonal de maneira autdcrina e/ou paracrina %2,
Durante a realizagdo deste trabalho, foi observada
uma concordancia entre a perfusdo sanguinea do
tecido luteal e a concentracdo sanguinea de VEGEF,
que apresentaram valores crescentes na fase inicial,
atingindo o pico no D6. Da mesma forma, houve
similaridade nos padrdes de concentragdao de P4 ¢
concentragdo de VEGF, com aumentos exponenciais
até o D6.

A janela de sincronia entre doadora e receptora
¢ um dos fatores fundamentais para o sucesso de um
programa de transferéncia de embrides. A janela mais
utilizada ¢ +1 (ovulag@o da receptora um dia antes da
doadora) a -3 (ovulacdo da receptora trés dias depois
da doadora), de acordo com estudos atuais?!.

Até o D8 pos-ovulagdo o animal apresentou
tonus uterino (3+++), escore de vascularizagdo e
concentragdao de P4 descritos como ideais — fatores
estes que indicam boa funcionalidade do CL — além
de estar dentro da janela descrita como ideal. Logo,
pode-se afirmar que até essa data o animal apresentava
plenas condi¢des para receber um embrido e, caso
fosse realizada a inovulagao, teria grandes chances de
confirmar a gestagdo, sem que houvesse a regressao
do CL nos momentos subsequentes.

Conclusao

Tendo em vista a boa concordancia entre os
métodos de analise subjetivo ¢ objetivo das imagens
dos exames ultrassonograficos, e as correlagdes
diretamente proporcionais encontradas entre a
vascularizacdo e a produgdo de progesterona, entre
a vascularizacdo e a concentragdo de VEGF e entre a
concentra¢do de VEGF e producdo de P4, podemos
destacar o uso do Doppler como uma ferramenta
promissora na rotina pratica do médico veterinario
para a avaliacdo do status funcional do corpo luteo.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios,
com um maior nimero de animais avaliados, para
que a técnica seja validada e para que, de fato, se
conhecam as relagdes entre o fluxo sanguineo
luteal e a funcionalidade desta glandula. Assim, o
Doppler podera ser utilizado como método auxiliar
na escolha de éguas receptoras e podera servir no
acompanhamento do desenvolvimento e regressao
do corpo luteo, indicando sua responsividade a
tratamentos hormonais, melhorando a relagdo entre
tempo e resultado quando utilizado em um programa
de transferéncia de embrides.
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