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BICUDO, A.L.C. Avaliacao ultra-sonogréfica convencional e dopplerfluxométrica de
ovario de cadelas, durante a fase folicular do ciclo estral. Botucatu, 2008. 78p.
Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina.

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Nenhuma avaliagdo clinica ou a receptividade a cobertura pelo macho é
suficientemente rigorosa para detectar com exatiddo a ocorréncia e o dia das
ovulacées nas cadelas. Algumas cadelas podem ovular no quinto dia do ciclo estral,
enquanto outras, ovulam mais tardiamnente, como no trigésimo dia. A técnica mais
recente para determinar a ovulagdo na cadela é a exploragcdo ovariana por ultra-
sonografia. Portanto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o grau de
confiabilidade e rigor do exame ultra-sonografico, em modo B e a possibilidade de
avaliagbes dopplerfluxométricas de artérias intra-ovarianas para uma detecgéo
segura da ovulacdo nas cadelas. Para tanto foram utilizadas 5 cadelas, SRD,
adultas, com peso de até 10 Kg e em inicio de fase folicular do ciclo estral. Durante
a fase de proestro e estro foram realizados exames ultra-sonograficos (Logic 3, GE)
com transdutor de 10Mhz, seriados, com no maximo 48horas de intervalo. Foram
realizados cortes sagitais e transversais para se detectar e mensurar os foliculos
ovarianos. A partir da deteccao do colapso folicular ou da substituicdo da imagem
circunscrita anecéica de parede regular por uma estrutura hipoecogénica de
contornos irregulares foi monitorado o inicio de formacgéo luteal. Na fase luteal do
ciclo foram realizadas mensuragcées dos corpos luteos. Foram realizadas também
imagens com o doppler colorido e espectral. Para avaliagdo do Doppler espectral o
cursor foi colocado sobre a artéria angulo insonacdo < 60° procedendo-se a
avaliacao da velocidade maxima do pico sistélico (VPS), dos indices de resistividade
(IR) e pulsatilidade (IP). Foi realizada uma analise descritiva dos resultados obtidos.
Pela imagem ultra-sonogréafica convencional foi possivel detectar 100% dos ovarios
das cadelas estudadas, possibilitando acompanhar o desenvolvimento folicular,
colapso e formacéao de corpo luteo em 85,7% dos foliculos. A presenca de corpos
luteos foi identificada em 100% das cadelas. A média da velocidade maxima do pico
sistélico foi de 26,41cm/s, observada desde 120horas até 24horas apds a ovulacao.
O IR apresentou declinio no dia da ovulagao ou 24horas apés, e o seu valor variou
de 0,44 — 0,59 neste periodo. O IP apresentou muitas oscilagées durante o proestro
e estro, apresentando declinio desde 120horas antes até 24horas apés a ovulacao e
seu valor nesse periodo foi de 0,57-1,1.

Palavras-chave: Ovario; Doppler; foliculo; estro; cadelas.
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BICUDO, A.L.C. CONVENTIONAL ULTRASOUND EVALUATION AND
DOPPLERFLUXOMETRIC ANALYSES OF THE OVARIUM OF
BITCHES DURING FOLLICULAR PHASE OF ESTRAL CYCLE. Botucatu, 2008. 78p.

Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”.

ABSTRACT

No clinical evaluation or the receptivity to the male can be rigorous enough to detect
precisely the occurrence and the day of the ovulations in  dogs. Some dogs can
ovulate on the fifth day of the estral cycle, while others, ovulate later, on the thirtieth
day. The latest technique to determine the ovulation in dogs is the ovarian
exploration with ultrasound. Therefore, the present work evaluates the degree of
dependability and accuracy of the ultrasound examination, in B mode and the
possibility of dopplerfluxometric evaluations of intra-ovarian arteries for a safe
detection of the ovulation in dogs. Therefore 5 mongrel adult bitches, with weight of
up to 10 kg and at the onset of follicular phase, were used. During proestrus and
estrus ultrasound examinations (Logic 3, GE) with transducer of 10Mhz were carried
out in series with the maximum of 48-hour intervals. Sagittal and transversal cuts
were taken to detect and measure the ovarian follicules. From the detection of the
folicular collapse or the substitution of the anecoiccircumscribed image of regular wall
for a hipoecogenic structure of irregular outline was monitored the beginning of luteal
formation. In the luteal phase of the cycle measurements of the luteum bodies were
carried out. Images with the spectral doppler had been carried also through colorful
and. For evaluation of the spectral Doppler the cursor was placed on the artery angle
insonation = 60°, proceeding it evaluation from the maximum speed of the systolic
peak (SSP), of the resistivity rate (RR) and pulsatility rate (PR). A descriptive analysis
of the results was carried out. For the conventional ultrasound image it was possible
to detect 100% of the ovarius of the studied dogs, making possible to follow the
development of the follicule, collapse and formation of luteum body in 85.7% of the
follicules. The presence of luteum bodies was identified in 100% of the dogs. The
average of the maximum speed of the systolic peak was of 26.41cm/s, observed
since 120 hours until 24hours after the ovulation. RR presented decline on the day of
the ovulation or 24 hours, and its value varied 0.44 - 0.59 in this period. The PR
presented many oscillations during proestrus and estrus, presenting decline from 120
hours before until 24horas after the ovulation and its value in this period was of 0.57-
1.1.

Key words: ovarian, Doppler, follicle, oestrous, bitch
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1. INTRODUGAO

A ultra-sonografia € uma modalidade de diagndstico por imagem introduzida
na rotina da medicina humana e na medicina veterinaria pela area de obstetricia e
ginecologia, sendo que o primeiro trabalho cientifico foi publicado por Donald em
1957 em ginecologia humana. A exemplo da medicina humana, o sistema reprodutor
€ um dos mais avaliados ultra-sonograficamente, tanto nos caes e gatos, como nas
outras espécies de animais (HAYER et al., 1993; JARRETTA, 2004).

Os ovarios de cadelas e gatas séo estruturas dificeis de serem avaliadas ao
exame ultra-sonografico em virtude do seu tamanho pequeno, da sua ecogenicidade
ser semelhante a dos tecidos adjacentes, por serem envoltos por uma bolsa de
gordura e por sua localizacao superficial (ENGLAND et al., 2003). A dificuldade na
localizacdo e avaliagdo ultra-sonografica dos ovarios vai depender também da fase
do ciclo estral em que o animal se encontra. Durante o0 anestro os ovarios séo
menores e ndo apresentam estruturas em seu parénquima, portanto, a sua
ecogenicidade vai se apresentar mais homogénea e semelhante aos tecidos
adjacentes. Nas outras fases do ciclo estral, os ovarios podem ser localizados com
maior facilidade devido ao aparecimento dos foliculos em crescimento e corpos
liteos (JARRETTA, 2004).

Muitas vezes o gas presente em alcas intestinais localizadas prdéximas aos
ovarios causa uma reverberacao da imagem, dificultando ainda mais a realizacao de
um exame ultra-sonografico mais detalhado. Portanto, o preparo prévio do animal,
como jejum, ingestdo de liquido e administracdo de substancias que auxiliam na
eliminacao dos gases sao medidas muito importantes na realizacao de um exame

mais apurado.

Nenhuma avaliagao clinica, como edema vulvar, a quantidade e o aspecto do
corrimento vulvar, o sinal de Amantea ou a receptividade a cobertura pelo macho é
suficientemente rigorosa para detectar com exatiddo a ocorréncia e o dia da
ovulacao (ENGLAND & CONCANNON, 2002; FONTBONE & MALANDAIN, 2006).

E reconhecido ndo existir confiabilidade na pré-determinacdo do dia da
ovulacao nas cadelas e, por conseqiiéncia em uma data de cruzamento previamente

estabelecida. Algumas cadelas podem ovular bastante cedo, no quinto dia do ciclo
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estral, enquanto outras ovulam mais tardiamente, como no trigésimo dia. Foi
demonstrada a ocorréncia de variagoes significativas em periodos estrais sucessivos
na mesma fémea, em cerca de 44% das cadelas (BADINAND & FONTBONE, 1993).

A técnica mais recente para determinagdo da ovulacdo na cadela é a
exploragdo ovariana por ultra-sonografia. Infelizmente a interpretacdo da
imaginologia ultra-sonografica dos ovarios das cadelas, proximo a esse processo, é
mais dificil de que em outras espécies. Estudos anteriores demonstraram que o
aspecto dos foliculos ovarianos, imediatamente antes e logo ap6s a ovulagao, é
muito semelhante (ENGLAND et al.,2003). Alguns foliculos nao colapsam no
momento da ovulagdo (HAYER et al., 1993; YEAGER & CONCANNON, 1996) e
além disso, é freqiiente permanecerem foliculos ndo ovulados apds este processo
(WALLACE et al., 1992).

A ultra-sonografia convencional foi bem estabelecida na medicina humana
como técnica para avaliar o ovario e utero. Com a modalidade de Doppler colorido e
espectral essa investigacao foi facilitada, pois possibilitou a deteccdo mais rapida
dos vasos, bem como as velocidades do fluxo sanguineo nessas regides. Essa
evolucao pbde auxiliar na deteccédo de diferentes impedancias no fluxo sanguineo
entre mulheres férteis e inférteis (BOURNE et al., 1989) e analisar a receptividade
da mulher a fertilizacao in vitro (STEER, et al. 1992).

As dificuldades em se detectar o momento da ovulacdo e o dia mais
especifico para a fertilizagdo nas cadelas sdo muitas, portanto, a existéncia de uma
sinalizacdo de que a dopplervelocimetria, a exemplo do que ocorre nas mulheres,
possa ajudar nesse empasse criou a idéia desse trabalho.

Em vista da literatura consultada, ainda hoje, o exame ultra-sonografico do
ovario em cadelas, apesar de muito solicitado, é uma pratica que necessita de
avaliacbes mais detalhadas, com acompanhamento seriado e associagdo com
outros exames complementares. Portanto, o objetivo geral desse trabalho foi o de
avaliar o grau de confiabilidade e rigor do exame ultra-sonografico, em modo B e a
determinacao da dopplerfluxometria das artérias intra-ovarianas, para uma deteccao

segura da ovulacdo nas cadelas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fisiologia Reprodutiva de Cadelas:

As cadelas sdo monoéstricas e possuem ovulagdo espontanea. A atividade
sexual desses animais € controlada pelos horménios protéicos e esteroides,
dividindo o ciclo estral em quatro fases. O anestro é referido como periodo em que
nao ha atividade ovariana. O proestro é caracterizado pelo alto nivel de estrégeno e
compreende o periodo em que a fémea apresenta sinais de atragdo para o macho; é
o periodo no qual os foliculos ovarianos estdo em crescimento. O estro compreende
a fase na qual a fémea aceita o macho, hd aumento dos niveis séricos de
progesterona com a ocorréncia das ovulagdes, em geral, observada 24 a 72 horas
apds o pico de hormdnio luteinizante (LH). No diestro ha o dominio da progesterona
e presenca de corpos luteos (Concannon et al.,1989).

A determinacdo da ovulacao permite um melhor controle reprodutivo na
fémea, porém, a correlagdo entre as modificagdes fisicas e as mudancas
comportamentais entre o estro e o momento das ovulacdes ndao sao precisas nas
cadelas (GIER, 2006).

O uso de dosagens hormonais para reconhecimento da ovulagao é bastante
discutido. A onda pré-ovulatéria do LH e a secrecdo do FSH estdo intimamente
relacionadas a ocorréncia da ovulagdo, porém, a correlagdo entre essas
gonadotrofinas é complexa, ja que ocorre uma regulacao diferencial da secrecao de
FSH e LH nas cadelas (REYNAUD et al., 2005).

A dosagem de LH nas cadelas n&o é realizada rotineiramente, € dispendiosa
e consume tempo, o0 que explica o fato de muitos pesquisadores optarem pela
mensuragdo da progesterona sérica, para estimativa da ovulacdo. Uma
concentragdo plasmatica de progesterona de 2 ng/ml (16 nmol/ L) correspondente
ao dia 0 da onda pré- ovulatéria de LH (KUSTRITZ, 2001; LOFSTEDT, 2004; GIER,
2006; REYNAUD et al., 2005).

A realizacdo de exames citologicos seriados, desde o inicio do proestro, pode
facilitar a determinacéo da onda pré-ovulatéria de LH, segundo Feldman & Nelson

(2004); uma contagem de 80% de células superficiais determina a concentragao
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maxima de estrégeno (dia -2 da onda pré-ovulatéria de LH). A mudanca abrupta dos
tipos celulares para as parabasais e intermedidrias indica o primeiro dia do diestro,
correspondente ao dia +7 da onda pré-ovulatéria de LH. O exame citolégico é de
facil realizacdo, porém, nao determina com acuracia o dia da ovulagdo. A
combinacdo das concentracées de progesterona, do LH, andlise das células do
epitélio vaginal e endoscopia vaginal sdo essenciais para facilitar a determinacao da
ovulagao de uma forma mais confiavel (ENGLAND & CONCANNON, 2002).

Na cadela os ovécitos liberados medem 82,4 + 0,6 um e apresentam-se em
um estado imaturo, no inicio da primeira divisdo meidtica, ainda em estado de
vesicula germinativa (VG), sendo também denominados de ovdcitos primarios, nao
podendo ser fecundados imediatamente apés a sua liberagdo (ENGLAND &
CONCANNON, 2002).

Ovécitos em estagio de VG estdo presentes nas tubas uterinas, 44 horas
apos a ovulagéo, ou 2 dias apds a onda pré-ovulatéria de LH. A fase de metafase |
ocorre dentro de 44 a 48 horas da ovulagcédo, sendo caracterizada pela extrusao do
primeiro corpusculo polar. Na metafase Il, hd a formagdo completa do segundo
corpusculo polar, observada 54 horas apo6s a ovulagdo (LUVONI et al., 2006). A
maturacao nuclear nas cadelas esta completa apds 48 a 72 horas das ovulagdes, na
presenca de elevados niveis de progesterona (CONACANNON et al.,, 1989;
REYNAUD et al., 2005), quando os ovécitos atingem a porcado média das tubas

uterinas.

Concannom & Verstegen (2005) descreveram a maturacdo ovocitaria
completa; nesse estudo a ocorréncia das ovulacoes foi observada ap6s 60 horas do
surgimento da onda pré-ovulatéria de LH, ou seja, no final da fase do proestro até a
metade do estro. Houve uma correlagdo entre a ocorréncia da ovulacdo e as
alteragcbes de comportamento, entretanto, a duragao do proestro e do estro pode ser
diferente entre os individuos o que dificulta a aplicacdo deste conceito. O processo
da ovulacdo na maioria das cadelas completa-se com 24 horas, podendo em
algumas fémeas se completar em apenas 12 horas (FONTBONE & MALANDAIN,
2006).
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2.2. Ultra-sonografia dos ovarios

Os ovarios dos carnivoros domeésticos sao pequenos e variam de forma,
apresentando-se de ovais a achatados. Eles medem cerca de um a dois centimetros
em seus maiores eixos. Cada um deles se encontra préximo do pdélo caudal - cerca
de 1 a 2cm do rim correspondente ou mesmo em contato com este. O ovério direito
esta localizado entre o duodeno e a parede abdominal lateral e o ovario esquerdo se
relaciona lateralmente com o bago. Imagem dos ovarios é melhor visibilizada com a
cadela em estacdo, apds tricotomia adequada da parede abdominal lateral, ou em
decubito dorsolateral, com o transdutor posicionado na regido abdominal
ventrolateral. A superficie ovariana pode apresentar proeminéncias que Sao 0s
foliculos que se projetam, na dependéncia da fase do ciclo estral em que a fémea se
encontra (ENGLAND et al., 2003; JARRETTA, 2004).

Imagens ultra-sonograficas dos ovarios e a detecgdo da ovulacdo foram
realizadas por INABA et al., (1984) apesar de seus achados terem sidos
questionados, devido ao tamanho e posicdo das imagens descritas (ALLEN &
DAVIES, 1984).

Durante o anestro, os ovarios ndo sao detectados com precisdo mas,
geralmente, nessa fase eles sao uniformes e possuem ecogenicidade semelhante
ou discretamente maior do que o cortex renal. No entanto, podem se apresentar
hipoecogénicos com areas anecogénicas que representam foliculos menores
(FONTBONE & MALANDAIN, 2006).

Nas fémeas em proestro a forma dos ovarios é visibilizada com maior
facilidade e com freqiéncia numa posicdo mais caudo-ventral em relacdo aos rins.
Contém diversos foliculos pequenos, circulares, anecdicos, rodeados por uma
parede ecogénica muito fina com dimensodes inferiores a um milimetro (FONTBONE
& MALANDAIM, 2006).

No final do proestro, durante o periodo pré-ovulatério, o tamanho dos ovarios
aumenta e devido ao consideravel volume de liquido anecogénico no interior dos

foliculos, estes tornam-se mais perceptiveis. Nesta fase, ocorre a luteinizacdo dos
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foliculos durante a qual produzem uma pequena quantidade de progesterona. Em
termos ultra-sonogréficos, as paredes foliculares adquirem maior espessura, cerca
de um milimetro. Consoante ao tamanho da raca, as dimensdes dos foliculos pré-
ovulatérios variam entre seis a nove milimetro; em geral, consistem de estruturas
circulares, anecogénicas que quando em numero consideravel dentro do mesmo
ovario podem parecer achatadas e aglomeradas. Normalmente, a ultra-sonografia
subestima o numero de foliculos (FONTBONE & MALANDAIM, 2006).

Muitos relatos tém indicado que a ovulacdao em cadelas ocorre dentro de um
ou dois dias ap6s o inicio do estro (EVANS e COLE, 1931; SMITH e MCDONALD,
1971; PHEMISTER et al., 1973). Esta informacéo foi obtida por exames de ovarios
removidos por laparotomia ou necropsia em varios estagios do ciclo estral. Wildt et
al., (1977) usaram a laparoscopia para observar o desenvolvimento folicular e

ovulacao sequencialmente.

England e Allen (1989) decidiram marcar os ovarios, para isso, foi usada uma
cadela Labrador de 13 meses de idade na qual foram ligadas duas esferas de metal
de 8mm aos seus ovarios por laparotomia. A ultra-sonografia foi realizada duas
vezes por semana, com transdutor linear de 7,5MHz para monitoramento do
desenvolvimento folicular. Os exames confirmaram as observagdes de Wildt et al.,
(1977), ou seja, o tamanho dos foliculos ndo se alterou significante até o dia 7 do
ciclo, ap6s esse dia foi observado um grande aumento de tamanho. Um
espessamento da parede folicular foi observado do décimo dia em diante, quando a
luteinizacdo dos foliculos pré-ovulatérios ocorreram. As ovulagbes nao foram
detectadas porque nao foi verificado colapso total dos foliculos. Esses autores
concluiram que as imagens ovarianas sao de valor limitado, podendo ocorrer varios
problemas envolvendo a localizagdo dos ovarios, particularmente do ovario direito,

havendo ainda, necessidade de uma tricotomia no flanco do animal.

Cadelas com idade entre trés meses até o primeiro estro foram avaliadas por
meio de exames ultra-sonograficos e exames histoldgicos; nenhum foliculo foi
visibilizado ao ultra-som e somente pequenos foliculos foram observados nos
exames histolégicos. Os primeiros foliculos foram detectados 04 dias ap6s o inicio
do proestro e mediram 4 mm de didmetro. Essas estruturas cresceram até 7 a 11mm
antes das ovulagcées (ENGLAND e ALLEN, 1989a; HAYER et al., 1993).
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Em outra pesquisa realizada por esses mesmos autores (ENGLAND e
ALLEN, 1989b) foi observado um crescimento folicular de 3,7 a 6,9 mm entre o pico
de LH e cinco dias antes, sendo que essas estruturas cresceram até uma média de
7,5mm em dois dias apoés o pico de LH. Porém, foliculos de 7 até 11 mm foram
visualizados em trés cadelas, em estro, que foram submetidas a necropsia

posteriormente.

De acordo com Jarreta (2004), as ovulagcdes podem ser observadas com a
realizacdo de exames ultra-sonogréaficos diarios em modo B, e sdo caracterizadas

pela diminuicdo do numero e tamanho dos foliculos de um dia para o outro.

Matton e Nyland (2002) detectaram ovarios arredondados apés a ovulacao e
as cadelas ainda apresentavam estruturas cisticas semelhantes a foliculos, porém,
de maior ecogenicidade e menor tamanho, podendo ser foliculos que nao ovularam,
corpos hemorragicos, corpos luteos cisticos ou foliculos luteinizados. A detecgcédo da
ovulacao, por meio de exame ultra-sonografico, nesse estudo, foi confirmada pela
dosagem hormonal em 90% das cadelas e pela citologia vaginal em todas as

fémeas.

A dificuldade em se detectar a ovulagéo por meio do exame ultra-sonografico
em cadelas esta no fato dos foliculos pré e pds ovulatérios serem muito semelhantes
em suas caracteristicas ultra-sonograficas, ja que o rompimento folicular ndo é
observado inicialmente; além disso, o0 corpo luteo possui areas cavitarias.
Pesquisadores identificaram, na ovulagdo, uma diminuigdo no numero de foliculos e
sua substituicdo por estruturas de mesmo tamanho, porém hipoecogénicas. A
presenca desses corpos luteos pode ser confirmada pela dosagem de progesterona
sérica (ENGLAN e ALLEN,1989; ENGLAND e YEAGER, 1993).

A avaliacdo de estruturas ovarianas tais como o desenvolvimento folicular, a
ovulagao e a presenga de corpo luteo, requer um transdutor de alta resolugéo e
exames diarios ao longo do ciclo para a observacado de alteragcdes das imagens
observadas (Figura 1). Um unico exame realizado nédo fornece informagdes precisas
quanto a condigao ovariana (JARRETTA, 2004).

England & Yeager (1993) trabalharam com dindmica do desenvolvimento
folicular em cadelas e obtiveram os seguintes resultados: 87 foliculos foram
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identificados nos ovarios de 10 cadelas. Os ovarios foram visiveis em 100% das
cadelas no inicio do proestro; o exame ultra-sonogréfico foi mais dificil em uma
cadela relativamente obesa, comparada com outros animais. Neste animal nao foi
possivel identificar estruturas confiaveis em todos os exames, embora avaliagdes
seriadas fossem obtidas, com o transdutor setorial de 7,5MHz. Mudanca na posicéao
do animal, de quadrupedal para lateral, foi proveitosa para auxiliar a realizacdo das
imagens. Os ovarios foram mais faceis de identificar durante o proestro e estro;
inicialmente os ovarios apresentaram-se hipoecogénicos medindo 12mm x 10mm x
8mm. Houve um discreto aumento no volume ovariano durante o proestro. Os
contornos ovarianos mostraram-se lisos antes da onda de LH. No entanto, em todas
as cadelas a superficie ovariana tornou-se nodular, como amoras, um a trés dias

apos a onda de LH.

Ainda, segundo England & Yeager (1993) o diametro interno do foliculo mediu
1-2 mm e ndo foi possivel diferenciar a parede folicular do estroma ovariano. O
tamanho folicular aumentou muito no final do proestro e valores maximos de 04 a 06
mm foram alcancados, um dia apdés a onda de LH. Neste estagio as paredes
foliculares ficaram mais espessadas. Entre os dias 1 e 3 apds a onda de LH, varios
foliculos desapareceram em duas observagbes completas em cada cadela.
Aproximadamente 62% dos foliculos foram substituidos por areas de tecido
hipoecogénico, sem uma parede identificavel, 32% dos foliculos ndo se alteraram e
6% dos foliculos n&o foram identificados subseqientemente. O didmetro externo das
regides hipoecogénicas foi 0 mesmo ou ligeiramente menor que o didmetro dos

foliculos.

Um total de 271 exames ultra-sonograficos foram realizados para o estudo do
desenvolvimento folicular em cadelas; o ovario esquerdo foi visto em 97% das
avaliagbes e o ovario direito em 96% dos casos. O tamanho dos ovarios aumentou
gradualmente desde o primeiro dia do proestro até apdés a onda de LH e ovulagéo.
Durante os primeiros 2 a 3 dias do proestro, os ovarios foram vistos como estruturas
ovbides caudal aos rins ipsilaterais. Em somente dois animais puderam ser
visibilizados os foliculos desde o primeiro dia de proestro. Os foliculos aumentaram
em tamanho desde o inicio do proestro até a onda de LH. Inicialmente eles

apareceram, em todas as cadelas, como estruturas multiplas, pequenas, anecdicas.
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Sinais de ovulacdo foram observados em apenas duas cadelas, dois dias apo6s a
onda de LH e foram caracterizadas por uma alteracdo abrupta de uma estrutura
anecdica vista anteriormente, para uma estrutura hipoecdica de forma irregular
constituindo o corpo luteo. Nas outras fémeas, ruptura folicular ndo foi detectada,
entretanto, estruturas ovarianas anecodicas foram vistas ap6s a onda de LH até o
final do estro. Um espessamento gradual da parede antral teve inicio no dia da onda
de LH, caracterizando o desenvolvimento luteal pré-ovulatério. O numero de
estruturas ovarianas antrais diminuiram significativamente da onda de LH até o
primeiro dia do diestro (HAYER et al., 1993).

Em dois momentos ap6s a onda de LH foram identificadas estruturas
hipoecogénicas no estroma ovariano. O primeiro periodo ocorreu no dia da ovulacéao
e provavelmente esta relacionado a foliculos pré-ovulatérios contento fibrina, liquido
folicular e tecido luteal. O segundo periodo foi detectado 10 dias apds a ovulagéo e
associado com uma diminuicdo no numero de corpos luteos cavitarios; este ultimo
periodo provavelmente refletiu a presenca de corpos luteos sélidos e maduros. Entre
estes periodos, os ovarios continham estruturas com cavidade cisticas antrais
(ENGLAN e ALLEN, 1989b).

England et al., (2003) monitoraram o desenvolvimento folicular em cadelas e
observaram que os ovarios hipoecdicos tendem a aumentar de tamanho no final do
anestro e foliculos de tamanho pequenos (1 a 2 mm), preenchidos de liquido podem
ser identificados. Essa situagcdo é mantida por 30 dias ou mais, até o inicio da fase
do proestro, quando o numero de foliculos aumenta.

As modificagbes ovarianas visiveis ao ultra-som, no momento das ovulagdes,
foram descritas por Yeager e Concannon (1996), que relataram uma aparéncia obvia
dos foliculos cinco dias antes das ovulacbes; nesse periodo, os foliculos
aumentaram em didmetro, atingindo um tamanho maximo, aproximadamente um dia
antes da onda pré-ovulatéria de LH. O didametro interno dos foliculos maiores mediu
de 8 a 9 mm e foi constatada uma alteracdo no seu formado interno, tornando-os
menos esféricos. A maioria ou todas as estruturas hipoecdicas ou anecdicas

observadas nos ovarios nao desaparecem no momento das ovulagoes.
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Boyd et al., (1993) enfatizaram os problemas associados a avaliagdo ultra-
sonografica dos ovéarios de cadelas proximo ao momento das ovulagdes e
concluiram que o uso de um equipamento de qualidade moderada (transdutor
setorial de 7,5MHz com e sem “stand off*) podem tornar esse meio de diagndstico
impreciso para detectar a presenca ou auséncia de ovarios em cadelas nao
castradas, falha em evidenciar o colapso das estruturas foliculares e a
transformacao gradual em tecido luteal. Por outro lado, quando esses autores
utilizaram um transdutor setorial de 9,5MHz conseguiram estimar o momento da
ovulagdo, bem como o colapso folicular. Ainda esses autores descreveram uma
dificuldade em vizibilizar ultra-sonograficamente os ovarios quando as estruturas
foliculares apresentarem medidas inferiores a 2mm, e na diferenciacao dos foliculos

e corpo luteos.

Fontbonne e Malandain (2006) monitoraram o estro por meio de exames ultra-
sonograficos e andlise hormonais em diversas cadelas de 36 ragas diferentes e com
idade compreendidas entre 9 meses a 8 anos, com o intuito de determinar o
momento da ovulacdo, por via ecografica. O dia da ovulacdo foi claramente
determinado em 91,7% das cadelas; em quatro fémeas foram observados contornos
ovarianos imprecisos, proximos a ovulagéo; essas quatros cadelas eram de ragas

consideradas grandes.

Ainda nos estudos conduzidos por Fontbonne e Malandain (2006) o processo
da ovulagdo na maioria das cadelas foi completado ao final de 24 horas, no entanto,
em 14 das 41 cadelas o processo da ovulagdo terminou em menos de 12 horas. Nao
foi observada qualquer diferenca significativa entre o ovario esquerdo e o direito. As
dosagens de progesterona no momento das ovulagdes revelou-se constante com
valores de 6,25+ 1.55 ng/mL. Nesse ensaio a deteccédo da ovulagéo através da ultra-
sonografia mostrou ser o método clinico mais preciso e a realizagdo de dois exames
diarios nao demonstrou qualquer contribuicdo adicional e portanto, foi recomendado

um exame ultra-sonografico diario dos ovarios.

HAYER et al.,, (1993) concluiram que a ultra-sonografia pode ser uma
ferramenta Util para monitorar o desenvolvimento folicular e luteal, entretanto, devido
a luteinizagdo pré-ovulatoria que ocorre nas cadelas (CONCANNON et al., 1975;
CONCANNON, 1986), ha necessidade da visibilizacdo de alteracdes significativas
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na estrutura folicular para se identificar a ovulacao pela imagem ultra-sonografica,

modo B.
2.3. Ultra-sonografia Duplex Doppler do ovario

De acordo com os estudos histolégicos, mudancas ciclicas na vascularizagao
ovariana ocorrem em muitas espécies de mamiferos e reflete o estagio funcional das
gbnadas femininas. Pesquisas na dinamica do fluxo sanguineo ovariano tém sido
realizadas usando técnicas invasivas como microesferas radioativas, implantacao de
transdutores de Doppler e fluxémetros eletromagnéticos, entretanto, esses métodos

experimentais ndo sao praticos para aplicacao nos animais (KOSTER et al., 2001).

O desenvolvimento de aparelhos de ultra-som com Doppler especitral,
permitiu a avaliacdo direta e n&o invasiva da circulagdo ovariana durante o ciclo
estral. A respeito dos numerosos relatos do uso de Doppler no diagnéstico da funcao
ovariana na mulher, pesquisas semelhantes nos animais s&o escassas,
principalmente no cao (BRANNSTROM et al., 1998; KOSTER et al., 2001).

A ultra-sonografia Doppler permite uma avaliagcdo mais detalhada das
caracteristicas vasculares das estruturas, fornecendo dados qualitativos e
quantitativos do fluxo dos vasos sanguineos. O Doppler colorido proporciona
informacdes quanto a distribuicdo vascular, intensidade e sentido do fluxo. Ja a
modalidade de Doppler espectral detecta a velocidade do fluxo sanguineo segundo
o ciclo cardiaco, possibilitando a obtencao dos indices vasculares de resistividade e
pulsatilidade (CERRI, et al.,1998).

Na avaliagdo quantitativa do Doppler espectral da vascularizagdo ovariana,
sdao normalmente utilizados, a velocidade do pico sistdlico (SPV), a velocidade
diastdlica final, o indice de pulsatilidade (Pl) e o indice de resistividade (RI) (CERRI,
et al., 1998).

Os indices de resistividade e pulsatilidade sao considerados parametros
primarios e representam a freqiiéncia do espectro Doppler, e sao definidos segundo

as férmulas:
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Vmdx—Vmin _§—D

Vmdx

indice de Resistividade (IR) = (POURCELQT, 1974).

Vmdx — Vmin _ S—-D

indice de Pulsatilidade (IP) = — = :
Vmédia Média

(GOSLING e KING, 1975).

As velocidades maxima e minima sao definidas de acordo com as diferencas
da frequéncia Doppler ao longo do ciclo cardiaco. Alguns artigos se referem a
velocidade maxima como sendo a velocidade sistolica (S) e a velocidade minima,
como velocidade diastélica e a velocidade meédia pode ser obtida ultimamente de
forma automatica no aparelho de US, num dado periodo do ciclo cardiaco (BOOTE,
2003).

Muitos estudos humanos mostram que ha um aumento do fluxo sanguineo na
ovulacdo (BOURNE et al, 1991; COLLINS et al., 1991). A velocidade do pico
sistélico foi maior na fase inicial da ovulacdo e depois, na fase tardia, diminui
(BANNSTROM et al., 1998,), essas alteracdes sdo coincidentes com a elevagéo do
LH (CAMPBELL et al, 1993.) BRANNSTROM et al., (1998), descreveram que o

aumento maior da velocidade do pico sistélico ocorreu no inicio da fase ovulatéria.

Ha descricao de que também ocorra uma diferenca entre os valores dos
indices e das velocidades do fluxo sanguineo, ou seja, VPS diferentes entre os
ovarios de uma mesma cadela, e sugerem que isso possa ocorrer pelo fato dos
ovarios desenvolverem estagios individuais (Koster et al., 2001).

KURJAK et al., (1991) reportaram que a velocidade do fluxo da artéria
ovariana humana é detectavel quando o foliculo dominante alcanca o valor de 12 a
15mm. O Rl é de 0,54 e ha um decréscimo no inicio da fase luteal. Também
concluiram que existem mudancas no padrdao da velocidade do fluxo sanguineo da
artéria ovariana durante o ciclo menstrual normal, e por essas alteracées ocorrerem
antes da ovulacdo, acredita-se que sejam decorrentes da angiogénese e fatores

hormonais.

Sladkevicius et al., (1993) estudaram a circulacao uterina e ovariana no ciclo
normal de mulheres, e verificaram que no ovario dominante, ou seja, 0 que possui 0
foliculo com maior crescimento, o IP diminui apés a rotura folicular, sendo
significativamente mais baixo na fase lutea do que na fase folicular.
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O IP estara alto quando o fluxo estiver impedido, por exemplo, em um caso de
estenose (BOOTE, 2003). Ja o indice de resistividade eleva-se proporcionalmente
com o aumento da resisténcia vascular (CERRI et al., 1998).

Ainda em pacientes humanos, se detecta, na regido do hilo ovariano, os
vasos espiralados e tortuosos, com caracteristicas de fluxo de alta resisténcia. A
partir do momento que o foliculo alcanga 10 mm de diametro, areas de
vascularizacdo podem ser detectadas no anel folicular. O valor do indice de
resistividade (IR) € de 0,54 antes da ovulagao e diminuem na ovulagdo (BOURNE et
al.,1991).

O declineo dos valores do IR comecam dois dias antes da ovulagdo, sendo
que os valores no momento da ovulacao ficam em torno de 0,44 +/- 0,04. O valor do
IR fica em 0,43+/-0,04 logo ap6s a ovulagdo e permanece ainda baixo por quatro a
cinco dias, para depois se elevar atingindo o valor de 0,50, embora, sejam ainda
menores do que o encontrado na fase folicular inicial (BOURNE et al.;1991). Essas
alterac6es do IR das artérias do hilo ovariano permitem monitorar, de forma mais
segura, 0 momento da ovulacdo nos pacientes submetidos a inseminacéao artificial

ou mesmo a fertilizagdo in vitro.

No trabalho desenvolvido por Koster et al., (2001), em cadelas Beagle, a
ovulagdo e inicio da fase luteal em cadelas sdo caracterizadas por uma alta
velocidade de fluxo sanguineo da artéria intra-ovariana e baixos valores do IP e IR, e
a perfusdo maxima reflete o periodo de alta producao de progesterona. Entretanto, a
regressao luteal € acompanhada por um declinio gradual do suprimento sanguineo
com alto IP e IR. J& em cadelas normociclicas e gestantes existe uma relacao
causal entre o fluxo sanguineo e a produgao de progesterona.

Esses autores ainda relatam que dois dias depois da ovulagao, os valores da
velocidade do pico sistélico foram significativamente maiores e o IR e IP foram
significativamente menores, sendo que nessa época os valores de IR foram de 0,60
a 0,57, e nesse mesmo periodo a média maxima da VPS ocorreu 24h depois da
ovulacao e em torno de 23,89cm/s. O IP apresentou inicio de queda em torno de

24h antes da ovulagao, com valor de 0,60.
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Segundo a revisdo realizada por Feliciano et al., (2008) a viabilidade
gestacional no primeiro terco de gestacdo em cadelas é verificada mediante a
avaliacao do fluxo sanguineo do corpo luteo. Para esse fim é utilizada a mensuragéao
do pico de velocidade sistélica (PVS) e do indice de resisténcia (IR) vascular do
corpo luteo. Ainda de acordo com esses autores, os indices foram avaliados em
cadelas com a utilizacdo de Doppler pulsado e transdutor de alta resolucdo. No
ovario esquerdo os valores de PVS e IR foram de 30,31cm/s e 0,52
respectivamente; no ovario direito o PVS e o IR mostraram valores de 20,46¢cm/s e
0,42 respectivamente.

Segundo Tan et al. (1996), analisando as mudangas do fluxo sanguineo no
ovario, durante o ciclo menstrual normal em mulheres, encontraram que o PVS
maior ocorre 24h antes a 36hs depois do surgimento de LH, podendo chegar a
23,5cm/s.

A determinagédo dos valores normais do PVS e do IP em cadelas gestantes
requer novas e mais intensas investigacoes, incluindo pesquisas comparativas entre
os indices vasculares de corpos luteos de cadelas gestantes, ndo gestantes, com
pseudogestacdo, e no diestro. A falta de trabalhos na espécie canina impede a
discussao sobre o assunto (FELICIANO et al.; 2008).
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho é avaliar o grau de confiabilidade e rigor do
exame ultra-sonografico, em modo B e a possibiidade das avaliagbes
dopplerfluxométricas de artérias intraovarianas, para uma deteccdo segura da

ovulacao nas cadelas.
Objetivos Especificos

e Avaliacdo e mensuragao do crescimento folicular e desenvolvimento luteal em
ovarios de cadelas, por meio de exames ultra-sonograficos convencional

seriados.

e |dentificacdo e quantificacdo com Doppler colorido e espectral dos indice de
resistividade, pulsatilidade e a velocidade maxima do pico sistolico da artéria
intra-ovariana durante a fase de proestro e estro do ciclo estral de cadelas por
meio da dopplerfluxometria seriada.
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4. MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 05 fémeas da espécie canina, adultas, sem interesse racial,
com peso de até 10 kg e em inicio da fase folicular do ciclo estral. A determinagéo
do proestro das fémeas foi determinada por meio da observacao das alteracdes
comportamentais, edema de vulva, secregcao vaginal sanguinolenta, atracdo dos

machos, exame de citologia vaginal e dosagem de progesterona sérica.

Apoés identificacdo da fase de proestro, as fémeas foram submetidas a
exames ultra-sonograficos pelo modo B, Doppler colorido e espectral no maximo a
cada 48 horas. Foram também avaliadas a progesterona sérica e citologia vaginal.

Avaliacao Ultra-sonografica

O presente estudo utilizou um equipamento de ultra-som da Marca GEI1
modelo LOGIC 3, no Modo-B em tempo real e duplex Doppler, com transdutor
multifreqUencial linear de banda variavel de 6 - 10 MHz, escolhido de acordo com o
porte do animal.

Os animais foram submetidos a tricotomia ampla do abdémen ventral, desde
o 10° espacgo intercostal até o pubis, e lateralmente, na mesma extensdo, até a
regidao dos musculos sublombares. Os animais foram posicionados em decubito
lateral direito (Fig. 2), lateral esquerdo, dorsal e em estacdo, para facilitar a
mensurac¢ao dos parametros ovarianos. Uma camada de gel2 foi espalhada sobre o

abdémen para melhor contato entre o transdutor e a pele.

Para evitar artefatos de técnica as fémeas foram submetidas a um preparo
prévio de jejum alimentar de 12h, e foram estimuladas a se movimentar
imediatamente antes do exame para facilitar a defecacao, melhorando a visibilizagéo
das estruturas abdominais.

Durante o exame ultra-sonografico, no modo-B, foram realizados planos de

cortes sagitais e transversais, para detec¢do dos foliculos e obtencdo de suas

" GE Medical System-
> ULTRA-GEL®Multigel Ltda- Sdo Paulo -SP
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mensuragdes. Apds identificagdo e mensuracao dos foliculos, medidas do seu eixo
maior e volume foram transcritos em fichas individuais com desenho da localizagao
das estruturas nos ovarios. A mensuracao do eixo maior, em mm e o volume em mL
foram obtidos automaticamente pelo equipamento; esse procedimento foi realizado e
repetido até o momento do provavel colapso do foliculo. Apds essa data, foram
realizadas medidas da parede interna e externa, do provavel corpo luteo, também

representado em volume (mL).

Foram acompanhados os maiores foliculos dos ovarios, por meio do esquema

abaixo representado (Figura 3); o acompanhamento folicular foi de no méaximo 48h.
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Figura 3 — Esquema representativo das planilhas utilizadas nas
mensuragdes dos foliculos e corpos luteos de cadelas. Botucatu, 2008.

Em seguida ao exame de ultra-som convencional foram realizados exames de
Doppler colorido qualitativo para a detecgéo da artéria intra-ovariana. Neste caso, o
cursor foi colocado sobre a artéria com um angulo de insonacao menor ou igual a
60°, para avaliacdo quantitativa dos indices de resistividade (IR), indice de
pulsatilidade (IP) e da velocidade do fluxo sanguineo no pico sistélico da artéria
intra-ovariana (VPS). Para se determinar os indices, foram obtidas trés mensuragdes
das velocidades do fluxo sanguineo, com no minimo trés ondas semelhantes, no
mesmo dia, e assim se realizou a média entre elas, para obter os dados de cada dia
de cada ovario (Figura 4).
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Avaliacao de progesterona sérica

As amostras de sangue foram coletadas através de puncdo da veia jugular,
em tubos sem anticoagulante. Foram retirados um volume de aproximadamente 5,0
mL, com seringas de 5,0 mL e agulhas 30x08. O sangue foi centrifugado (centrifuga
LS-3 — Celm®) por 10 minutos a 900x g para obtencdo do soro. Amostras de soro
foram divididas em aliquotas de 1mL, armazenadas em tubos tipo eppendorf e

congeladas em freezer até seu processamento.

Para os ensaios de progesterona plasmatica foi utilizado KIT comercial de
radiomunoensaio em fase soélida, sem extragdo quimica ou processo de purificagéo
(Diagnosis Procedure Corporation — progesterone Coat — a -—count, Los
Angeles,USA) valido para plasma canino (Srikandakumar et al., 1986). As dosagens
foram realizadas de acordo com a recomendacao do fabricante. A cada 10 tubos de
amostra e no final de cada ensaio foi utilizado um tubo controle, em duplicata, com
os internos de 0,5 ng/mL e 20 ng/mL, para calculo dos coeficientes de variagéo intra-
ensaio. As contagens foram realizadas em Contador Gamma. Todas as amostras

foram mensuradas em duplicadas.
Exame de citologia vaginal

Os exames citologicos foram obtidos com o0 uso de escova ginecoldgica,
introduzida no canal vaginal com auxilio de um rinoscépio (haste 7cm) Apos a coleta
o material foi transferido para laminas vidro, previamente limpas e identificadas. As
laminas foram coradas através do método de coloragdo do tipo Pandtico
(Hematocor®). A identificacdo dos tipos celulares foi baseada nos critérios adotados
por Johnston et al., (2001), baseando-se na porcentagem de células superficiais, sob
microscopia de luz (aumento de 200x).

Analise Estatistica

Diante dos dados obtidos e de acordo com a assessoria estatistica, foi
recomendado uma analise descritiva dos resultados.



Figura 1: Esquema do processo de crescimento
folicular, ruptura e formacado de corpo liteo por
CERRI et al., (1998).

Figura 2 A e B: fotografia do posicionamento do animal na mesa de exames e seu
aspecto tranquilo.

Figura 4. Imagem ultra-sonografica duplex
Doppler do ovario E da cadela n® 1 na fase de
proestro.
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5. RESULTADOS

Os resultados individuais referentes as imagens e mensuragdes foliculares e
luteais, velocidade do fluxo sanguineo maxima do pico sistélico, indice de
resistividade (IR), pulsatilidade (IP), dosagem de progesterona sérica, citologia
vaginal estdo demonstrados em forma de fotografias, graficos e quadros.

Animal n°1- SRD, adulta, 7Kg.

Essa fémea foi avaliada por 16 dias a partir do inicio do proestro. Nos
primeiros oito dias de avaliacdo ultra-sonografica, foi verificado crescimento folicular
(Fig. 5) no ovario esquerdo. Nesse ovario foi evidenciado o crescimento de
estruturas anecdicas, de parede regular, que foram consideradas foliculos
ovarianos. Os dois foliculos foram analisados de forma seriada. No foliculo 1, no
final do oitavo dia foi observada diminuicdo do didmetro interno do foliculo, sendo
este fato considerado como ovulagéo (Fig. 5) e a VPS maximo do periodo do ciclo
foi encontrado no quarto dia de exame 23,18cm/s. No nono dia da avaliagdo ocorreu
a formacédo do corpo hemorragico e em seguida do corpo luteo, confirmado pelo
aumento do didmetro externo da parede e diminuicao da didametro interno (Fig. 6).

Em relacdo ao foliculo 1, o IR apresentou uma queda significante no dia da
ovulacao de 0,63 para 0,59 e variou de 0,54 a 0,72 durante os dias de exames. O IP
variou de 0,72 a 1,77 do primeiro ao 14° dia de avaliacdo e apresentou uma queda
no 4° dia e no 7°% e 10° dia (Quadro 1, fig. 8 € 9), a velocidade maxima do pico
sistdlico da artéria intra-ovariana no periodo ocorreu no 4° dia, e foi de 23,18cm/s, ou

seja ha quatro dias do dia provavel da ovulacao (quadro 1, Gréafico 10).

No foliculo 2 da cadela n® 1 o crescimento folicular teve seu maior tamanho
até o quinto dia de avaliacao ultra-sonografica € no nono dia houve uma diminuicao
expressiva da estrutura circunscrita apresentando uma queda no 6 e 9 dias, as
imagens ultra-sonograficas desse periodo ndo foram claras e acreditamos que
houve uma luteinizacdo e ndo uma ovulacdo, portanto esse foliculo nao foi

considerado nas médias da VPS, IR e IP (Fig. 5 e quadro 2).
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No animal n® 1, o ovario direito ndo foi examinado de forma seriada, pois nas
primeiras avaliagbes foram verificadas medidas extremamente variadas, nao

correspondendo as avaliacdes crescentes conforme o esperado.

Quadro 1: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de
células superficiais, dias de avaliacdo ultra-sonogréafica, do ovario esquerdo,
didmetro externo do foliculo n® 1 (mL/mm) e acompanhamento luteal pelo diametro
externo da estrutura, IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo da artéria intra-
ovariana da cadela n° 1, durante a fase folicular do ciclo estral. Botucatu, 2008.

01 0,63 41 0,04 0,58 0,84 3,2 17,44
02 - 71 0,03 0,58 1,2 3,2 16,96
03 4,35 83 0,04 0,65 1,24 41 22,95
04 - - 0,10 0,61 1,1 5,2 23,18
05 - 88 0,18 0,54 0,72 6,2 20,30
06 - 96 0,18 0,6 1,13 6,7 20,54
07 - - 0,18 0,62 1,04 6,2 21,93
08 - - 0,18 0,63 1,29 6,6 22,43
09 31,13 76 0,03 0,59 1,49 2,5 18,34
10 28,67 09 0,12 0,59 1,1 54 17,74
11 - - 0,06 0,54 0,81 4.2 19,35
12 - - 0,06 0,54 0,81 3,9 19,12
13 - - 0,06 0,72 1,77 4.3 18,03
14 - - 0,06 0,7 1,2 3,9 17,42
15 - - 0,04 0,65 1,35 3,9 15,68
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Quadro 2: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de
células superficiais, dias de avaliacdo ultra-sonogréafica, do ovario esquerdo,
didametro externo do foliculo n® 2 (mL/mm) e acompanhamento luteal pelo diametro
externo, IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo da artéria intra-ovariana da cadela
n°1, durante a fase folicular do ciclo estral. Botucatu, 2008.

Dia_s d? P4 Célu_la_ Mensgragéo IR P I_Vlensurag:éo do
avalljggao ng/mL sup(eo;:)lmal do fc(:)r:tt);lo 2 ovario E | Ovario E | €1X© d(o n:&l;culo 2| VPS (cm/s)
01 0,63 41 0,01 0,58 0,84 3,4mm 17,44
02 - 71 0,02 0,58 1,2 3,4mm 16,96
03 4,35 83 0,03 0,65 1,24 4,1mm 22,95
04 - - 0,07 0,61 1,1 5mm 23,18
05 - 88 0,15 0,54 0,72 5,7mm 20,30
06 - 96 0,12 0,6 1,13 5,3mm 20,54
07 - - 0,12 0,62 1,04 5,4mm 21,93
08 - - 0,12 0,63 1,29 5,4mm 22,43
09 31,13 76 0,06 0,59 1,49 4,6mm 18,34
10 28,67 09 0,04 0,59 1,1 4,3mm 17,74
11 - - 0,06 0,54 0,81 4,8mm 19,35
12 - - 0,06 0,54 0,81 4,8mm 19,12
13 - - 0,06 0,72 1,77 4,8mm 18,03
14 - - 0,04 0,7 1,2 4,7mm 17,42
15 - - 0,04 0,65 1,35 4,7mm 15,68
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Figura 8: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de resistividade
do 12 foliculo do ovario esquerdo da fémea n° 1. Botucatu, 2008.
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Figura 9: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de pulsatilidade
do 12 foliculo do ovario esquerdo da fémea n° 1. Botucatu, 2008.
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Figura 10: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e velocidade maxima do
12 foliculo do ovario esquerdo da fémea n° 1. Botucatu, 2008.



Figura 5: Acompanhamento da fase folicular até o colapso pela medida de sua
parede externa por meio de planos longitudinais e longitudinais obliquos do animal
n°1. A—dia1; B-dia 3; C e D-dia 4; E — dia 6;F,G,H e | — dia 8.

Figura 6: Imagens ultra-sonogréficas do inicio do acompanhamento luteal do
animal n° 1. A — dia 9 em plano longitudinal. B e C — dia 10 em plano longitudinal

obliquo e transversal.

Figura 7: Imagens ultra-sonograficas da dindmica do
desenvolvimento luteal do animal n° 1 em planos
longitudinais obliquos e planos longitudinais. A — dia
11. B —dia 13. C —dia 14. D —dia 15. E — dia 16.
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Animal n°2 - SRD, adulta, 6Kg.

O ovario direito foi avaliado por 16 dias a partir do inicio do proestro. Foi
observado um aumento crescente do volume folicular até o quinto dia de avaliacao
ultra-sonografica. (Fig. 11) O colapso folicular nao foi visibilizado nesse animal e a
formacao do corpo hemorragico, provavelmente, ocorreu no sexto dia de avaliacao
ultra-sonografica pela substituicdo da estrutura circunscrita anecdica de parede
regular por outra de dimensdes menores e contornos irregulares. O corpo luteo foi
confirmado pelo aumento do didmetro externo da parede e diminuigdo do didmetro
interno, no nono dia de avaliacao (Fig. 12) A ovulacdo provavelmente ocorreu nos
dias 5, 6 e 7 da avaliagéo (Quadro 3).

O IR do ovario direito da cadela n? 2 apresentou uma queda no sétimo dia de
0,59 para 0,57 (Fig. 13). O IP apresentou uma queda no 4° dia dos exames,
diminuindo para 0,89 no dia 7 (Fig. 14). A velocidade maxima do fluxo sanguineo,
observada no periodo, foi de 30,31cm/s no 22 dia de exame, sendo que variou de
12,88 a 30,31cm/s, ou seja, 4 dias da provavel ovulagao (Fig. 15).

Com relacao ao ovario esquerdo, também foi avaliado por 16 dias a partir do
inicio do proestro. Foi observado um aumento do volume folicular no primeiro dia de
avaliacdo ultra-sonografica. O colapso folicular nao foi visibilizado nesse animal e a
formacdo do corpo hemorragico ocorreu no segundo dia de avaliacdo ultra-
sonografica (Fig. 15). O corpo luteo foi confirmado pela permanéncia do diametro
interno de 0,01ml equivalente 0,2cm x 0,3cm e presenca do didmetro externo
espessado a partir do quarto dia de avaliagdo (Quadro 4, Fig. 16).

O IR do ovério esquerdo da cadela n® 2 apresentou uma queda no 3° dia de
exame de 0,56 para 0,53.(Fig 17). Os valores do IP iniciaram sua queda no 3° dia de
exame ou seja 24h apds a ovulacao (Fig. 18). A velocidade do fluxo sanguineo do

pico sistolico foi de 30,50cm/s e ocorreu 24h antes da ovulagao (Fig. 19).
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Quadro 3: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de
células superficiais, dias de avaliacao ultra-sonografica do crescimento folicular por
didmetro externo e avaliacdo luteal pela medida do diametro externo da maior
estrutura (mL/mm) do ovario direito, IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo da
artéria intra-ovariana da cadela n° 2, durante a fase folicular do ciclo estral. Botucatu,
2008.

Dia_s d? P4 Célu_la_ Mensuragép do IB_ IP_ M(_ensuragéo do VPS
s | mamL | o ml) | diveito | direito | Foliculo (mm) | ™
80
01 7,615 92 0,02 0,53 1,5 3 28,34
02 - 92 0,02 0,49 0,99 2,4 30,31
03 19,57 95 0,02 0,56 1,47 2,7 27,44
04 - - 0,08 0,53 0,92 5,2 27,59
05 33,28 95 0,08 0,59 1,36 5,2 22,65
06 - - 0,06 0,59 1,07 3,8 20,78
07 23,67 83 0,04 0,57 0,89 44 17,90
08 - - 0,04 0,57 1,12 3,5 18,55
09 22,13 - 0,15 0,56 1,04 6,2 16,34
10 - - 0,15 0,63 1,07 5,9 18,87
11 - - 0,14 0,45 0,59 55 17,02
12 - - 0,14 0,52 0,76 5,6 15,21
13 - - 0,14 0,43 0,52 5,9 13,74
14 34,74 - 0,14 0,51 0,82 5,9 14,63
15 - - 0,14 0,65 1,1 5,6 12,88
16 - - 0,14 0,48 0,81 5,6 13,01
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Figura 13: Relagao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de resistividade
do ovario direito da fémea n° 2. Botucatu, 2008.
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Figura 14: Relagao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de pulsatilidade
do ovério direito da fémea n° 2. Botucatu, 2008.
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Figura -15: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e velocidade maxima
do ovario direito da fémea n° 2. Botucatu, 2008.



Figura 11: Imagens ultra-sonogréaficas da dindmica do crescimento folicular e
desenvolvimento luteal do ovario direito do animal n°2. A —dia 1. B — dia 2. C — dia
4.D-dia5. E—dia6. F—dia 7. (Seta = Foliculo principal)

Figura 12: Imagens ultra-sonograficas da dindmica do desenvolvimento luteal do
ovario direito do animal n°2. A—dia 7; B —dia 9; C dia 10; D — dia 12; E dia 14;. F
—dia 16. (Seta = Formagéo luteal principal)
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Quadro 4: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de

células superficiais, dias de avaliacao ultra-sonografica do foliculo pela medida do

didmetro externo do maior foliculo e avaliagao luteal pela medida do diametro interno

do corpo luteo (mL/mm) do ovario esquerdo, IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo

da artéria intra-ovariana da cadela n° 2, durante a fase folicular do ciclo estral.
Botucatu, 2008.

ias ggo P4 sugi'r‘f'i'gial nﬁ%n\?;lr:rio IR ovario | IP ovario Me;; eixo | VPS
US ng/mL (%) F?Ilculo Esquerdo | esquerdo maior do (cm/s)
maior (mL) foliculo (mm)
80
01 7,615 92 0,06 0,53 0,7 4,5 30,50
02 92 0,01 0,56 0,8 2,2 30,43
03 19,57 95 0,01 0,53 0,78 2,4 28,93
04 - 0,01 0,5 0,7 2,2 23,77
05 33,28 95 0,01 0,5 0,74 2,0 21,55
06 - 0,01 0,45 0,67 2,3 20,81
07 23,67 83 0,01 0,42 0,51 2,0 22,85
08 - 0,01 0,42 0,51 2,0 18,06
09 22,13 - 0,01 0,43 0,58 2,0 19,16
10 - 0,01 0,63 0,71 2,3 19,39
11 - 0,01 0,49 0,63 2,3 20,92
12 - 0,01 0,48 0,73 2,2 18,45
13 - 0,01 0,5 0,65 2,0 14,15
14 34,74 - 0,01 0,47 0,78 2,1 12,72
15 - 0,01 0,51 0,59 2,4 17,44
16 - 0,01 0,5 0,8 2,2 12,72
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Figura 17: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de resistividade
do ovario esquerdo da fémea n° 2. Botucatu, 2008.
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Figura 18: Relagao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de pulsatilidade
do ovario esquerdo da fémea n° 2. Botucatu, 2008.
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Figura 19: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e velocidade méxima do
ovario esquerdo da fémea n® 2, 2008.



Figura 16: Imagens ultra-sonogréficas da dinamica folicular e desenvolvimento luteal
do ovério esquerdo do animal n°2. A —dia 1; B —dia 2; C —dia 4; D — dia 7;. E — dia
11, detecgao da vascularizagao intra-ovariana;. F — 15.
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Animal n° 3 - SRD, adulta, 4Kg.

Foi examinada 8 vezes num periodo de 10 dias. O crescimento folicular do
ovario direito ocorreu até o segundo dia de avaliagdo ultra-sonografica (Fig. 20) O
colapso folicular ndo foi visibilizado neste animal, porém, do segundo para o terceiro
dia, a estrutura circunscrita anecodica de parede regular desapareceu, sendo
substituida por uma estrutura hipoecogénica. Provavelmente a ovulagdo ocorreu no
dia 3 e 4 da avaliacdo. Neste caso em particular o diametro da estrutura externa
diminuiu. O IR no segundo dia era de 0,54 e diminuiu para 0,44 no terceiro e quarto
dia, ou seja, a redugdo mais evidente foi no dia da ovulagdo, no periodo avaliado o
IR variou de 0,46 a 0,58. O IP oscilou e apresentou uma queda no 3° e 7° dia de
avaliacdo. Seu valor foi de 0,86 e diminuiu para 0,57 no terceiro dia e 0,58 no quarto
dia (Quadro 5, Fig. 21 e 22) A maxima velocidade do pico sistélico foi de 22,94 cm/s
e ocorreu no 2° dia, ou seja 24hs antes do dia provavel da ovulagéo. A velocidade do
pico sistdlico oscilou de 10,45 a 22,94 cm/s (Fig. 23).

O ovario esquerdo nao foi considerado, pois ndo demonstrou crescimento
folicular crescente ou estruturas com tamanho compativel com foliculo ovariano. As

estruturas inicialmente avaliadas n&o apresentaram crescimento significativo.
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Quadro 5: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de
células superficiais, dias de avaliagao ultra-sonografica, medida do didmetro externo
do maior foliculo (mL), IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo da artéria intra-
ovariana do ovario direito da cadela n° 3, durante a fase folicular do ciclo estral.
Botucatu, 2008.
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USs 9 (%) o direito | direito (mm) (cmis)
01 30,935 64 0,05 0,46 0,5 4 22,09
02 - - 0,04 0,54 0,86 3,8 22,94
03 32,815 1 0,01 0,44 0,57 2,2 19,18
04 - - 0,01 0,44 0,58 2,1 20,20
05 - - - - - -
06 - - 0,01 0,58 1 1,5 20,51
07 - - 0,06 0,54 0,77 3,8 20,18
08 - - 0,04 0,48 0,73 3,7 11,51
09 - - - - - -
10 23,675 - 0,04 0,55 1,03 3,6 10,45
0,07 0,70
0,06 0,60
o
3 005 /.\\ . L 0,50
S 0,04 0,40
o o«
‘B 0,031 - 0,30
c
o
£ 0,021 0,20
(]
B N B
0,00 - | | | | : | | - 0,00
1 2 3 4 6 7 8 10
Dias de Exame
mmm Dinamica Folicular ~==m Formacdo Luteal —— IR

Figura 21: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de resistividade
do ovario direito da fémea n° 3. Botucatu, 2008.
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Figura 22: Relacado entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de pulsatilidade
do ovario direito da fémea n° 3. Botucatu, 2008.
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Figura 23: Relacdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e velocidade méxima do
ovario direito da fémea n° 3. Botucatu, 2008.




Figura 20: Imagens ultra-sonograficas da dindmica do
crescimento folicular e desenvolvimento luteal do animal n° 3. A
— dia 1; B e C- dia 2; D — dia 3; E — dia 4 em planos
longitudinais e; F — dia 6; G — dia 8; H — dia 10 em planos
transversais e longitudinais obliquos.
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Animal n2 4- SRD adulta, 8 Kg

Foi examinada em dias alternados, completando 11 avaliagdes. No ovario
direito foi verificado crescimento folicular até o quarto dia da avaliacdo. No quinto
dia, a estrutura circunscrita anecdica foi substituida por uma estrutura hipoecogénica
(Fig. 24), e a provavel ovulagdo ocorreu no quinto dia das avaliagées. O IR no ovario
direito variou de 0,45 a 0,58, durante as avaliacdes, e apresentou o inicio de declinio
no sexto dia da avaliagdo, diminuindo para 0,5 e 0,45 no sexto e sétimo dia
respectivamente, e a redugao do valor foi mais definida 24h depois da ovulagéo.
(Fig. 25) O IP variou de 0,8 a 1,67 apresentando uma queda significativa no 2° e 5°
dias. A maxima velocidade do fluxo sanguineo da artéria intra-ovariana foi de
18,10cm/s e ocorreu no 5° dia, mesmo dia da provavel ovulagéo. (Quadro 6, Fig. 26
e 27).

No animal n® 4, os exames do ovario esquerdo ndo foram considerados uma
vez que os foliculos ndo se mostraram totalmente visiveis, com imagens pouco

definidas o que dificultou as medidas no decorrer da avaliagao diaria.
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Quadro 6: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de
células superficiais, dias de avaliagao ultra-sonografica, medida do didmetro externo
do maior foliculo (mL), IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo da artéria intra-
ovariana do ovario direito da cadela n° 4, durante a fase folicular do ciclo estral.
Botucatu, 2008.

aela?}%géeo ngF;?nL su(;:)zlrl;‘lilc?ial vl\g:eunr;:rsganc:;gr oyla?[io oyl-;io Mn?:i?)l:rfaoﬁ:% ﬂ)o (<\:In|:/ss )
(%) foliculo (mL) direito direito
- - 36 - - - - -
01 1,095 47 0,02 0,5 1,33 2,8 16,12
02 - 40 0,02 0,54 1,04 2,7 14,36
03 - 61 0,08 0,54 1,25 4,4 18,05
04 - 61 0,09 0,55 1,25 53 16,41
05 - 51 0,03 0,55 0,8 3,3 18,10
06 - 90 0,02 0,5 1,25 3 16,48
07 13,495 80 0,12 0,45 1,67 4,1 15,04
08 - 80 - - - - -
09 33,155 80 0,14 0,58 1,65 4,5 14,70
10 29,03 13 - - - - -
11 - 14 0,015 - 1,6 6,2 12,56
0,16 0,70
0,14 1 0,60
:g, A * * = 1 0,50
E 0,10 1 040
50
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0,02 | 1 0,10
0,00 ] 1 . 1 1 1 I 1 . 1 ‘ ‘ - 0,00
1 2 3 4 5 6 7 9 11
Dias de Exame
mmm Dindmica Folicular === Formagcéo Luteal —e— IR

Figura 25: Relagao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de resistividade
do ovario direito da fémea n° 4. Botucatu, 2008.
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Figura 26: Relacao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de pulsatilidade
do ovario direito da fémea n° 4. Botucatu, 2008.
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Figura 27: Relagdo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e velocidade do ovario
direito da fémea n° 4. Botucatu, 2008.
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Figura 24: Imagens ultra-sonogréficas da dindmica do
crescimento folicular e desenvolvimento luteal do animal n° 4.
A—-dia1.B-dia2.C-dia3.D—-dia4. E-dia5. F-dia6. G
eH-dia9.ledJ—dia 11. (% = Foliculo principal)
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Animal n°5- SRD, adulta, 10Kg

Colapso folicular nao foi visibilizado neste animal, porém, do segundo para o
terceiro dia da avaliagdo no ovario esquerdo, a estrutura circunscrita anecoica de
parede regular desapareceu, sendo substituida por uma estrutura hipoecogénica.
Provavel ovulacédo ocorreu no terceiro dia (Fig. 28). O IR variou de 0,46 a 0,64 do
primeiro dia de avaliagdo até o 12° dia, apresentando uma queda no 4° dia, de 0,61
do 3¢ dia para 0,59 no quarto dia, a queda mais significante ocorreu 24h depois da
ovulagao (Fig. 31). O IP variou de 0,65 a 1,12 do primeiro dia ao 12°, sendo que
apresentou queda significativa no 3° e 5° dias, com IP de 0,58 no terceiro dia, e 0,89
no quinto (Fig. 32). A maxima velocidade do pico sistdlico foi detectada no 4° dia de
exame alcancando 33,45cm/s (Fig 33). Durante o periodo estudado ela variou de
13,44 a 33,45,cm/s (Quadro 7).

O ovario direito nao foi considerado, pois ndao demonstrou crescimento
folicular crescente ou estruturas com tamanho compativel com foliculo ovariano. As
estruturas inicialmente avaliadas nao apresentaram crescimento significativo. Com o
uso do Doppler e identificacdo do fluxo intra-ovariano, os resultados também se
mostraram inconsistentes, ora apresentavam coloragédo, ora ndo. Desta maneira os
resultados ndo constam neste trabalho. Outro fato observado no ovério direito foi a
manutengdo de suas dimensdes durante todas as avaliagbes ndo demonstrando o

crescimento do érgéo.
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Quadro 7: Resultados de progesterona sérica em ng/mL, porcentagem de
células superficiais, dias de avaliacao ultra-sonografica, medida do diametro interno
do maior foliculo (mL), IR e IP e velocidade do fluxo sanguineo da artéria intra-
ovariana do ovario esquerdo da cadela n° 5, durante a fase folicular do ciclo estral.
Botucatu, 2008.

Dias de P4 Célula Mensuragao do IR ovario | IP Ovario Mensuragao do
avaliacao na/mL superficial | volume maior E E eixo maior VPS (cm/s)
us 9 (%) foliculo (mL) foliculo (mm)
01 - 54 0,03 0,56 0,83 3,1 21,06
02 14,13 89 0,03 0,63 0,89 3,2 27,81
03 - - 0,01 0,61 0,58 2,5 29,92
04 19,35 55 0,01 0,59 1,1 2,6 33,45
05 - - 0,01 0,6 0,89 1,8 28,74
06 27,745 83 0,01 0,64 1,12 2,6 24,41
07 - - 0,01 0,53 0,8 2 21,60
08 33,77 - 0,01 0,51 1,01 1,3 24,19
09 - - 0,01 0,53 0,65 1,6 23,62
10 28,67 - 0,01 0,63 1,01 1,5 13,44
11 - - 0,01 - - 1,8 -
12 38,74 - 0,01 0,59 0,89 1,8 16,73
13 - - 0,01 0,54 0,77 1,5 15,84
0,04 0,70
0,03 -— Av/’\ 2| 060
o \\/o/
S 0,03 0,50
8
S 0,02 0,40
S o
B 0,02 0,30
c
L)
E 001 1 - 0,20
o
0,01 1 - 0,10
0,00 - 1 1 1 1 1 1 - 0,00
2 3 4 5 6 7 8 9 10

1

Dias de Exame

mmm Dingmica Folicular ~ ==m Formacdo Luteal —o— IR

Figura 31: Relagédo entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de resistividade
do ovario esquerdo da cadela n° 5. Botucatu, 2008.
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Figura 32: Relagao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e indice de pulsatilidade
do ovario esquerdo da cadela n° 5. Botucatu, 2008.
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Grafico 33: Relacao entre as medidas de crescimento folicular, luteal e velocidade maxima
do ovario esquerdo da cadela n° 5. Botucatu, 2008.



Figura 28: Imagens ultra-sonogréficas da dinamica do crescimento folicular e
desenvolvimento luteal do ovario esquerdo do animal n°5. A—dia 1. B—dia 3. C —dia
4. D-dia7. E—dia8. F—dia9. [= medida externa = medida interna |

Figura 29: Imagens ultra-sonograficas da dindmica do desenvolvimento
luteal do ovario esquerdo do animal n°5. A —dia 11. B —dia 13.

Figura 30: Imagem ultra-sonografica
duplex Doppler caracterizando a
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presenca do fluxo sanguineo em
corpo lateo de ovario, utilizando
Doppler colorido, da cadela n? 5.

Figura 34 A, B, e C - imagem ultra-sonografica do Doppler colorido do ovario da cadela n? 4,
A) no dia da ovulacdo, B) dois dias depois da ovulacéo e C) quatro dias depois da ovulagéo.
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As ovulacdes foram evidenciadas em seis (85,7%) dos sete foliculos
acompanhados nesse estudo, essas foram caracterizadas pela substituicdo da
imagem circunscrita anecbica de parede regular por uma estrutura hipoecogénica de
contornos irregulares ou diminuicao das dimensdes foliculares.

Durante toda a fase de proestro e estro foi possivel detectar o Doppler
espectral e colorido (Fig. 34).

A presenca de corpos luteos foi identificada em 100% das cadelas estudadas
apos a ovulagao, caracterizada por uma imagem hipoecogénica com aumento do

didmetro externo da parede e diminuicao do diametro interno.

A maxima velocidade do fluxo sanguineo intra-ovariano no pico sistélico
ocorreu 120 h em 16,67% antes da ovulacédo, 96h antes em 16,67%, 24h antes em
33,33%, no dia em16,67% e 24h depois da ovulacdo em 16,66%.

As velocidades do pico sistdlico nas cadelas desse experimento variaram de
10,45 a 33,50cm/s, e a média das VPS nesse periodo foi de 26,41cm/s.

Com relacao as ovulagdes detectadas o IR apresentou uma reducao no dia
da ovulagao em 33,33% dos ovarios, 66,67% 24h depois da ovulacdo, e os valores

nesse periodo variaram de 0,44 — 0,59.

Quanto a variagédo do IP dos ovarios, observamos quedas oscilantes de 120h
antes e até 24h depois da ovulacdo. Mas a queda mais freqliente do IP foi
observada no dia da ovulagdo em 50% dos casos e 50% 24h depois da ovulagao e o

valor desse variou de 0,57-1,1.
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6. DISCUSSAO

O mercado Pet no Brasil cresce cerca de 20% ao ano e movimenta
aproximadamente 40 bilhdes/ano. O Brasil é o primeiro mercado da América Latina
e o terceiro do mundo no segmento que envolve a criacao e a industria de animais
de companhia. Para acompanhar esse crescimento, os profissionais ligados a area
necessitam de informacdes atualizadas e abertura de novas especialidades para
apoiar a reproducéao e a criagao de animais de companhia.

Dentro desse contexto e somado as particularidades da biologia reprodutiva
dos caes e gatos, a ultra-sonografia surgiu como uma modalidade de diagndstico por
imagem, primeiro, na medicina humana e posteriormente na medicina veterinaria
sendo hoje uma pratica imprescindivel para o diagnéstico seguro e precoce de
inUmeras doencas. Além disso, a ultra-sonografia tem um papel importante no
diagnoéstico precoce de gestagdo das diversas espécies domesticas facilitando o

manejo reprodutivo.

A avaliagdo ultra-sonografica da dindmica do crescimento folicular nos
bovinos e eqlinos € uma pratica que possibilitou um avanco consideravel na
utilizacdo das técnicas de reproducéo artificial. Do mesmo modo, em se tratando da
espécie canina, ainda existem muitas dificuldades no estudo da dinamica do
crescimento folicular e deteccédo do processo da ovulacdo, o que impossibilita 0 uso
de muitas técnicas de produgédo de embrides in vitro. Uma etapa fundamental para o
controle do ciclo reprodutivo das cadelas € o acompanhamento ultra-sonografico do
crescimento folicular e formagéo luteal, por isso o objetivo principal deste trabalho foi
acompanhar o processo de crescimento folicular, ovulacdo e formacao luteal por
meio de exames ultra-sonograficos em modo B. Também foi objeto de estudo o uso
da Dopplerfluxometria para a determinacdo dos indices de resistividade e
pulsatilidade da artéria intra — ovariana na fase folicular e inicio do diestro do ciclo
estral de cadelas.

Uma das maiores dificuldades encontradas no exame ultra-sonografico dos
ovarios na espécie canina é seu pequeno tamanho, sua ecogenicidade semelhante
aos tecidos adjacentes e a bursa ovariana (ENGLAND et al., 2003); além disso, a
presenca ou auséncia de estruturas no estroma ovariano altera a visibilizacao desse
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orgao no exame ultra-sonografico (JARRETA, 2004). A despeito de todas essas
dificuldades a presenca de gases e fezes nas algas intestinais causa artefatos de
imagem, tornando esse exame mais trabalhoso. Nesse aspecto torna - se
necessario o preparo prévio do animal com jejum alimentar de 12h e administracdo

de substancias antifiséticas.

Neste trabalho as fémeas foram alojadas no canil da pds - graduacéo e no
momento do exame eram transferidas para o setor de diagnéstico por imagem, esse
exame sempre ocorria antes da primeira alimentacdao do dia; nesse trajeto as
cadelas normalmente defecavam o que facilitava a visibilizagdo dos ovarios. Se no
inicio do exame os ovarios ndo eram visibilizados completamente pela presenca de
artefatos de imagem, o animal era retirado da mesa e estimulado a se movimentar

para eliminacao das fezes e dos gases.

Um aspecto importante para a realizagdo do exame ultra-sonografico € a
tricotomia, que deve ser realizada sempre a partir do 10° espaco intercostal até a
regidao do pubis e lateralmente até a regido dos musculos sublombares. Essa
tricotomia associada ao uso do gel facilita a visibilizacdo dos ovarios pois aumenta a
aderéncia da probe com a pele, melhorando a manuseio e a movimentagcado do

transdutor.

No exame ultra-sonografico, a posicdo do animal durante a avaliacao deve
ser considerada. Neste trabalho os animais eram inicialmente examinados em
decubito lateral esquerdo e direito, em decubito dorsal e em alguns casos em
estacdo. Uma das situagdes observadas foi a inquietacdo de algumas fémeas
durante o exame, devido ao tempo normalmente longo, utilizado para visibilizar os
ovarios, direito e esquerdo, mensuragdes e avaliacbes das suas estruturas. Para
contornar essa situacao os animais eram afagados e juntamente com a penumbra e
o siléncio do ambiente geralmente se tranquilizavam, dormiam e desta forma o

exame podia prosseguir sem problemas.

Todos os cinco animais avaliados no presente estudo eram de porte pequeno,
com peso variando de 4 a 10 Kg. Isto nos permitiu trabalhar com um transdutor de
10MHz que proporcionou uma melhor definicdo dos contornos, das estruturas intra -
ovarianas e principalmente da artéria intra - ovariana.
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Durante a fase de anestro do ciclo estral os ovarios sao dificeis de serem
identificados ou visibilizados pois ndo possuem nenhuma estrutura anecogénica ou
hipoecogénica que facilite sua deteccdo. (FONTBONE & MALANDAIN, 2006).
Portanto, na fase de proestro, os ovarios sao identificados com maior facilidade e
geralmente numa posi¢cdo caudo-ventral em relacdo aos rins. No trabalho em
questao, os ovarios foram visibilizados caudal aos rins, dorso-caudal e as vezes em

localizagdo mais superficial no abdémen.

No inicio do proestro os ovarios sao visibilizados com mais facilidade pois ja
possuem varios foliculos em crescimento (ENGLAND et al., 2003; JARRETA, 2004),
da mesma forma, o Color Doppler na artéria intra - ovariana comegca a ser

visibilizado mais facilmente possibilitando a avaliacdo quantitativa do vaso.

Uma das maiores dificuldades encontradas no monitoramento dos foliculos
durante a fase de proestro € o tamanho pequeno das estruturas foliculares e a
identificacdo segura dos varios foliculos em crescimento, por isso, ©
acompanhamento diario ou no minimo a cada 48 horas é de suma importancia
(FONTBONE & MALANDAIN, 2006). Para contornar esse problema utilizou-se um
esquema (Fig. 2) no qual era desenhado o posicionamento das estruturas com a
finalidade de facilitar a identificagdo da mesma imagem no dia seguinte. Ainda com
relacdo a dificuldade na identificacdo e mensuracdo de todos os foliculos em
crescimento, optou-se pela avaliacdo e mensuracdo do foliculo maior que
denominamos de principal. Desta forma tentou-se estabelecer uma metodologia de
avaliacdo e medigcéo dos foliculos e dos corpos luteos.

A taxa de ovulagao nas cadelas é dependente do porte e da raca dos animais,
variando de 0 a 5 nas cadelas de pequeno porte, 3 a 10 nas cadelas de médio porte
e de 5 a 18 nas cadelas de racas grandes ou gigantes (CONCANNON et al., 1989;
ENGLAND & CONCANNON, 2002; LUVONI et al., 2006; CONCANNON &
VERSTEGEM, 2005; FONTBONE & MALANDAIN, 2006) portanto, o namero de
foliculos em crescimento € elevado e dificil de serem identificados individualmente.
Outro fato importante a ser considerado é que o processo de ovulacdo nas cadelas
nao é simultaneo, ou seja, da primeira até a ultima ovulacao decorre um tempo de
aproximadamente 24 horas, portanto, os foliculos se desenvolvem de forma
assincrénica o que dificulta ainda mais a medi¢cao de todos os foliculos. Por isso o
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acompanhamento folicular neste trabalho mediu apenas as estruturas maiores, as

quais foram avaliadas até a formacao luteal.

De acordo com os trabalhos de ENGLAND & ALLEN, 1989 a e HAYER et
al.,(1993) os primeiros foliculos ovarianos foram detectados quatro dias apés o inicio
do proestro e mediam 4mm de diametro. A primeira identificagdo dos foliculos
ovarianos, neste trabalho, foi realizada no segundo e terceiro dia do inicio do
proestro e mediam entre 2,5 a 4,5mm.

Apés o inicio do crescimento folicular, foi observado um aumento crescente
dos foliculos e os foliculos pré-ovulatorios atingiram cerca de 3,2 a 6,7mm, nao
considerando as cadelas individualmente. Esses valores foram semelhantes aos
valores de England e Allen, (1989b) no momento da onda de LH, entretanto, foram
inferiores aos resultados de Yeager e Concannon, (1989) cujos valores foram de 8 a
9 mm, de England e Allen, (1989%) e Hayer, (1993) com valores de 6 a 9 mm, e
England e Allen, (1989b) com valores de 7 a 11mm, proximo as ovulagoes.

Nossas avaliacées minimas e maximas foram menores do que a descrita pela
maioria dos autores, entretanto, temos que considerar as diferencas raciais,
incluindo o tamanho e peso dos animais avaliados (Fontbonne e Malandain, 2006),
aléem do que, a maioria dos estudos foi realizada no hemisfério norte, e os nossos,
no hemisfério sul. Outra diferenca vista foram os aparelhos de ultra-sonografia
utilizados nos exames. A avaliacdo de estruturas ovarianas tais como o
desenvolvimento folicular, a ovulacdo e a presenca de corpo luteo, requerem um
transdutor de alta resolugcéo e exames diarios ao longo do ciclo para a observacéo
de alteracbes das imagens observadas (BOYD et al., 1993; NYLAND et al.,2002;
JARRETA, 2004). Segundo Fontbone & Malandaim, (2006) independente da raca,
as dimensbes dos foliculos pré-ovulatérios variam entre 6 a 9 mm e normalmente, a

ultra-sonografia subestima o niumero de foliculos.

Durante nosso acompanhamento ultra-sonogréafico diario observamos um
crescimento assincrénico dos foliculos, o que nos levou a identificar e mensurar
apenas os foliculos maiores ou principais, desprezando os foliculos menores e mais
dificeis de serem visibilizados e acompanhados. Este fato norteou nossa decisao de
nao descrever os resultados referentes aos ovarios direito da cadela n® 1 e esquerdo
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das cadelas n® 3 e 4 onde as medidas foram extremamente variadas, néo
correspondendo a avaliagbes crescentes conforme o esperado. Uma outra possivel
explicacdo para essa dificuldade encontrada na mensuragéao de foliculos pequenos
foi o porte dos animais avaliados; todas as fémeas eram de tamanho pequeno, o
que de um lado foi benéfico, mas em contrapartida as estruturas analisadas eram

multiplas e extremamente pequenas.

Uma das maiores dificuldades na identificacdo do momento ideal da
inseminacao artificial (I.A.) em caes, é a deteccdo das ovulagdes; até a ultima
década, as Uunicas possibilidades de identificar indiretamente o0 momento de
aparecimento da onda pré-ovulatéria de LH era por meio da realizagdo da citologia
vaginal e de dosagens séricas de progesterona. Uma concentracao plasmatica de
progesterona de 2 ng/ml (16 nmol/ L) correspondente ao dia 0 da onda pré-
ovulatéria de LH (KUSTRITZ, 2001; LOFSTEDT, 2004; REYNAUD et al., 2005;
GIER, 2006).

O exame citoldgico € de facil realizagdo, porém, nao determina com acuréacia
o dia da ovulacdo. A combinacdo das concentragcées de progesterona, do LH,
analise das células do epitélio vaginal e endoscopia vaginal sdo essenciais para
facilitar a determinacdo da ovulagdo de uma forma mais confiavel (ENGLAND &
CONCANNON, 2002), mas independente da combinacao desses diversos critérios,
os resultados de I. A. com sémen resfriado ou congelado s&do muito baixos, aquém,
dos resultados obtidos em outras espécies e isso se deve basicamente a dificuldade
de depositar o sémen no momento mais adequado do ciclo estral nas cadelas.

De acordo com o trabalho de Fontbonne e Malandain, (2006) as dosagens de
progesterona no momento das ovulagcdes revelaram-se constante, com valores de
6,25+ 1.55 ng/mL. Nesse estudo a deteccao da ovulagao através da ultra-sonografia
mostrou ser o método clinico mais rigoroso e a realizacdo de dois exames diarios
ndao demonstrou qualquer contribuicdo adicional e portanto, foi recomendado um
exame ultra-sonografico diario dos ovarios. Nossos resultados de progesterona e
citologia vaginal foram inconsistentes, ndo sendo possivel estabelecer uma

correlagdo com os achados ultra-sonograficos.
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Na cadela n® 1, ovario esquerdo, o segundo foliculo considerado, apresentou
uma imagem ultra-sonografica compativel com ovulagdo no momento onde a
concentracao de progesterona estava ao redor de 4,35 ng/mL, com 88% de células
superficiais na avaliacao citolégica. No animal n® 2, a progesterona apresentou
resultados préximos de 7,6 ng/Ml, com citologia de 92% de células superficiais e
com imagem ultra-sonografica caracteristica de ovulagdo. Ja a cadela n°® 4,
apresentou concentragao sérica de progesterona de 1,09ng/mL, citologia de 60% de
células superficiais, no dia em que a imagem circunscrita anecdica foi substituida por
uma imagem hipoecogénica de contornos irregulares. Na fémea n°® 5 apenas a
citologia vaginal foi compativel com a imagem ultra-sonografica de ovulagéo, 89% de
células superficiais, embora essa avaliacdo isoladamente nado identifique com
seguranca a onda pré-ovulatéria de LH e nem as ovulacdes (ENGLAND &
CONCANNON, 2002).

Em algumas cadelas foi possivel avaliar a visibilizagdo Iuteal pela
mensuragao externa acompanhando o corpo luteo pelo seu contorno externo. Ja em
outras cadelas nao foi possivel a definicido da parede externa e o provavel corpo

luteo foi acompanhado pela mensuracao do didametro interno da estrutura principal.

Desde o primeiro dia de exame ultra-sonografico, ou seja, na fase de proestro
foi possivel detectar a vascularizacao intra-ovariana pelo Doppler colorido bem como
a sua onda espectral.

Com relacédo a velocidade do pico sistélico observamos que os valores
maximos de VPS foram encontrados de 120h antes até 24h depois da ovulagéo,
sendo que a maioria desses resultados é discordante de Koster et al. (2001) que
relataram que os valores da velocidade do pico sistélico foram significativamente
maiores dois dias depois da ovulagcéo, assim como descrito por Tan et al., (1996).

Com relagdo a maxima VPS encontrada préxima ao periodo de ovulagao,
notamos que uma vez que essa atingiu as altas velocidades, durante o periodo de
proestro e estro, a velocidade s6 tende a diminuir e ndo atinge valores altos
novamente. Esses dados sao parcialmente semelhantes aos obtidos em mulheres,
pois a maxima velocidade do fluxo sanguineo intra-ovariano nas mulheres ocorre no
dia da ovulacdo (BOURNE at al., 1991).
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Em nosso estudo as velocidades do pico sistélico das cadelas variaram de
10,45 a 33,5cm/s durante o periodo de proestro e estro, embora a média da maxima
VPS nesse periodo seja 26,41cm/s. Considerando o mesmo periodo do ciclo estral
os valores encontrados por Koster et al. (2001) foram menores, atingindo no maximo

23,89cm/s, assim como os dados descritos por Tan et al. (1996).

Essa velocidade de fluxo sanguineo maxima, VPS, foi encontrada 120 horas
antes da ovulacdo em 16,67%; 96horas antes em 16,67%; 24horas antes em
33,33%; no dia em 16,67% e 24horas depois da ovulagcdo em 16,66%. Esses dados
sdo parcialmente semelhantes aos encontrados por Tan et al. (1996), que
detectaram essa mudanca de velocidade do fluxo sanguineo intra-ovariano de
mulheres de 24h antes as 36hs depois do surgimento de LH, podendo chegar a
23,5cm/s.

Segundo Brannstrom et al., (1998) o maior aumento da velocidade do pico
sistélico ocorreu no inicio da fase ovulatéria, dados semelhantes aos encontrados
nesse estudo, pois a velocidade mostrou picos maiores em 33.33% dos ovarios, 24h
antes da ovulagao.

Com relacdo as seis ovulacbes detectadas nos ovarios estudados
observamos que o IR apresentou uma reducao no dia da ovulagdo em 33,33% dos
ovarios; 66,67%, 24h depois da ovulacao e os valores proximos a ovulacao variaram
de 0,44 — 0,59 apresentando uma média de 0,53, valores esses bem superiores
quando comparamos com o0s dados do ciclo estral das mulheres descritos por
BOURNE et al (1991), aonde o IR é de 0,44 +/- 0,04 na ovulacédo e 0,43 +/- 0,04

logo apds a ovulacao.

No trabalho demonstrado, o IR comeca a diminuir de forma mais intensa no
dia ou 24h depois da ovulagdo, nesse periodo os valores foram de 0,44 a 0,59,
valores semelhantes aos descritos por Koster et al. (2001) onde o IR foi de 0,60 a
0,57.

Os dados obtidos do IP foram préximos aos de Koster et al. (2001) que
descrevem que o IP foi significativamente menor dois dias depois da ovulagdo; em

nosso estudo, foi predominantemente 24h apés a ovulagao.
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Concordantes também os resultados desta pesquisa quando confrontamos
com dados de Sladkevicius et al., (1993) que verificaram no ciclo normal de
mulheres que o IP diminui ap6s a rotura folicular, sendo significativamente mais
baixo na fase lutea do que na fase folicular.

Por outro lado, quando analisamos a variacdo do IP dos ovarios estudados,
observamos quedas oscilantes de 120h antes, até 24h depois, da ovulacao. De uma
maneira geral observamos uma queda dos valores do IP consideravel no dia da
ovulacao em 50% dos casos e 50% 24h depois da ovulacéo e o valor do IP variou
nesses dias de 0,57-1,1. Portanto os valores do IP nos dias observados pré e pés-
ovulagéo foram oscilantes na maioria das cadelas, mas semelhantes aos descritos
por TAN et al.,, (1996) e Koster et al. (2001) que descreveram uma queda
significativa de IP apéds a ovulagao.
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7. CONCLUSAO

1) Com o ultra-som convencional e transdutor linear de 10Mhz foi possivel
detectar 100% dos ovarios de cadelas em torno de 10kgs de peso durante todo o
periodo de proestro e estro

2) A imagem Ultra-sonogréafica convencional com transdutores de alta
resolucéo possibilitou acompanhar a desenvolvimento folicular, colapso e formacgéo

de corpo luteo em 85,7% dos foliculos observados.

3) E possivel detectar a imagem do Doppler colorido tanto como a onda
espectral das artérias intra-ovarianas durante todo o periodo de proestro e estro em
cadelas SRD de 10kgs.

4) As velocidades do pico sistélico, durante a fase analisada de proestro e
estro, nas cadelas variaram de 10,45 a 33,05cm/s e a média da maxima VPS nesse
periodo foi de 26,41cm/s.

5) O IR tende a apresentar declinio no dia da ovulagdo ou 24h apoés, e seu
valor pode variar de 0,44 — 0,59. O IP apresentou muitas oscilacbes no proestro e
estro estudado apresentando declinio desde 120h antes até 24h depois da ovulacao

e seu valor nesse periodo foi de 0,57-1,1.

6) Novas pesquisas com uma amostra maior de cadelas de diferentes pesos
devam ser realizadas no sentido de padronizar os valores doppplerfluxométricos da
artéria intra-ovariana em cadelas em condi¢cdes nacionais durante o ciclo reprodutivo

normal.
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