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CANESIN, H.S. Caracterizagdo da hemodinamica uterina de éguas durante
o ciclo estral. Botucatu, 2013. 91p. Dissertacao (mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

O utero, por ser o local de desenvolvimento do concepto, necessita de um
exame criterioso, principalmente na avaliacdo e selecdo de receptoras de
embrido. A ultrassonografia Doppler permite uma avaliacdo ndo invasiva e em
tempo real da hemodindmica uterina. Em éguas, assim como em outras
espécies, o0 Utero sofre alteracdes fisiolégicas ao longo do ciclo estral,
reguladas pelos horménios esteroidais, estrogeno (E2) e progesterona (P4), e
por complexas interacdes entre fatores de crescimento locais secretados pelo
Utero. O objetivo do presente estudo foi caracterizar a hemodinamica uterina de
éguas ndo gestantes, ao longo do ciclo estral, por meio da avaliacdo
ultrassonografica Doppler de vasos de pequeno calibre, presentes no
endométrio, miométrio e mesométrio e correlaciond-la as concentracées
plasmaticas dos hormbnios esteroidais. Para tanto, 12 éguas nao gestantes
foram acompanhadas diariamente, durante o intervalo interovulatorio, para
avaliacdo do edema e da perfuséo vascular uterina. Amostras de sangue foram
coletadas diariamente para andlise de E2 e P4, por radioimunoensaio. A
hemodinamica uterina apresentou um padrdao ondular durante o ciclo estral,
com uma diminui¢ao da irrigagéo no dia da ovulacdo e no final do diestro, e um
aumento no inicio do diestro e no estro. As concentracdes plasméaticas de P4 e
de E2 apresentaram correlacdo negativa e positiva, respectivamente, com a
perfusdo vascular uterina apenas durante o estro. E muito provavel que os
hormoénios esteroidais estejam envolvidos na regulacdo da perfusdo vascular
uterina durante o ciclo estral. No entanto, ha diversos fatores mediadores
envolvidos neste processo, como a expressao de seus receptores e interacoes

hormonais, que ainda precisam ser explorados.

Palavras-chave: Perfusdo vascular uterina, estradiol, progesterona, ciclo estral, éguas.
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CANESIN, H.S. Characterization of uterine hemodynamic in mares during
the estrous cycle. Botucatu, 2013. 91p. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

ABSTRACT

The uterus as the site of the conceptus development needs judicious
examination, mainly for evaluation and selection of recipient mares. The
Doppler ultrasound enables noninvasive evaluation in real-time of uterine
hemodynamics. In mares, and also in other species, the uterus suffers
physiological alterations during the estrous cycle, regulated by estrogen (E2)
and progesterone (P4) hormones, and by complex interactions among local
growth factors secreted by the uterus. The aim of this study was to characterize
uterine hemodynamics of nonpregnant mares during the estrous cycle using
Doppler ultrasonographic analysis in small vessels of the endometrium,
myometrium and mesometrium, and correlate it to plasma concentrations of
steroid hormones. For that purpose, 12 nonpregnant mares were daily followed,
during interovulatory interval for evaluation of uterine edema and vascular
perfusion. Blood samples were daily collected for analysis of plasma
concentrations of steroid hormones using the radioimmunoassay technique.
The uterine hemodynamics presented a wave shaped profile throughout the
estrous cycle, with a decrease in the day of ovulation and last diestrous, and an
increase in early diestrous and estrous. Negative and positive correlation
between P4 and E2 plasma concentrations and uterine vascular perfusion,
respectively, was found only during the estrous. The steroid hormones are
probably involved in the uterine vascular perfusion regulation during the estrous
cycle. However, there are also many mediated factors associated, such as
expression of hormone receptors and hormonal interactions which still need to

be investigated.

Keywords: uterine vascular perfusion, estrogen, progesterone, estrous cycle, mare.



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de biotecnologias da reproducgéo assistida tem aumentado ao
longo dos anos, sendo uma importante ferramenta na otimizagdo do
desempenho reprodutivo dos animais. O Uutero, por ser o local de
desenvolvimento do concepto, necessita de um exame criterioso,
especialmente na avaliagdo de matrizes e sele¢cdo de éguas receptoras de
embrides. Até o presente momento, 0S exames complementares mais
utilizados para avaliacdo e deteccdo de alteragBes uterinas na espécie equina
tém sido o citologico, histolégico e ultrassonogréafico (McKINNON et al., 2011).

O sistema vascular € indispensavel para manutencdo e desempenho do
trato reprodutivo, assim como para todos os outros sistemas do organismo
animal. Por cumprir com a necessidade metabodlica e auxiliar no transporte
regulatorio de substancias, este sistema esta diretamente relacionado ndo sé
ao suprimento hormonal, como também as variacdes fisioldgicas do trato
reprodutivo, refletindo as alteragdes ocorridas no local de estudo (GINTHER,
1992).

Nas ultimas décadas, na medicina veterinaria, iniciaram-se os estudos de
uma ferramenta capaz de avaliar a perfusao vascular de tecidos e 6rgaos, de
forma ndo invasiva e em tempo real: a ultrassonografia Doppler. Esta técnica é
amplamente utilizada na medicina humana, além da aplicacdo crescente na
medicina veterindria de pequenos animais. No entanto, ganhou especial
importancia na reproducdo equina a partir da década de 90, sendo atualmente
considerada uma das melhores técnicas disponiveis para o estudo in vivo da
hemodindmica. Ela adiciona informacfes do fluxo sanguineo sobrepostas a
uma imagem ultrassonogréfica, em modo bidimensional (modo-B), da estrutura
avaliada, possibilitando coletar informagdes anatomicas e funcionais do local
de interesse (GINTHER & UTT, 2004).

Os principais estudos e aplicacbes da ultrassonografia Doppler na
reproducdo equina envolvem a avaliacdo da perfusdo vascular de foliculos,
corpo lateo (CL) e do utero.

Sabe-se que a perfuséo vascular é influenciada por inimeros fatores, tanto

vasculares especificos, quanto por variacdes fisiolégicas do organismo animal



(FORD, 1983; BOLLWEIN et al., 2002b). Desta forma, o trato reprodutivo
feminino apresenta alteracdes periddicas vasculares e hormonais ao longo do
ciclo estral. Entretanto, os fatores que desencadeiam estas modificacbes néo
estdo completamente elucidados. Atualmente, h& poucas informagdes sobre a
perfusdo vascular uterina ao longo de todo o ciclo estral, bem como os fatores
vasoativos envolvidos.

Por ser a ultrassonografia Doppler uma técnica de aplicacdo recente na
reproducdo equina, a auséncia da determinacdo de padrbes da perfuséo
vascular do utero em processos fisiologicos e patolégicos € um dos principais
fatores limitantes da utilizacdo desta técnica a campo, merecendo enfoque nos
trabalhos atuais.

Recentemente, foi observado que altera¢cdes degenerativas no endomeétrio
interferem na irrigacdo uterina de éguas (FERREIRA et al., 2008). Desta forma,
o desenvolvimento de métodos eficazes para avaliagdo da qualidade do utero
de éguas, objetiva principalmente a deteccdo de alteracdes relacionadas a
fertilidade, apresentando grande importancia ndo s6 em estudos cientificos,
como também para ser futuramente utilizada na rotina da pratica veterinaria
(IGNACIO et al., 2011a).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Anatomia e histologia uterina

A égua apresenta Utero bipartido, com dois cornos e um proeminente corpo
uterino. Esta essencialmente situado na cavidade abdominal, mas estende-se
por uma curta distancia dentro da cavidade pélvica. As laterais do Utero sédo
unidas as paredes pélvicas e abdominais pelo ligamento largo (SISSON, 2008),
sendo este o principal responsavel pelo suprimento sanguineo, linfatico e
nervoso do utero (Figura 1; GINTHER, 1992).



Figura 1. Vista dorsal do trato reprodutivo da égua. O trato foi rebatido para expor a superficie
medial do ligamento largo e cornos uterinos. O infundibulo esquerdo foi retraido, enquanto o
infundibulo direito foi colocado sobre a fossa da ovulagdo. A porcdo da prega transversa foi
rebatida para expor o orificio uretral. Fonte: Ginther (1992).

Histologicamente, o (tero €& composto por trés camadas: serosa
(perimétrio), muscular (miométrio) e mucosa (endométrio). A tlunica serosa
esta, em sua maior parte, aderida a tunica muscular, sendo uma continuacao
dos ligamentos largos do utero (GINTHER, 1992; SISSON, 2008).

O miométrio é dividido em dois extratos: o primeiro se apresenta como uma
camada espessa, interna, formada por fibras circulares e o segundo é delgado
e externo, composto por fibras longitudinais (Figura 2). Entre estas duas
camadas musculares, encontra-se uma de tecido conjuntivo, altamente
vascularizada (GINTHER, 1992; SISSON, 2008).

O endométrio esta em contato direto com o miométrio, sendo composto por
um revestimento epitelial e pela lamina prépria (Figura 2). O epitélio luminal do
endométrio é secretério, composto por células altas e colunares. O epitélio
pseudoestratificado, encontrado em outras espécies, pode ocorrer durante o



estro nas éguas. As células podem ser ciliadas, no entanto alteracfes
consideraveis no padrao ciliado ocorrem ao longo do ciclo estral (GINTHER,
1992).

A lamina prépria € composta por duas camadas (Figura 2): o estrato
compacto, que estd em contato com o tecido epitelial, possui aproximadamente
1 mm de espessura e contém alta densidade de células estromais estreladas.
O estrato esponjoso é um arranjo frouxo interligando células, com consideravel
fluido instersticial. A lamina propria do utero contém glandulas que se
estendem por toda sua espessura, apresentando abertura em sua superficie
epitelial (GINTHER, 1992).

As glandulas endometriais sao ramificadas, tubulares e altamente
espiraladas nas éguas. Estas dobras glandulares se alteram
consideravelmente ao longo do ciclo estral. As glandulas podem ter 10 ou mais
ramificacdes. O epitélio é simples e colunar, com mudangas consideraveis
entre as estagdes ovulatérias e anovulatorias, sendo encontrado na segunda
um epitélio cuboidal, com estroma denso e glandulas lineares, indicativo de
inatividade (GINTHER, 1992).

1.mesométrio
2.perimétrio
3.miométrio
4.endométrio
5.nucleo conectivo de
colageno

6.epitélio de superficie
7.camada compacta e
lamina propria
8.camada esponjosa e
lamina propria
9.glandulas endometriais
10.camada muscular
interna (circular)
11.camada média do

miométrio (vascular)
12.camada muscular

externa (longitudinal)

Figura 2. Esquema representativo de uma seccdo do corno uterino da égua. Fonte:
McKINNON et al. (2011).



O suprimento sanguineo do Utero se da por meio do ligamento largo,
sendo a artéria uterina a principal responsavel. Esta € um ramo da artéria iliaca
externa, que se originou na artéria aorta abdominal. Adicionalmente, o utero
também recebe aporte sanguineo do ramo uterino da artéria ovariana e do
ramo uterino da artéria vaginal (Figura 3). Estas trés artérias estdo interligadas
e sua extensao varia individualmente (GINTHER, 2007).

A artéria ovariana se apresenta como um ramo da artéria aorta abdominal,
enquanto a artéria vaginal se origina da artéria pudenda interna, um ramo da
artéria iliaca interna. O ramo uterino da artéria ovariana fornece o suprimento
sanguineo para as extremidades dos cornos uterinos, enquanto o ramo uterino
da artéria vaginal irriga a cérvix e corpo uterino (GINTHER, 2007).

A artéria uterina, por sua vez, se divide em ramos cranial e caudal (Figura
3). O primeiro € menor e supre a tuba uterina e a por¢édo cranial dos cornos
uterinos, sofrendo anastomose com o ramo caudal da artéria uterina e o ramo
uterino da artéria ovariana, enquanto o ramo caudal supre a por¢ao caudal dos
cornos uterinos e forma anastomoses com o ramo uterino da artéria vaginal. Os
ramos uterinos cranial e caudal cursam ao longo da borda antimesometrial e
ddo origem a numerosas ramificacdes arteriais tortuosas, que correm
transversalmente ao longo das faces lateral e medial dos cornos uterinos
(GINTHER, 2007).

bua: ramo da artéria
uterina
cvc: veia cava caudal
dca: artéria circunflexa
profunda
eia: artéria iliaca
externa
iia: artéria iliaca inferna
ipa: artéria pudenda
interna
ao: artéria ovariana
oV: veia ovariana
ua: artéria uterina
uma: artéria umbilical
uboa: ramo uterinoda
artéria ovariana
ubva: ramo uterino da
artéria vaginal
uov: veia
uteroovariana

/| va: artéria vaginal

\

Figura 3. Orgéos e suprimento vascular do sistema reprodutivo da égua. Fonte: Ginther (2007).



2.2.Ultrassonografia Doppler

A ultrassonografia bidimensional (modo-B ou escala de cinza) tem sido
amplamente utilizada na reproducdo equina, com a finalidade de obter
informagdes funcionais e estruturais do tecido avaliado. A ultrassonografia
Doppler, por sua vez, adiciona informacdes fisiologicas sobre o fluxo
sanguineo, possibilitando avaliar a hemodindmica do local de interesse
(GINTHER & UTT, 2004). Esta ferramenta de avaliagdo nao fornece apenas
informacdes atuais da estrutura, como também pode ser capaz de predizer
condigdes futuras, como o potencial de dominancia de um foliculo ou ainda sua
capacidade ovulatéria (GINTHER, 2007).

Esta técnica é fundamentada no efeito Doppler, que se baseia em
alteracdes nas frequéncias das ondas emitidas ou refletidas por um objeto em
movimento, em relacdo a um observador estatico (GINTHER & UTT, 2004).
Quando o efeito Doppler € utilizado na ultrassonografia, 0 observador estatico é
o transdutor e o objeto em movimento sdo as hemacias, que refletem as ondas
ultrassonograficas emitidas pela probe. A frequéncia das ondas refletidas varia
de acordo com a velocidade e sentido do fluxo sanguineo (GINTHER, 2007).

Baseado neste principio, a ultrassonografia Doppler abrange dois
diferentes modos, a serem escolhidos de acordo com o tecido alvo estudado: o
espectral e o colorido.

O modo espectral analisa quantitativamente o fluxo sanguineo de um vaso
especifico, por meio da utilizacdo de um cursor (gate), que é centralizado no
limen da artéria escolhida, em uma imagem modo-B ou Doppler colorido. As
alteracfes de frequéncia e amplitude sédo exibidas em um grafico denominado
espectro, na forma de ondas, representando cada uma um ciclo cardiaco. E
neste modo que sdo exibidos os valores das velocidades no pico sistélico
(PSV), diastdlica final (EDV) e velocidade maxima média (TAMV), ao longo de
um ciclo cardiaco, além dos indices Doppler de resisténcia (RI) e pulsatilidade
(PI). Estes ultimos séo frequentemente utilizados por expressarem uma relagéao
negativa com a perfusdo vascular do tecido ou 6rgao suprido pela artéria
avaliada (GINTHER, 2007).



Para calcular as velocidades do fluxo sanguineo é considerado, além do
efeito Doppler, o angulo de incidéncia dos feixes ultrassonogréficos no fluxo
das hemacias (angulo Doppler ou angulo de insonancia). Desta forma, a
orientacdo do transdutor € fundamental para obtencdo de uma imagem de
gualidade. Para isso, preconiza-se a utilizacdo de um angulo entre 30° e 60°
(GINTHER & UTT, 2004).

No entanto, a determinacdo deste angulo é praticamente impossivel
guando se utiliza vasos tortuosos e de baixo calibre, como os encontrados no
sistema reprodutivo. Para contornar esta dificuldade, sao utilizados para
analise somente os indices Doppler (Rl e PI), que ndo sofrem interferéncia do
angulo Doppler (SILVA et al., 2005; FERREIRA et al., 2010).

O modo Doppler colorido, por sua vez, analisa qualitativamente e em
tempo real a perfusdo vascular da estrutura como um todo, permitindo uma
avaliacdo geral da irrigacdo do tecido ou 6rgdo, por meio da sobreposi¢cao de
pontos coloridos Doppler a imagem ultrassonografica da estrutura em modo-B
(GINTHER & UTT, 2004). Diferente do modo espectral, este método é simples,
rapido e funcional, fornecendo uma informacgéo imediata do fluxo sanguineo da
area escaneada. Nesta abordagem, a avaliacdo apenas visual, subjetiva e em
tempo real € capaz de predizer o status funcional do tecido ou 6rgéo
(GINTHER, 2007). O Doppler colorido ainda é subdividido em dois modos
distintos: Color-flow e Power-flow.

O modo Color-flow classico representa a perfusdo vascular da estrutura em
duas cores: vermelho e azul, que indicam o sentido das hemécias em relacéo
ao transdutor. O vermelho corresponde ao fluxo sanguineo que se desloca em
direcdo ao transdutor, enquanto o azul indica afastamento. Tonalidades
escuras e claras sdo velocidades lentas e rapidas, respectivamente (GINTHER
& UTT, 2004; GINTHER, 2007).

O modo Power-flow é uma inovacao recente do Color-flow. Inicialmente
utilizava uma escala graduada em uma Unica cor, o laranja, independente da
direcdo do fluxo sanguineo. No entanto, equipamentos recentes de
ultrassonografia Doppler tém apresentado o modo Power-flow também
graduado em duas cores, de acordo com o sentido do fluxo. A intensidade da



cor neste modo varia de acordo com a poténcia do sinal (GINTHER & UTT,
2004; GINTHER, 2007).

De acordo com Ginther (2007), a principal diferenca entre o Color-flow e o
Power-flow é o modo como a imagem é formada, enquanto o primeiro avalia a
velocidade, o segundo utiliza a intensidade da estrutura em deslocamento. O
modo Power-flow apresenta como principal vantagem uma maior sensibilidade
a fluxos sanguineos discretos. Adicionalmente, imagens coloridas pelo Power-
flow sdo menos afetadas por artefatos (GINTHER, 2007). Desta forma,
recomenda-se a utilizagdo do Doppler modo Power-flow para a avaliacédo de
vasos de pequeno diametro e baixo fluxo sanguineo, como 0s presentes no
trato reprodutivo de éguas (Figura 4; FERREIRA et al., 2011).

Figura 4. Exame ultrassonogréafico Doppler modos B (A), Color-flow (B) e Power-flow (C). Corte
transversal do corno uterino de égua, mostrando a diferenca da intensidade de sinais coloridos
nos diferentes modos.

2.3.Avaliacao uterina por meio da ultrassonografia Doppler

Para avaliagdo da perfusdo vascular uterina pode-se analisar o Utero de
forma subjetiva e objetiva. A primeira € realizada levando-se em consideracao
0 numero e a intensidade dos pontos coloridos presentes no endométrio e
miométrio, podendo-se utilizar tanto o modo Color-flow quanto o Power-flow. A
classificacdo é feita em escores de 1 a 4, indicando minima e méaxima
vascularizagdo, respectivamente, durante exame continuo de no minimo um
minuto (SILVA et. al., 2005). Adicionalmente, as imagens mais representativas
de cada exame, caracterizadas por apresentarem maior quantidade de sinais
coloridos, sédo selecionadas e o numero total de pontos coloridos é contado
utilizando-se softwares especificos. Esta contagem indicar4d a area de fluxo

sanguineo da imagem selecionada (SILVA et al., 2005).



A andlise objetiva se faz por meio do modo espectral, onde séo utilizados
apenas os indices Doppler para avaliar a perfusdo vascular uterina, por nao
sofrerem influéncia do angulo de insonancia. Este tipo de avaliagdo do utero
pode ser realizada em dois locais distintos: em vasos de grande calibre (artéria
uterina), como descrito por Bollwein et al. (1998), ou em vasos locais de
pequeno calibre presentes no mesométrio (SILVA et al., 2005). O primeiro
possui a vantagem da facilidade da coleta de gréficos, pelo grande diametro e
baixa mobilidade da artéria, e a desvantagem de estar localizado relativamente
longe de seu tecido alvo. Por este motivo, Silva et al. (2005) desenvolveram
uma metodologia de analise que coleta dados diretamente do mesométrio
(Figura 5), com o intuito de obter informacdes referentes a alteracdes locais e
especificas da area avaliada.

WJLLHET T R T T I

Figura 5. Exame ultrassonografico Doppler modo espectral, em. Coleta de dados espectrais
realizada em vasos de pequeno calibre presentes no mesométrio, em corte transversal do
corno uterino de égua (A) e na artéria uterina (B).
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2.4.Perfusédo vascular uterina ao longo do ciclo estral

Bollwein et al. (1998; 2002b; 2004) analisaram a perfusao vascular do utero
de éguas ciclicas ndo gestantes, pela ultrassonografia Doppler modo espectral,
por meio da avaliacdo de dados coletados nas artérias uterinas. Nao foram
encontradas diferencas estatisticas no fluxo sanguineo entre as artérias
uterinas ipsi (dominante) e contralateral (ndo dominante) ao foliculo pré-
ovulatério e ao CL, como também observado em outras espécies (FORD &
CHRISTENSON, 1979; BOLLWEIN et al., 2000; RAINE-FENNING et al., 2004;
PEREIRA et al., 2012).

A perfuséo vascular uterina ao longo do ciclo estral em éguas, por meio da
avaliagdo da artéria uterina, apresenta um padrdo ondular, com valores
maximos de PI (baixa irrigagcdo) no D1 e no D11, e valores minimos (alta
irrigacao) entre D4 e D6 e nos dias que antecedem a ovulacdo (D-3 e D-2;
BOLLWEIN et al., 2002b).

4.0n

Pl

0.84=
0

01 23 4567 8 9101112131415 -6 -5-4 3 2 -1

Dia do ciclo estral

Figura 6. Valores dos indices de pulsatilidade (PI) encontrados nas artérias uterinas dominante
(®) e ndo dominante O ) ao longo de dois ciclos estrais de éguas. Os valores sdo médias+SD.
Fonte: Bollwein et al. (2002).

No inicio do diestro (DO e D1), a irrigacdo uterina em éguas apresenta
valores minimos, assim como encontrado em vacas (BOLLWEIN et al., 2000;
2002b; 2004). Apos este periodo, ha um aumento da irrigacdo, tanto por meio
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da avaliacdo da artéria uterina (BOLLWEIN et al., 1998; 2002b; 2004), quanto
de arteriolas locais, presentes no endométrio, miométrio e mesométrio
(IGNACIO et al., 2012). Da mesma forma, esta elevacdo na perfusdo vascular
uterina foi encontrada em éguas gestantes (FERREIRA et al., 2010), e em
éguas receptoras de embrides (IGNACIO et al., 2011b). Bollwein et al. (1998)
observaram que este aumento da irrigacdo uterina no inicio do diestro coincide
com o momento da entrada do embrido no atero (D5).

Uma elevacdo similar na perfusdao vascular uterina no diestro foi
encontrada em porcas gestantes (FORD & CHRISTENSON, 1979),
coincidindo, da mesma maneira, com o periodo de descida do embrido para o
utero (GEISERTE & MALAYER, 2004). Em mulheres, este aumento da
perfusdo vascular uterina durante o diestro inicia-se no dia 5 e se mantém até
12 dias ap6s a ovulacdo (AGRAWAL et al., 1999; RAINE-FENNING et al.,
2004; JOKUBKIENE et al., 2006).

No final do diestro (D11), h4 uma diminuicdo no fluxo sanguineo da artéria
uterina de éguas (BOLLWEIN et al., 1998; 2002b; 2004), com valores
semelhantes aos encontrados no DO e D1. Similarmente, o mesmo fen6meno
foi observado em ovelhas, vacas e porcas (FORD & CHRISTENSON, 1979;
FORD, 1982; ROMAN-PONCE et al., 1983).

Durante o estro, quando avaliada a artéria uterina em éguas, hd um
aumento pré-ovulatorio da perfusdo vascular do utero (BOLLWEIN et al., 1998;
2002b; 2004). Esta elevagcdo também foi observada em vacas (FORD, 1982;
BOLLWEIN et al., 2000), ovelhas (ROMAN-PONCE et al., 1983; SPRAGUE et
al., 2009), porcas (FORD & CHRISTENSON, 1979) e em mulheres (AGRAWAL
et al., 1999; RAINE-FENNING et al., 2004).

No entanto, até o presente momento, ndo h4 dados na literatura sobre o
padrdao da hemodinamica uterina ao longo de todo o ciclo estral de éguas
saudaveis e ndo inseminadas, por meio da coleta de dados em vasos locais

uterinos.
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2.5.Fatores que influenciam a hemodinamica uterina

Em éguas, assim como em outras espécies, o Utero sofre alteracdes
fisiologicas ao longo do ciclo estral, sendo o0 estagio deste diretamente
relacionado a perfuséo vascular uterina (BOLLWEIN et al., 1998; 2002b). Estas
alteracbes sdo reguladas pelos hormbénios esteroidais (estrébgeno e
progesterona) e por uma rede de complexas interacdes entre fatores de
crescimento locais, secretados pelo epitélio e estroma uterinos (ROMAN-
PONCE et al., 1983; BOLLWEIN et al., 2002b; SAGSOZ & SARUHAN, 2011).

O estradiol (E2) é um hormdnio esteroidal que, conhecidamente, apresenta
efeito vasodilatador, estando relacionado a formacdo do edema uterino em
éguas e a proliferacdo e diferenciacdo celular do endométrio e miométrio
(FORD, 1982; GINTHER, 1992).

Na égua, em torno de 6 a 8 dias antes da ovulagédo (inicio do estro),
concentragdes circulantes deste hormbnio comegam um aumento progressivo,
gue atingem o pico aproximadamente dois dias antes da ovulagéo, e iniciam
sua queda, chegando a valores basais no final do estro (ou até dois dias apo6s a
ovulacdo). Entretanto, somente o pico pré-ovulatério de estradiol tem sido
descrito no ciclo estral em éguas (GINTHER, 1992).

Um segundo aumento nos niveis periféricos deste horménio é sugerido, em
torno do dia 6 pos-ovulacdo (Figura 7; GINTHER, 1992; CHRISTENSEN,
2011), com base na mensuracdo do sulfato de estrona circulante. Estes
autores defendem esta hipbétese sugerindo que éguas que possuem duas
ondas de crescimento folicular exibem atividade folicular durante a primeira
metade do diestro, ou ainda devido a secrecdo de E2 pelo corpo luteo.
Possiveis efeitos clinicos deste pico secundario incluem um aumento do ténus
uterino e um leve aumento no edema endometrial. As concentracdes
plasmaticas retornam a valores basais até o final do diestro, em torno dos dias
14 e 15, devido a regressdao de foliculos diéstricos ou a lutedlise
(CHRISTENSEN, 2011).
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Figura 7. Concentracdes de sulfato de estrona de amostras diarias de sangue periférico.
Fonte: Ginther (1992).

E dificil estudar o E2 e seus possiveis efeitos no sistema reprodutivo sem
levar em consideragéo outro importante hormonio esteroidal, a P4, uma vez
que estes dois horménios apresentam ac¢fes sinérgicas e/ou antagbnicas em
seus tecidos alvos (VANDERWALL, 2011).

A P4 também apresenta efeitos importantes no trato reprodutivo feminino
durante o ciclo estral. Na égua ndo gestante atua no Utero, em especial,
elevando o tbnus, e estad associada a quiescéncia do miométrio e estimulo a
secrecao histotrofica (VANDERWALL, 2011). A ultrassonografia, é visualizado
um aumento na ecotextura da imagem durante a fase progesterbnica
(GINTHER, 1992).

As concentragbes plasmaticas deste hormdnio no estro estdo abaixo de
1ng/ml, iniciam o seu aumento dentro de 24 a 36 horas ap6s a ovulagéo,
elevando-se progressivamente até alcancar valores maximos proximo ao D8
(valores médios entre 4 e 33 ng/ml). Niveis altos de P4 sérica sdo mantidos até
os dias 13 e 14 (aproximadamente 3 dias antes do inicio do estro), caindo até
atingir novamente concentracbes basais durante o estro subsequente
(GINTHER, 1992; GINTHER et al., 2007).

Dentre estes dois principais hormonios esteroidais que atuam no sistema

reprodutivo da fémea, a P4 apresenta-se como o hormbnio dominante, um
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fendmeno facilmente demonstrado pela administragdo concomitante de E2 e
P4 em éguas aciclicas ou ovarectomizadas, resultando na deteccéo de efeitos
progestacionais (VANDERWALL, 2011).

Mudancas fisioloégicas no padréo da irrigagdo do utero durante o ciclo estral
e menstrual parecem estar correlacionadas aos efeitos dos hormonios
esteroidais (FORD, 1982; ROMAN-PONCE et al., 1982; BOLLWEIN et al.,
2002b; RAINE-FENNING et al., 2004).

Na tentativa de correlacionar a perfusdo vascular uterina de éguas aos
hormdnios esteroidais, Bollwein et al. (2002b) encontraram uma correlagéo
positiva entre o fluxo sanguineo das artérias uterinas e o E2 plasmatico,
apenas durante a fase de estro, assim como relatado em mulheres (RAINE-
FENNING et al.,, 2004). Enquanto estes mesmos autores observaram que,
durante a fase progesteronica, ndo houve correlagdo da perfusdo vascular
uterina aos niveis plasmaticos deste horménio. De acordo com Bollwein et al.,
(2002b) e Raine-Fenning et al., (2004), ndo existe esta relacdo em éguas e
mulheres uma vez que o E2 se mantém em concentra¢des basais no inicio do
diestro, no entanto, alteracOes significativas na perfusdo vascular uterina séo
detectadas neste momento. Estes achados indicam que outros fatores
vasoativos podem estar relacionados a hemodinamica uterina ao longo do ciclo
estral, e ndo somente as concentracdes plasmaticas de E2 (BOLLWEIN et al.,
2002b).

Por outro lado, Ginther (1992) e Christensen (2011) relatam um aumento
do estradiol no inicio do diestro em éguas, como mencionado anteriormente,
gue pode coincidir com a elevacao da irrigacao uterina neste mesmo momento.

Diferentemente do observado em éguas, em vacas houve uma correlacédo
positiva do E2 com o fluxo sanguineo da artéria uterina ao longo do ciclo estral
(BOLLWEIN et al., 2000), enquanto em ovelhas nao foi encontrada correlagéo
deste hormbénio com a perfusdo vascular do utero (ROMAN-PONCE et al.,
1983; SPRAGUE et al., 2009).

Quando estudadas as concentracdes plasmaticas da P4, estas ndo se
correlacionaram a perfusdo vascular uterina ao longo do ciclo estral tanto em
éguas quanto em vacas (BOLLWEIN et al., 2000; 2002b). Diferentemente do

encontrado em ovelhas e porcas, que apresentaram uma forte correlagéo
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positiva e negativa, respectivamente (FORD & CHRISTENSON, 1979;
ROMAN-PONCE et al., 1983). Ja na mulher existe uma alta correlacdo positiva
da P4 com a irrigagao uterina, apenas durante o diestro (RAINE-FENNING et
al., 2004).

Ao analisar a relagéo existente entre os hormonios esteroidais, em ovelhas,
vacas e porcas houve uma alta correlagdo do fluxo sanguineo uterino com a
relagdo E2/P4 (FORD, 1982; ROMAN-PONCE et al., 1983; SPRAGUE et al.,
20009).

A administracdo exdgena de E2 mostrou elevar a irrigacdo uterina em
ovelhas (MAGNESS et al., 1993) e vacas (ROMAN-PONCE et al., 1978). No
entanto, em éguas foi observada uma diminui¢cdo na perfusédo vascular do utero
ao longo de todo o ciclo estral apds a aplicacdo deste hormdénio (BOLLWEIN et
al., 2004).

Apesar disto, ap6s a administracdo de estradiol no DO, um aumento da
perfusdo vascular ocorreu no D1. Este fenbmeno ndo foi observado apoés
outras aplicacdes durante o diestro (D5 e D10). Tal fato pode estar relacionado
a um efeito de down-regulation nos receptores de E2 presentes nos vasos
uterinos, ou a alta concentracdo plasmatica de P4 presente no momento das
outras aplicagdes hormonais (BOLLWEIN et al., 2004).

Quando administrado P4 exdgena, Greiss e Anderson (1970; apud
BOLLWEIN et al., 2004), observaram um aumento na perfusdo vascular uterina
apos o termino do tratamento em ovelhas ovarectomizadas, enquanto Bollwein
et al. (2004) observaram uma reducao significativa na perfuséo vascular uterina
em éguas durante o tratamento e no ciclo subsequente. Provavelmente, esta
diminuicdo se deve a reducdo na expressao de receptores para estrogeno,
provocada pela administracdo de progestdgenos (TSAI et al.,, 1988; apud
BOLLWEIN et al.,, 2004). Caton et al. (1974) ndo observaram alteracbes no
fluxo sanguineo uterino quando administrado somente P4 em ovelhas
ovarectomizadas, mas quando foi administrado P4 em animais que ja haviam
recebido E2 anteriormente houve uma diminui¢do do fluxo sanguineo uterino. A
P4 parece capaz de antagonizar ou inibir da resposta ao E2, dependendo na

sequéncia em que os hormdnios forem dadas.
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Com base na grande variagdo dos resultados encontrados apos a
administracdo exogena dos hormdnios esteroidais, demonstrou-se que varios
fatores influenciam o efeito hormonal no tecido alvo, além de sua concentracao
plasmatica. A sensibilidade dos tecidos e a dinamica dos receptores hormonais
neles presentes contribuem igualmente para a magnitude da resposta
(ROMAN-PONCE et al., 1983; HONNENS et al., 2011).

O E2 age por meio de duas vias: genémica e ndo gendmica. Na primeira,
E2 se liga a seus receptores nucleares (ERa e ERB) presentes nas células
alvo, e agem regulando a expressdo génica. A via ndo gendmica apresenta
uma acao mais rapida, uma vez que nao envolve a sintese de novas proteinas.
Nesta Ultima, os receptores de membrana controlam a ativacdo da enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), que atua estimulando a vasodilatacdo
mediada pelo 6xido nitrico (BJORNSTROM & SJOBERG, 2005; PASTORE et
al., 2012).

Bollwein et al., (2002a) observaram uma alta correlagdo da velocidade
maxima meédia do fluxo sanguineo da artéria uterina com a expressdo de
RNAmM de eNOS ao longo do ciclo estral de éguas. Similarmente, Honnens et
al. (2011) observaram que o aumento da perfusdo vascular uterina em éguas é
regulada pela estimulagédo hormonal, tanto da P4 e quanto do E2, mediada pelo
eNOS.

Da mesma forma observada para o E2, a P4 apresenta dois tipos de
receptores nucleares (PRA e PRB), que possuem ac¢ao em diferentes tipos de
tecidos (MULAC-JERICEVIC et al., 2000; 2003).

Ao longo do ciclo estral, os receptores de E2 e P4 apresentam padrdes de
expressdo variados nas diferentes células e tecidos que compde o Utero. De
modo geral, durante o estro o E2 estimula tanto a expressao de seus préprios
receptores, quanto a expressao dos receptores de P4. No periodo de diestro, a
elevada concentracdo P4 inibe a expresséo dos receptores de E2, e suprime
seus proprios receptores a partir do meio até o final desta fase. O mecanismo
pelo qual ha supressao destes receptores pela P4 ainda ndo € bem elucidada
(HARTT et al., 2005; HONNENS et al., 2011). No entanto, na espécie equina,
ainda ha controvérsias sobre a expressao destes receptores no utero durante o
ciclo estral (BOLLWIEN et al., 2002a; HONNENS et al., 2011).
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Quando estudada a expressdo dos ERa no endotélio vascular da artéria
uterina em ovinos, houve maior expressao destes no estro, demonstrando um
controle ovariano da perfusédo vascular uterina (PASTORE et al., 2012). Em
equinos, houve alta correlacdo entre a velocidade maxima média do fluxo
sanguineo da artéria uterina e a expressao de ERa no endométrio. No entanto
nao foram encontrados trabalhos na literatura a respeito da expressao de
receptores de E2 e P4 nos vasos uterinos de equinos.

Desta forma, para saber ao certo a acdo dos hormoénios esteroidais na
perfusdo vascular uterina de éguas, é preciso primeiramente padronizar a
expressdo destes receptores no endotélio vascular uterino. Além dos
hormdnios esteroidais, € provavel que outros fatores com acdo vasoativa
alterem os padrdes de perfusao vascular uterina ao longo do ciclo estral.

Varios fatores tem sido citados como potenciais reguladores do aumento
da angiogénese e, consequentemente, da perfusdo vascular, tais como: fator
de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento transformante (TGF),
fator de crescimento de hepatdcitos, fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucinas (IL), etc. Embora ja tenha sito demonstrada a capacidade
angiogénica destas moléculas em alguns sistemas modelos, ainda é dificil a
correlagdo com o crescimento dos vasos sanguineos. E neste contexto que o
fator de crescimento endotélio vascular (VEGF) ganha especial atencdo dos
estudos, uma vez que ja foi elucidado seu papel na regulagdo da angiogénese
(FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997).

O VEGF é um potente agente mittico, com acdo em células endoteliais
micro e macrovasculares derivadas de artérias, veias, e vasos linfaticos. No
entanto, ndo possui atividade mitogénica em outros tipos celulares (FERRARA
& DAVIS-SMYTH, 1997).

Alteracdes periodicas na expressao deste fator e seus receptores uterinos
sédo encontradas nas diferentes fases do ciclo estral em bovinos, sendo estas
possivelmente relacionadas as concentracdes sanguineas dos horménios
esteroidais (SAGSOZ & SARUHAN, 2011). Da mesma forma, em mulheres h&
uma possivel ligacdo entre o VEGF e alteracbes do fluxo sanguineo no trato
reprodutivo ao longo do ciclo menstrual. Foi observada uma correlagéo

positiva entre o0s niveis séricos de VEGF com a P4 e o E2 durante a fase luteal
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média do ciclo menstrual, entretanto ndo ha correlagdo deste fator com os
niveis de LH (hormdnio luteinizante), sugerindo que este néo esta relacionado
a regulacdo e expressado de VEGF (AGRAWAL et al., 1999).

A expressdo de RNAmM de VEGF na musculatura lisa do Gtero parece ser
estimulada pelo estradiol, sendo o VEGF o possivel mediador do aumento da
permeabilidade vascular uterina induzida por este horménio (AGRAWAL et al.,
1999). No entanto, a expressdo de RNAm de VEGF no miométrio e endométrio
€ significativamente mais elevada durante o diestro (SAGSOZ & SARUHAN,
2011). Desta maneira, o VEGF parece ser um dos principais fatores
promotores da angiogénese e aumento da atividade secretora das células
epiteliais, necessarios para adequada receptividade do endométrio. No entanto,
sd0 necessarios mais estudos para elucidar o papel exato destes fatores no
Utero ao longo de todo o ciclo reprodutivo feminino (AGRAWAL et al., 1999;
SAGSOZ & SARUHAN, 2011).

3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram: a) caracterizar a hemodinamica
uterina de éguas ndo gestantes, ao longo do ciclo estral, por meio da avaliagdo
ultrassonografica Doppler de vasos de pequeno calibre, presentes no
endométrio, miométrio e mesométrio; b) correlacionar a perfusdo vascular
uterina as concentragfes plasmaticas dos horménios esteroidais (estradiol e
progesterona) durante o ciclo estral.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas 12 éguas ndo gestantes, mesticas, com idade entre quatro
e 15 anos, em bom estado corporal, ao longo de duas esta¢cfes reprodutivas
subsequentes (2011/2012 e 2012/2013). Exames citoldgicos e histoldgicos do
atero foram previamente realizados para exclusdo de animais com alteracdes

inflamatorias ou degenerativas. Foram utilizadas para o estudo apenas éguas
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que apresentaram <5% neutréfilos durante o estro (McKINNON et al., 2011) e
com grau | ou Il de degeneragcao endometrial (KENNEY & DOIG, 1986).

O experimento foi realizado no Centro de Reprodugdo e Biotecnologia
Equina do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria —
CERBEQ (Posto de Monta), UNESP Botucatu (Latitude 22° 53’ 09” e Longitude
48° 26’ 4”). Os animais foram mantidos em piquetes e alimentados com feno de
coast-cross (Cynodon dactylon), racdo concentrada, suplementacdo mineral e

acesso livre a agua.

4.2.Delineamento Experimental

Para o maior aproveitamento da estacdo reprodutiva, as éguas foram
submetidas a um programa de luz artificial, iniciado no solsticio de inverno (21
de junho) e mantido por 60 dias. Os animais foram expostos a 15 horas diérias
de luz, com intensidade de 100 Lux de luz artificial (McCKINNON et al., 2011).
Com a finalidade de excluir os efeitos da sazonalidade, ndo foram utilizados o
primeiro e o ultimo ciclo estral da estacao reprodutiva.

As éguas foram acompanhadas diariamente, por meio de ultrassonografia
transretal modo-B (escala de cinza), para deteccdo da ovulacdo espontanea.
Esta foi caracterizada pela auséncia do foliculo pré-ovulatério presente
anteriormente em um dos ovarios, e verificacdo de um corpo hemorragico.

Apés a ovulacéo, as avaliagcdes foram realizadas diariamente, por meio da
ultrassonografia modo-B e Doppler, até a ovulagcdo subseqiente. Para o exame
ultrassonografico foi utilizado equipamento Doppler (SONOACE PICO, Medison
do Brasil Ltda.) equipado com transdutor multi-frequencial (5 a 9 MHz) linear
endocavitario de banda larga (LV5-9CDn, 60mm). As configuracbes do

equipamento nao foram alteradas ao longo do estudo.

4.3.Avaliagcao ovariana

Durante o intervalo interovulatorio, a avaliagdo ovariana foi realizada

diariamente, por meio da ultrassonografia modo-B, para verificagdo da



20

presenca do CL e acompanhamento folicular, por meio da mensuracdo do

didmetro médio dos dois maiores foliculos.

4.4.Avaliacao uterina

A avaliacdo uterina foi realizada diariamente durante o intervalo
interovulatoério. Utilizou-se o exame ultrassonogréafico modo-B para mensuragao
subjetiva do edema uterino, graduado em escores de 0 a 4, indicando
auséncia, baixo, moderado, elevado e maximo edema uterino (Figura 8;
GINTHER, 1992).

Figura 8. Exame ultrassonografico modo-B, em corte transversal de corno uterino de éguas
ndo gestantes. Selecdo de imagens representativas da classificacdo subjetiva do edema
uterino em escores de 0 a 4, indicando auséncia, baixo, moderado, elevado e maximo edema
uterino, respectivamente.

Para avaliagdo da hemodinamica uterina analisou-se subjetiva e
objetivamente o utero. A perfusdo vascular subjetiva (PVU) foi estimada
levando-se em consideragdo o numero e a intensidade dos sinais Doppler
coloridos presentes no mesométrio, miométrio e endométrio. Utilizou-se o
exame ultrassonogréfico Doppler modo Power-flow, em um escaneamento
continuo em tempo real de 1min, em corte transversal por toda extensédo dos
cornos uterinos (adaptado de FERREIRA et al., 2008). A PVU foi classificada
em um escore de 1 a 4 (minima e maxima perfusdo vascular, respectivamente;

Figura 9).
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Figura 9. Exame ultrassonografico Doppler modo Power-flow, em corte transversal de corno
uterino de éguas nao gestantes. Selecdo de imagens representativas da classificagdo subjetiva
da perfusdo vascular uterina (PVU) em um escore de 1 a 4, indicando baixa, moderada,
elevada e maxima perfuséo vascular, respectivamente.

Para a analise objetiva, os dados foram coletados das artérias de pequeno
calibre presentes no mesométrio de ambos 0s cornos uterinos, em modo
espectral Doppler (SILVA et al., 2005). Para tanto, posicionou-se 0 cursor em
uma artéria mesometrial e um grafico espectral, com no minimo trés ciclos
cardiacos semelhantes, foi gerado. Deste, foi escolhido um ciclo cardiaco, que
forneceu os valores dos indices de Resisténcia (RI) e de Pulsatilidade (Pl).
Este procedimento foi repetido no minimo trés vezes em cada corno uterino
(Figura 10), e a média dos valores encontrados foi utilizada para analise
estatistica.
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Figura 10. Exame ultrassonogréafico Doppler modo espectral, em corte transversal do corno
uterino de égua ndo gestante. Coleta de dados espectrais realizada em vasos de pequeno
calibre presentes no mesomeétrio.
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4.5.Concentragao plasmética dos horménios esteroidais

Para determinacdo da concentracdo plasméatica dos hormonios esteroidais,
P4 e E2, amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados, por
venopuncdo da jugular através de sistemas vacutainer, apdés cada avaliacdo
ultrassonografica diaria. As coletas iniciaram-se no dia da deteccdo da
ovulacdo (DO) e foram mantidas diariamente até um dia antes da ovulacao
subsequente (D-1). As amostras foram centrifugadas a 900g por 10 min. para
separacao do plasma, e armazenadas a —20°C.

As concentracdes de E2 foram determinadas por radioimunoensaio (RIA),
utilizando-se kit comercial para dosagem de 17B-estradiol humano (Estradiol
Duplo Anticorpo; Siemens Healthcare Diagnostics Inc.), adaptado e validado
para andlises das concentracdes plasméticas de E2 equino (adaptado de
GASTAL et al. 1999). Amostras de 500ul de plasma foram duplamente
extraidas com 3,0 ml de éter etilico, congeladas em solucéo de gelo seco e
metanol, e decantadas em tubo de ensaio. Apos a extracdo, o éter etilico foi
removido por evaporagédo. As amostras secas foram ressuspensas em 200ul de
solugcdo tampdo (PBS gelatina 0,1%). Para o0 ensaio, seguiu-se as
recomendacdes descritas pelo fabricante do kit. Os padrbes para curva (5 a
500pg/ml de 17B-estradiol) foram utilizados do kit duplo anticorpo humano.

Durante o periodo de diestro as concentracdes plasmaticas de estradiol em
éguas tendem a apresentar valores inferiores a 5pg/ml (GINTHER, 1992), valor
este considerado o minimo de leitura com base na curva padréo fornecida pelo
kit. Para contornar esta dificuldade, as concentragfes plasmaticas de E2 que
apresentavam concentracbes abaixo de 5pg/ml foram obtidas, por meio da
técnica de RIA, em contagens por minuto (CPM), e preditas de acordo com a
equacao da curva padrao (Figura 11) fornecida pelo kit:
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Contgens por minuto (CPM)

pg/ml

Figura 11. Gréfico representativo da leitura da curva padréo de estradiol (5 a 500pg/ml de E2)
pelo Radioimunoinsaio (RIA). Os eixos x e y representam as concentracdes de estradiol da
curva padrdo fornecida pelo kit comercial para dosagem de 17(3-estradiol humano (Estradiol
Duplo Anticorpo; Siemens Healthcare Diagnostics Inc.) e as respectivas contagens por minuto
(CPM) pelo RIA.

A equacgao resultante da relagdo entre o CPM e as concentracdes de
estradiol, para a curva padréo é:

y=-1107In(x) + 8299,2
ou seja,
CPM = - 1107In(JE2]) + 8299,2

Desta forma, temos:

CPM —8299,2

[E2] = 2,72 -1107

O coeficiente de variacdo interensaio foi de 19,3%.

As mensuracdes das concentracdes plasmaticas de P4 foram realizadas
por RIA, utilizando-se kit comercial para dosagem de progesterona humana
(Progesterona Coat-A-Count, fase sélida, Siemens Healthcare Diagnostics
Inc.), de acordo com Ginther et al. (2005). Os coeficientes de variagao inter e
intraensaio foram 5,5 e 6,5%, respectivamente, e a sensibilidade do ensaio foi
de 0,05%.
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4.6.Andlise estatistica

Para facilitar a andlise das variaveis durante o0s ciclos estrais com
diferentes duracdes, os dados foram divididos em trés periodos: estro, diestro e
peri-luteolitico (L-3 a L+3). Sendo LO o primeiro dia em que a progesterona
apresentou concentracfes plasmaticas abaixo de 1ng/ml (GINTHER et al.,
2011). O diestro foi considerado o intervalo entre uma ovulacdo e o dia
imediatamente anterior ao momento em que a concentracdo plasmatica de P4
atingiu valores abaixo de 1ng/ml, enquanto o estro foi o intervalo entre o
término do diestro e a ovulacdo subsequente. Para as andlises de dados,
utilizou-se a média de duracao do estro e do diestro.

Para melhor visualizacdo da variacdo dos dados em relacdo ao DO, a
analise comparativa das variaveis respostas foi realizada. Padronizou-se o
valor zero para o dia da ovulacéo, e os dados dos dias subsequentes foram a

diferenca em relacéo a este momento, de acordo com a seguinte formula:

(valor inicial — valor no D0)

Valor final = valor no DO

Desta forma, a analise da perfusdo vascular uterina foi realizada por meio
de seis variaveis respostas: PVU, PVUrel (perfusdo vascular uterina subjetiva
relativa), RI, Rirel (indice de resisténcia relativo), Pl e Plrel (indice de
pulsatilidade relativo).

Quando estudadas as variaveis no periodo peri-luteolitico, as variaveis
relativas foram padronizadas em relacdo ao dia da lutedlise (LO) ao invés do
DO, aplicando-se a féormula:

(valor inicial — valor no LO)

Valor final =
f valor no LO

No caso de animais que apresentaram co-dominancia folicular durante o
periodo das avaliagBes, com consequente dupla ovulagdo, foi realizada uma
divisdo dos animais em dois grupos: grupo simples e grupo dupla ovulagéo.
Para excluir a possibilidade de qualquer interferéncia, foi avaliado se houve

efeito do grupo e interacdo do grupo com os momentos, para cada variavel
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resposta analisada. Quando este efeito ndo foi encontrado, as andlises foram
realizadas sem a divisdo dos animais em grupos, utilizando-se todos os valores
conjuntamente.

Analisou-se, inicialmente, a distribuicdo das varaveis respostas pelo teste
de Shapiro-Wilk. Os dados que ndo estavam normalmente distribuidos foram
transformados para escala raiz quadrada, logaritmos ou rank para a andlise,
objetivando a normalizacdo. Para as varidveis paramétricas, foi feita a andlise
fatorial (SAS PROC MIXED - Versdo 9.2; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)
para os efeitos dos cornos, grupos e dias. Um termo de interacdo entre os
grupos e dias foi incluido em todos os modelos para testar a hipétese de que a
diferenca entre os grupos foi dependente do momento analisado, com
repetidas afirmagdes para minimizar a autocorrelacdo entre mensuracdes
sequenciais. O teste-t pareado de student foi utilizado para comparacdes
selecionadas de médias dentro de um grupo. Diferenca entre grupos foi
analisada pelo teste-t ndo pareado.

Para as variaveis ndo paramétricas (edema, PVU, PVUrel e P4 durante o
estro e lutedlise), utlizou-se o teste kolmogorov-smirnov para fazer
comparacgdes entre grupos dentro do mesmo momento, e o teste de wilcoxon
pareado para fazer comparacdes entre os momentos dentro do mesmo grupo.

A correlacdo de pearson foi realizada entre as médias das variaveis
respostas ao longo dos dias, dentro dos trés periodos definidos: diestro, estro e
peri-luteolitico. O nivel de significancia estatistica foi definido como p<0,05, e a
tendéncia estatistica entre 0,1 e 0,05.

5. RESULTADOS

A média de duracgéo do ciclo estral foi de 21,5 + 0,9 dias (variagdo 18 a 25
dias), sendo 14,3 + 0,3 (variagdo 12 a 16 dias) para o diestro e 7,3 £ 0,8
(variagao de um a 10 dias) para o estro.

Dos 12 animais avaliados, trés apresentaram co-dominancia folicular que
culminaram em duplas ovulagdes (grupo dupla ovulacao).

Nao houve diferenca estatistica na PVU, Rl e Pl entre os cornos ipsi e
contralateral ao CL durante o diestro, e ao foliculo pré-ovulatério durante o
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estro (p<0,05). Desta forma, os valores de ambos os cornos foram utilizados

conjuntamente para as analises subsequentes.

5.1.Diestro e estro

Quando analisadas as variaveis respostas durante o diestro e estro, ndo
foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos (p>0,05), utilizando-
se, desta forma, todos os animais para andlise conjunta. Os valores p para os
efeitos dos grupos, dias e a interacdo entre ambos para as variaveis respostas
parameétricas estao descritos na Tabela 1 (Anexos).

O perfil do RI, do Pl e da PVU ao longo do ciclo estral estdo representados
na Figura 12. Nota-se que o maior valor da PVU foi detectado no D3, enquanto
o menor foi observado no D11 e, durante a fase de estro, a PVU se manteve
alta, atingindo valor maximo seis dias antes da ovula¢cdo. O mesmo perfil foi
encontrado para o Rl e o PI, no entanto, para estes, os menores valores foram
observados nos dias 5 e 3, respectivamente, enquanto o D12 apresentou 0s
valores mais altos encontrados, para ambas variaveis. Na fase de estro, o
mesmo perfil entre apresentado pela PVU foi observado para os indices
Doppler, porém com algumas diferencas pontuais com relacdo aos valores
MAaximos e minimo.

Para estas variaveis, quando padronizadas em relacdo ao DO, o pefrfil
encontrado ao longo do ciclo estral se assemelhou ao encontrado para as
variaveis respostas sem esta padronizacdo. Apresentaram um padrdo ondular
da irrigacdo uterina ao longo de todo o ciclo. O Rirel e o Plrel possuiram
menores valores no D3 e D-4, e maiores valores no D12, enquanto a PVUrel
apresentou maior valor no D3 e no primeiro dia do estro, e menor valor no D11
(Figura 13).
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Figura 12. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI), pulsatilidade (PI) e perfusdo vascular
uterina subjetiva (PVU - classificados em escores de 1 a 4), por meio da coleta de dados em
vasos uterinos locais, durante o ciclo estral de 12 éguas. Asteriscos simples indicam diferenca
estatistica do dia sinalizado em relagcdo ao DO (p<0,05), asteriscos duplos indicam diferenga
estatistica entre dois dias especificos, situados nas extremidades das linhas tracejadas
(p<0,05).
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Figura 13. MédiastEPM dos indices de resisténcia relativo (RI), pulsatilidade relativo (PI) e
perfusdo vascular uterina subjetiva relativa (PVU), por meio da coleta de dados em vasos
uterinos locais, durante o ciclo estral de 12 éguas. Os dados foram padronizados para o dia da
ovulagdo, sendo os valores obtidos referentes a diferenca em relacdo ao DO. Asteriscos
simples indicam diferenca estatistica do dia sinalizado em relacdo ao DO (p<0,05), asteriscos
duplos indicam diferenga estatistica entre dois dias especificos, situados nas extremidades das

linhas tracejadas (p<0,05).
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Durante o diestro, o edema uterino se manteve basal e constante,
apresentando diferengas estatisticas apenas no estro. Em todos os dias desta,
com excecao do D-1, os valores de edema uterino diferiram-se estatisticamente
do valor encontrado no DO (p<0,05). Durante o estro foram encontradas

algumas diferencas estatisticas, apresentadas na Figura 14.

Edema uterino

Figura 14. MédiastEPM do edema uterino, classificados em escores de 0 a 4 (minimo e
maximo, respectivamente), durante o ciclo estral de 12 éguas. Asteriscos indicam diferenca
estatistica do dia sinalizado em relagdo ao DO (p<0,05), letras distintas indicam diferenca
estatistica entre os dias no periodo de estro (p<0,05).

Durante o diestro, foram detectadas diferencas estatisticas nas
concentracfes plasméticas de P4 entre os dias 1 e 14 (p<0,05). Todos os dias
desta fase se apresentaram diferentes estatisticamente a concentracao
encontrada no DO (p<0,05), apresentando um aumento progressivo do DO ao
D4 (p<0,05), concentracbes maximas no D7, em média, seguidas por um
decréscimo do D12 ao D14 (Figuras 15 e 17). No estro, a P4 se manteve basal

(concentracdes menores que 1ng/ml) durante todo o periodo.
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Progesterona [ng/ml]

Figura 15. Boxplots para as concentracdes plasmaticas de progesterona durante o ciclo estral
de 12 éguas. As partes inferiores e superiores da caixa central representam os 25° e 75°
percentis, respectivamente, a banda localizada no interior da mesma representa o 50° percentil
(mediana), as extremidades inferiores e superiores das barras representam o 5° e 95°
percentis, respectivamente, enquanto os pontos externos sdo os valores extremos. Asteriscos
indicam diferenca estatistica do dia sinalizado em relagéo ao DO (p<0,05).

Durante o diestro, as concentracdes de E2 nos dias 6, 7, 8 e 14 foram mais
elevadas quando comparadas aquela no D1 (p<0,05), menor valor encontrado
nesta fase, no entanto se apresentaram similares (p>0,05) a concentragdo no
DO (Figuras 16 e 17). No estro, foram encontradas diferencas estatisticas em
relacdo ao DO, ao D1 e dentro deste periodo, como representado na Figura 16.
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Estradiol [pg/mI]

Figura 16. Boxplots para as concentracdes plasmaticas de estradiol durante o ciclo estral de
12 éguas. As partes inferiores e superiores da caixa central representam os 25° e 75° percentis,
respectivamente, a banda localizada no interior da mesma representa o 50° percentil
(mediana), as extremidades inferiores e superiores das barras representam o 5° e 95°
percentis, respectivamente, enquanto os pontos externos sdo os valores extremos. Asteriscos
simples indicam diferenca estatistica do dia sinalizado em relacdo ao DO (p<0,05), asteriscos
duplos indicam diferenca estatistica do dia sinalizado em relacdo ao D1 (p<0,05), letras
distintas indicam diferenca estatistica entre os dias no periodo de estro (p<0,05).

Progesterona [ng/ml]
[lw/6d] joipens3

Figura 17. MédiastEPM para as concentracdes plasmaticas de estradiol e progesterona
durante o ciclo estral de 12 éguas.
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5.2. Periodo Peri-luteolitico

Quando padronizada a PVU em relacdo ao momento da lutedlise, ndo
houve diferenca entre os grupos dupla e simples ovulacdo. Desta forma, a
analise desta variavel foi realizada sem diferenciacdo por grupo. Um aumento
estatistico da PVU em relagdo ao primeiro momento de avaliagdo dos dados
(trés dias antes de ocorrer a lutedlise, L-3) foi observado até o momento zero, a
partir de entdo houve uma queda até o Ultimo momento de avaliagdo (L3;
Figura 18).

Perfusdo vascular
uterina (PVU)

Figura 18. MédiastEPM da perfuséo vascular uterina (PVU), por meio da coleta de dados em
vasos uterinos locais, classificados em escores de 1 a 4 (minima e maxima,
respectivamente),durante o periodo peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi considerado o dia em
gue a P4 plasmética atingiu concentragdes abaixo delng/ml. Letras distintas indicam diferenca
estatistica entre os dias (p<0,05).

A partir da andlise dos dados utilizando-se todas as repeti¢cdes dos indices
Doppler, foi detectada influéncia do grupo e do momento para Rl e Pl, mas nao
houve interag&o entre grupo e momento.

Na analise do RI, quando desconsiderado o grupo, apenas o L-3 diferiu do
L1 e do L3. Quando comparados os grupos, houve diferenca estatistica entre
os momentos 0 (p=0,003) e 1 (p=0,09; Figura 19).
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Na andlise do PI, quando desconsiderado o efeito do grupo, foram
encontradas algumas diferencas estatisticas ao longo dos dias, apresentadas
na Figura 19. Quando comparados 0s grupos entre si, houve diferenca
estatistica entre os momentos -2 (p=0,04) e 0 (p=0,007; Figura 19).

Figura 19. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI) e pulsatilidade (PI), por meio da coleta
de dados em vasos uterinos locais, durante o periodo peri-luteolitico de 12 éguas LO foi
considerado o dia em que a P4 plasmatica atingiu concentracdes abaixo delng/ml. Asteriscos
indicam diferenga estatistica entre os dois grupos nos momentos sinalizados (p<0,05); letras
distintas indicam diferenca estatistica entre os dias, desconsiderando o efeito do grupo
(p<0,05).
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Quando padronizadas as varidveis em relacdo ao momento da lutedlise, a
PVUrel ndo apresentou diferencas entre grupos, no entanto algumas diferencas
foram encontradas ao longo do tempo, apresentadas na Figura 20.

Para RIrel, ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,07), nem do
momentos (p=0,16), nem interacao entre grupo e momento (p=0,56; Figura 20).

Para Plrel, ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,06), nem interacao
entre grupo e momento, mas houve efeito do momento. Desta forma, para
analise foram utilizadas as médias sem diferenciacdo por grupo. O Plrel antes
do momento da lutedlise se encontrava com valores mais altos, apresentando

uma queda no L-1, que se manteve até 3 dias apos a lutedlise (Figura 20).
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Figura 20. MédiastEPM dos indices de resisténcia relativo (Rlrel), pulsatilidade relativo (Plrel)
e perfusdo vascular uterina subjetiva relativa (PVUrel), por meio da coleta de dados em vasos
uterinos locais, durante o periodo peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi considerado o dia em que
a P4 plasmatica atingiu concentracdes abaixo delng/ml. Letras distintas indicam diferenca
estatistica entre os dias (p<0,05).
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Durante o periodo peri-luteolitico, o grupo ndo afetou o edema uterino.
Nesta fase, o edema uterino apresentou um aumento progressivo, como

expresso na Figura 21.

Edema uterino

Figura 21. MédiastEPM do edema uterino, classificados em escores de 0 a 4 (minimo e
maximo, respectivamente), durante o periodo peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi considerado o
dia em que a P4 plasmética atingiu concentracdes abaixo delng/ml. Letras distintas indicam
diferenca estatistica entre os dias (p<0,05).

As concentragfes plasmaticas de P4 ao longo do periodo peri-luteolitico
nao foram influenciadas pelos grupos. Nesta fase, todos os dias diferiram
estatisticamente em relagdo ao LO, havendo uma diminuigdo progressiva nos
valores durante o periodo avaliado. As diferencas estatisticas estdo
apresentadas na Figura 22.

Os grupos dupla e simples ovulagdo nao afetaram as concentragOes
plasmaticas de estradiol ao longo do periodo peri-luteolitico, periodo no qual
pode ser observado um aumento numérico progressivo ao longo dos dias. As

diferencas estatisticas estdo apresentadas na Figura 22.
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Progesterona [ng/ml]
[lw/6d] joipens3

Figura 222. MédiastEPM das concentragfes plasmaticas de progesterona e estradiol, durante
o periodo peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi considerado o dia em que a P4 plasmatica atingiu
concentragdes abaixo delng/ml. Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os dias,
dentro da mesma variavel (p<0,05).

5.3.Correlacéo entre as variaveis respostas

5.3.1. Diestro e estro

Como nao houve influéncia dos diferentes grupos durante os periodos de
diestro e estro, as médias das variaveis respostas foram testadas, sem
distincdo de grupos, para avaliar as correlacgdes lineares. As correlagbes entre
todas as varidveis respostas estdo descritas nas Tabelas 3 a 8 (Anexos). No
diestro, o Pl apresentou correlacdes lineares com a PVU (p<0,05), o RI
apresentou tendéncia a correlacéo linear (p=0,06) com o Pl e com a PVU,
enquanto o edema uterino apresentou correlacdo linear com o0s niveis

plasmaticos de E2 e apenas tendéncia a correlacdo linear com as
concentracfes plasmaticas de P4 (Figura 23).
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e (PI)

Figura 23. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI), pulsatilidade (PI) e perfusédo vascular
uterina subjetiva (PVU), por meio da coleta de dados em vasos uterinos locais; edema uterino
em um escore de classificacao de 0 a 4 (minimo e maximo, respectivamente); e concentracdes
plasméticas de estradiol e progesterona, durante o diestro de 12 éguas. O coeficiente de
correlagdo (r) indica o grau de correlacdo linear entre as variaveis. O grau de significancia
estatistica foi definido como p<0,05, e a tendéncia estatistica foi definida entre 0,1 e 0,05.
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Durante o estro, houve uma alta correlagao linear da P4 com o E2 (p=0,04)
e com a PVU (p=0,04), o E2 apresentou uma tendéncia a correlacao linear com
a PVU (p=0,06), enquanto os indices Doppler se mostraram altamente

correlacionados (p=0,008; Figura 24).

1
\
Figura 234. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI), pulsatilidade (PI) e perfusdo vascular
uterina subjetiva (PVU), por meio da coleta de dados em vasos uterinos locais; concentracdes
plasméticas de estradiol e progesterona durante o estro de 12 éguas. O coeficiente de

correlagdo (r) indica o grau de correlacdo linear entre as variaveis. O grau de significancia
estatistica foi definido como p<0,05, e a tendéncia estatistica foi definida entre 0,1 e 0,05.
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5.3.2. Periodo Peri-luteolitico

Durante o periodo peri-luteolitico, foi encontrada influéncia dos diferentes
grupos no padrdao das variaveis respostas ao longo dos dias, no entanto,
guando realizada a avaliacado das correlacdes lineares, o grupo nao interferiu
nos resultados. Desta forma, sdo apresentadas a seguir as correlagdes lineares

com as medias gerais das variaveis (Figuras 25, 26 e 27).

Figura 25. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI), pulsatilidade (PI) e perfusdo vascular
uterina subjetiva (PVU), por meio da coleta de dados em vasos uterinos locais; concentracdes
plasméaticas de estradiol e progesterona durante o periodo peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi
considerado o dia em que a P4 plasmética atingiu concentracbes abaixo delng/ml. O
coeficiente de correlagdo (r) indica o grau de correlacdo linear entre as variaveis. O grau de
significancia estatistica foi definido como p<0,05, e a tendéncia estatistica foi definida entre 0,1
e 0,05.
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Figura 246. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI) e pulsatilidade (PI), por meio da
coleta de dados em vasos uterinos locais; edema uterino em um escore de classificacdo de 0 a
4 (minimo e maximo, respectivamente); concentracdes plasmaticas de estradiol e progesterona
durante o periodo peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi considerado o dia em que a P4 plasmatica
atingiu concentragdes abaixo delng/ml. O coeficiente de correlagdo (r) indica o grau de
correlagdo linear entre as variaveis. O grau de significancia estatistica foi definido como p<0,05,
e a tendéncia estatistica foi definida entre 0,1 e 0,05.
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Figura 257. MédiastEPM dos indices de resisténcia (RI), pulsatilidade (PI) e perfusdo vascular
uterina subjetiva (PVU), por meio da coleta de dados em vasos uterinos locais; edema uterino
em um escore de classificagdo de 0 a 4 (minimo e maximo, respectivamente) durante o periodo
peri-luteolitico de 12 éguas. LO foi considerado o dia em que a P4 plasmética atingiu
concentracdes abaixo delng/ml. O coeficiente de correlacdo (r) indica o grau de correlacdo
linear entre as variaveis. O grau de significancia estatistica foi definido como p<0,05, e a
tendéncia estatistica foi definida entre 0,1 e 0,05.

6. DISCUSSAO

A perfusdo vascular uterina esta diretamente relacionada ao estagio do
ciclo estral, apresentando grande influéncia dos hormoénios esteroidais neste
processo (FORD, 1982; ROMAN-PONCE et al., 1983; BOLLWEIN et al., 2000;
BOLLWEIN et al., 2002b; BOLLWEIN et al.,, 2004; RAINE-FENNING et al.,
2004; SPRAGUE et al., 2009).

Como esperado, ndo houve diferenca nas varidveis uterinas entre 0s
cornos ipsi e contralateral ao CL e ao foliculo pré-ovulatorio, mostrando néo
haver influéncia do lado destes na irrigacdo uterina, como ja observado em
diversas espécies (FORD & CHRISTENSON, 1979; BOLLWEIN et al., 2000;
RAINE-FENNING et al., 2004; PEREIRA et al., 2012).
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No presente trabalho, o perfil da perfusé&o vascular uterina ao longo do ciclo
estral, por meio da andlise de dados coletados em vasos uterinos locais de
pequeno calibre, foi semelhante ao encontrado em dados coletados na artéria
uterina (BOLLWIEN et al., 1998; 2002b; 2004).

Entre as varidveis de avaliacdo da irrigacdo uterina (PVU, RI e PI), foi
observado um mesmo padrédo ondular ao longo do ciclo estral, com uma baixa
perfusdo vascular nos dias 0 e 11, e valores elevados no inicio do diestro e no
estro. Quando utilizados os valores relativos ao dia da ovulagéo (PVUrel, Rirel
e Plrel), o perfil destes ao longo do ciclo estral ndo diferiu dos valores brutos,
apenas apresentou pequenas variagcdes no momento em que diferencas
estatisticas foram detectadas, sem que estas influenciassem no perfil ao longo
do ciclo estral. Desta forma, ndo ha necessidade da padronizacao relativa ao
DO.

Durante o diestro, o Rl apresentou uma tendéncia a correlagao linear com
o Pl e com a PVU, ja& estes dois Ultimos se mostraram altamente
correlacionados. Com isto, demonstra-se que a avaliacdo subjetiva da perfuséo
vascular uterina, por meio da andlise de vasos mesometriais, miometriais e
endometriais, é altamente confiavel neste periodo.

O edema uterino durante o diestro manteve-se em concentragdes basais, e
apresentou correlagéo linear positiva com o E2 e tendéncia a correlacao linear
negativa com a concentracdo plasmética de P4, como descrito em diversas
espécies (GINHER, 1992; McKINNON et al., 2011) e evidencia a influéncia dos
hormonios esteroidais no processo de aparecimento do edema uterino.

Em muitas espécies, alteracdes na perfusdo vascular uterina foram
atribuidas as variagbes nas concentracbes plasméticas de E2 (FORD, 1982;
BOLLWEIN et al., 2000; BOLLWEIN et al.,, 2002b; RAINE-FENNING et al.,
2004). No entanto, no presente estudo, foi encontrada uma baixa correlagéo
deste hormbnio as varidveis de avaliacdo da irrigagdo uterina no diestro. Da
mesma forma, Bollwein et al. (2002b) ndo encontraram correlagdo entre o Pl
coletado na artéria uterina e a concentragdo plasmatica de E2 nesta mesma
fase em éguas. Achados estes que fortalecem a hipétese de outros fatores
vasoativos estarem envolvidos nas modificacbes encontradas na perfusao

vascular uterina.
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Diferentemente dos dados encontrados por Bollwein et al. (2002b), no
presente estudo foi verificado um segundo aumento do E2 plasmatico, no inicio
do diestro, como descrito por Ginther (1992) e Christensen (2011). Acreditava-
se haver uma correlacdo deste com o aumento da perfusdo vascular uterina
em torno do D5. Entretanto, podemos observar que o inicio do aumento destas
duas variaveis ndo foi concomitante, uma vez que a elevacdo dos niveis
plasmaticos de E2 iniciou-se ap6s o aumento detectado na irrigacdo uterina.
Embora, Christensen (2011) relate que o aumento do estradiol durante o
diestro se inicia no D3. A supressao progesteronica sobre os efeitos do E2 nos
tecidos pode ser uma explicagdo para nao haver aumento da perfusao vascular
uterina simultanea ao aumento estrogénico no inicio do diestro. Bollwein et al.
(2004) ao administrarem E2 durante o diestro, ndo observaram elevacdo da
irrigagdo uterina no D5 e no D10, momento em que as concentracdes
plasmaticas de P4 encontraram-se elevadas.

Refor¢cando a idéia de que o E2 n&o induz o aumento na perfusédo vascular
uterina em éguas, Bollwein et al. (2004) encontraram efeito inibitorio deste
hormdnio na irrigacdo uterina. Os animais que receberam E2 exdgeno nos dias
0, 5 e 10 do ciclo apresentaram diminui¢ao da irrigacao uterina durante todo o
ciclo estral, com excecdo do D1, quando comparadas as éguas nao tratadas.
No entanto este achado ndo é conclusivo, uma vez que pode ter ocorrido tanto
uma down-regulation nos receptores de E2, quanto um possivel efeito da P4.

Os efeitos dos hormonios diferem-se de acordo com o tecido alvo. O E2
pode tanto estimular quanto inibir o crescimento celular, apresentando efeito
antagonico ou sinérgico a P4, dependendo do seu local de acdo. Uma possivel
explicacdo para isto € a variacdo da expressdo dos tipos de receptores
hormonais presentes nos diferentes tecidos (HODGES et al., 1999).

As concentracdes plasmaticas de P4 ndo apresentaram correlagéo linear
com as varidveis de avaliacdo da irrigacdo uterina no diestro, como ja
observado em estudos anteriores em éguas (BOLLWEIN et al., 2002b). A P4
plasmatica apresenta um aumento abrupto do D1 ao D5 e, a partir de entéo,
mantém as concentracdes altas até iniciar seu declinio no final desta fase. Ao
contrario da irrigagdo uterina, que apresenta um aumento entre D2 e D8

seguido por uma diminuicdo no final do diestro (D11 e D12). No entanto,
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Honnens et al. (2011) sugerem que a P4 no inicio do diestro seja a responséavel
por elevar a irrigacdo uterina, mediada pela a¢do do oxido nitrico, uma vez que
0 inicio do aumento destas duas variaveis coincidem.

O aumento da perfusdo vascular uterina no inicio do diestro também foi
detectado em éguas inseminadas, tanto gestantes quanto ndo gestantes
(FERREIRA et al., 2010). Até aquele momento, acreditava-se que esta
elevacao poderia ser uma resposta a entrada do embrido no utero. No entanto,
a acdo da presenca do embrido era desconhecida, uma vez que mesmo as
éguas ndo gestantes poderiam ter sofrido influéncia do embrido com
consequente perda embrionaria até o diagnostico de gestacdo. Por meio do
presente estudo, pode-se confirmar que este aumento da irrigagcado uterina
durante o diestro ocorre fisiologicamente no ciclo estral da égua, independe da
presenca do embrido. Mas ainda ndo se sabe ao certo quais mecanismos e
fatores estdo envolvidos neste evento, podendo haver relagdo com a
preparacao uterina para recebimento do embrido.

As modificagbes na expressao dos receptores ao longo do ciclo estral sao
outros fatores importantes que podem estar relacionados as mudancgas na
relacdo existente entre o0s hormbnios esteroidais e as alteracdes
hemodindmicas no utero. Em torno do D11, hd uma evidente diminuicdo da
irrigacdo uterina. Nesta mesma fase, ha uma diminuicdo progressiva dos
receptores endometriais de P4 (HARTT et al., 2005), que pode estar
relacionada as modificacbes na hemodindmica do utero. Entretanto o padrdo
de expressdo dos receptores de P4 no endotélio vascular uterino ndo é
conhecido, podendo este coincidir ou ndo com o encontrado no endométrio,
durante esta fase do ciclo estral.

Durante o estro, apesar da alta correlacdo entre os indices Doppler, ndo
houve correlacdo destes com a PVU, ao contrério do observado no diestro. No
estro ha uma vasodilatagdo uterina e elevagdo do edema endometrial, ndo
encontradas no periodo de diestro (GINTHER, 1992). Estas caracteristicas
influenciaram o padrao vascular, gerando uma diferenca deste entre as duas
fases do ciclo estral. Desta forma, houve uma dificuldade em manter no estro o
mesmo padrdao de avaliacdo da PVU utilizado no diestro, levando a uma
dificuldade em predizer subjetivamente a PVU do estro.
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Ao passo que, apenas a P4 possuiu correlacao linear negativa com a PVU
no estro, achados estes ainda ndo descritos para éguas. Em estudos
anteriores, éguas e vacas ndo apresentaram correlacdo deste horménio a
irrigacao uterina (BOLLWEIN et al., 2000; 2002b), enquanto porcas e ovelhas
apresentaram uma forte correlacdo negativa ao longo de todo o ciclo estral
(FORD & CHRISTENSON, 1979; ROMAN-PONCE et al., 1983). Entretanto,
podemos observar que em éguas e vacas, quando avaliada a irrigacdo uterina
por meio da ultrassonografia Doppler, os autores utilizaram os indices Doppler
como forma de predizer a irrigacdo uterina. No presente estudo, também n&o
foram encontradas correlagdes entre os indices Doppler e a P4, sendo este o
primeiro estudo a correlacionar a avaliagdo subjetiva da perfusdo vascular
uterina as concentracdes plasmaticas dos hormbénios esteroidais. Uma possivel
explicacdo para o contraste entre estes dados € a dificuldade encontrada no
presente estudo em predizer com eficiéncia a PVU durante o estro.

Corroborando com os achados de Honnens et al. (2011), no presente
trabalho, a P4 apresentou correlacdo positiva com a perfusédo vascular uterina.
Similarmente, Bollwein et al. (2004) observaram que a administracédo de P4
exogena diminuiu a irrigacdo uterina de éguas.

Ao contrério do esperado, ndo houve correlagdo dos indices Doppler as
concentracdes plasméticas de E2 na fase folicuar, como encontrado em dados
coletados na artéria uterina em éguas (BOLLWEIN et al., 2002b) e em
mulheres (RAINE-FENNING et al., 2004). Uma hip6tese que pode explicar esta
ndo correlagéo, sdo os inumeros fatores que influenciam a acurécia da técnica
da dosagem plasmatica de E2.

Em contrapartida, nesta mesma fase, foi encontrada uma tendéncia a
correlagdo linear da PVU com o E2, concordando com os dados encontrados
para outras espécies que assumem que o estradiol estd diretamente
relacionado ao aumento da irrigacdo uterina (FORD & CHRISTENSON, 1979;
FORD, 1982; BOLLWEIN et al.; 2002b; RAINE-FENNING et al., 2004). No
estro ha uma elevagdo na expressao dos receptores a de E2 presentes no
endotélio vascular uterino de ovinos, quando comparada a dinamica destes

receptores no diestro, mostrando haver grande influéncia deste horménio no
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aumento da irrigacdo uterina encontrada neste momento (PASTORE et al.,
2012).

Para as varidveis descritas até agora, nao houve diferenca entre os grupos
dupla e simples ovulacdo, provavelmente devido as alteracdes encontradas
nas variaveis respostas serem discretas, necessitando de um maior nimero de
animais para que se possa observar diferencas estatisticas. Além disso, Witt et
al. (2012) demonstraram que éguas superovuladas apresentam aumento na
perfusdo vascular uterina e nos niveis plasmaticos de E2. Entretanto, estas
diferencas foram estatisticamente observadas quando havia presenca de trés
ou mais foliculos pré-ovulatérios. No presente estudo, as éguas apresentaram
apenas dois foliculos pré-ovulatérios.

Embora ndo tenham sido detectadas diferencas estatisticas entre os
grupos dupla e simples ovulacdo, o grupo dupla ovulacdo apresentou valores
numericamente menores (maior irrigagdo) nos indices Doppler relativos (Rlrel e
Plrel) e no RI, durante todo o ciclo.

Até o presente momento, ndo havia sido relatada a irrigagdo uterina no
periodo peri-luteolitico. Quando se avalia o ciclo estral, por haver variagdes no
dia da lutedlise entre os animais, consagradamente utiliza-se o valor médio de
duragéo do periodo de estro e diestro, havendo, desta forma, um corte dos
dados que excederam este periodo, corte este que coincide com o periodo da
lutedlise. Contudo, a normatizacdo dos dados para o dia de deteccdo da
lutedlise ([P4] < 1ng/mL) permitiu a avaliacdo deste periodo.

As variaveis de avaliacdo da irrigacdo uterina apresentaram-se altamente
correlacionadas nesta fase, se mostrando, desta forma, capazes de predizer
com confiabilidade a perfuséo vascular uterina.

Com a queda abrupta nas concentra¢des plasmaticas de P4 no momento
da lutedlise, nota-se um aumento na PVU. Tal fato possivelmente esteja
relacionado ao desbloqueio que a P4 exerce nos receptores de E2 descrito por
Vanderwall (2011), uma vez que, no momento da lutedlise, os receptores
uterinos de E2 e P4 iniciam um aumento. Talvez este padrao de expressao dos
receptores seja semelhante ao encontrado nos vasos presentes no Utero.

Entretanto, no final desta fase, a PVU apresentou uma queda discreta, que
pode ser explicada pela crescente vasodilatacdo e aparecimento do edema
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endometrial, com a consequente dificuldade em manter o mesmo padréo de
avaliacdo da PVU antes e apos a lutedlise, como mencionado anteriormente.

Quando desconsiderado o efeito do grupo para os indices Doppler no
periodo peri-luteolitico, o estradiol pareceu promover um aumento no Rl e PI,
corroborando com os achados de Honnens et al. (2011), que observaram que
do D11 ao estro houve um aumento da perfuséo vascular uterina induzida pelo
estradiol, modulada pela acao do 6xido nitrico.

Para os indices Doppler, o grupo dupla ovulacdo apresentou valores mais
elevados (menor irrigacdo uterina) em momentos pontuais do periodo peri-
luteolitico. Informacado esta conflitante aos achados de Witt et al. (2012), que
observaram um aumento da irrigagdo uterina durante o estro em éguas
superovuladas. Entretanto, devido a uma grande variagdo individual das éguas
e ao baixo niumero de animais que compunham o grupo dupla ovulagéo, esta
diferenca estatistica encontrada pode ser atribuida a estes fatores, merecendo
estudos com maior nimero de animais e utilizando delineamento estatistico
onde repetem-se 0s animais em ambos 0S grupos, para eliminar variacoes
externas.

Como nao foram encontrados relatos na literatura a respeito da dinamica
dos fatores que influenciam a hemodinamica uterina padronizados de acordo
com o momento da lutedlise, a andlise comparativa dos resultados do presente

estudo se torna dificultada.

7. CONCLUSAO

O ovario em que o corpo luteo e o foliculo pré-ovulatério estédo localizados
nao interfere na perfusao vascular dos cornos uterinos de éguas nao gestantes.
A avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular do Utero, por meio da analise de
vasos endometriais, miometriais € mesometriais, € capaz de predizer com
acuracia a resisténcia vascular dos mesmos e, consequentemente, a perfuséo
vascular uterina durante o diestro. Ao passo que, no estro, uma padronizacao

desta técnica ainda se faz necessaria.
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A perfusdo vascular uterina apresenta um padrao ondular ao longo do ciclo
estral, com uma diminuicdo no dia da ovulagcdo e no final do diestro, e
aumentos no inicio do diestro e estro.

Os hormobnios esteroidais, estradiol e progesterona, estdo diretamente
correlacionados a hemodinamica uterina ao redor do periodo luteolitico e
durante o estro. No entanto, ha diversos fatores mediadores que estéo
envolvidos na regulacao da perfuséao vascular uterina ao longo do ciclo estral, e
poucos sao o0s aspectos ja elucidados, merecendo grande enfoque dos estudos

atuais.
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Summary

Coordinated vascular development and a uterine blood supply are necessary for
conception, successful embryo development and maintenance of pregnancy. New
approaches to colored Doppler ultrasonography were used to evaluate the uterine
hemodynamics of pregnant and non-pregnant mares. A total of 28 mares were
assigned to three groups according the insemination procedure and diagnosing
pregnancy: non-inseminated (G1; n=7 mares), inseminated non-pregnant (G2; n=7
mares) and pregnant (G3; n=14 mares) groups. Doppler end point (uterine vascular
perfusion and mesometrial Doppler indices) were evaluated from DO to D12 (G1 and
G2) and during the first 20 days of gestation (G3). A pronounced and transitory
increase in uterine vascularity associated with low values of Doppler indices aroundD4
was observed (P<0.001) in mares from G1 and G3. Uterine vascularity of G2 did not
change (P>0.1) between D1 and D11. In pregnant mares, a progressive increase on
uterine blood flow was detected (P<0.001) from D12. Additionally, a uterine horn with

an embryo had greater (P<0.01) uterine vascular perfusion and lower (P<0.01)
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mesometrial Doppler indices than the opposite horn. Arteries from mesometrium
attachment were adequate for the measurement of Doppler indices during diestrus and
early gestation. Our results demonstrated for the first time a simultaneous increase and
decrease in uterine vascularity and mesometrial Doppler indices, respectively, during
the first days post-ovulation in pregnant and non-inseminated mares. The low and
continuous uterine blood flow of inseminated non-pregnant mares indicates uterine

hemodynamics disturbances as a potential cause of subfertility.

Keywords: mare, uterus, embryo, artificial insemination, pregnancy, Doppler

ultrasonography

Introduction

A transient breeding-induced inflammatory process is a physiologic response of
the uterus observed after insemination is necessary for the effective elimination of
sperm, seminal plasma and bacteria [1]. However, a persistent post-mating

endometritis may play a role in the pathogenesis of early embryonic loss in mares [2].

Several studies have demonstrated that an uninterrupted and complete
interaction between uterus and conceptus is essential for the establishment and
maintenance of pregnancy [3, 4, 5, 6]. In the uterine lumen, the young and mobile
embryo vesicle provides signals for maternal recognition of pregnancy, which ensures

the lifespan and secretory function of the corpus luteum [7].

Ultrasonic Doppler technology provides colored blood flow images of the equine
reproductive tract. This technology has the potential to increase the diagnostic,
monitoring, and predictive capabilities of theriogenologists and researchers [8]. Color

and power Doppler ultrasonography are noninvasive pulse wave techniques that have
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recently been used to study the uterine hemodynamics of pregnant and non-pregnant

mares [5, 9, 10, 11].

There are no reports of the changes on the uterine tissue vascularity and
mesometrial Doppler velocimetry during the first days after artificial insemination.
Bollwein et al. [9] described an increased blood flow velocity in the uterine artery few
hours after semen infusion in mares. However, no directly evaluation of the uterine
tissue hemodynamic has been done on the succeeding days. Earlier study in pregnant
mares, using conventional color-flow imaging, found low endometrial vascular
perfusion during the first nine days post-ovulation and increased vascularity after day
12[4]. Nevertheless, the Doppler signals present on the myometrium were not
considered in the respective study and the approach used was not able to produce
endometrial spectral waveforms during the diestrus and early gestation. Therefore, the
correlation between Doppler index values from mesometrial attachment arteries and

uterine vascular perfusion during the early gestation remains unknown in mares.

Power-flow mode Doppler could have advantages over conventional Color-flow
imaging [8], and the myometrial blood vessel network should be considered for the
evaluation of uterine hemodynamics in mares [11]. Probable, the determination of
mesometrial Doppler indices, associated with a more sensitive and detailed evaluation
of uterine vascularity, will provide important evidence in understanding the physiology
of the uterine post-breeding response and early gestation in mares. In the future, this

knowledge will be fundamental in diagnosing pregnancy disorders earlier.

The overall purpose of the present study was to characterize the hemodynamics of
the uterus after artificial insemination and during the early gestation in mares. The
specific goals were to (1) evaluate the influence of the semen infusion on the uterine
blood flow,(2) determine the spectral-Doppler measurements from mesometrial

attachment arteries and uterine vascularity through the first 20 days of pregnancy, and
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(3) to evaluate the efficiency of the Doppler technology for the early pregnancy

diagnosis in mares.

Materials and Methods

Animals and experimental groups

A total of 28 mares were kept under natural light in an open shelter and outdoor
paddock at CERBEQ, Reproduction Center of the Department of Animal Reproduction
and Veterinary Radiology, UNESP. Animals were handled in accordance with the S&o

Paulo State University Guide for Care and Use of Agricultural Animals in Research.

The mares were mixed breeds weighing 270-410 kg and were 5-12 years of age
(mean 10.2+0.7 years). Animals were maintained on grass hay and pelleted feed with
free access to water and trace-mineralized salt. The age of the mares was estimated
from dental characteristics [12].Only mares without macroscopic abnormalities in the

reproductive tract were used.

Experiment 1: Effect of semen infusion and conception on uterine hemodynamics of

mares

To evaluate the effect of semen infusion and conception the uterine blood flow, the
mares were retrospectively assigned into three experimental groups according to
insemination procedure and, posteriorly, visualization of the embryonic vesicle: Non-

inseminated group (n=7 mares; G1), Inseminated Non-pregnant group (n=7 mares; G2)
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and Pregnant group (n=14 mares; G3). Data collection was done daily between DO and

D12(DO0 = day of ovulation).

Examinations to confirm pregnancy were performed every day, starting from D9,
using conventional B-mode ultrasonography. In inseminated non-pregnant mares (G2),
a final ultrasound exam was performed on D15 to confirm the absence of the

embryonic vesicle.

Mares from G2 and G3 were artificially inseminated 24 hours after induction of
ovulation with hCG (2500 IU, i.v.), administered when a preovulatory follicle reached 35
mm in diameter. A stallion with proven fertility was used. Sperm concentrations of the
ejaculates ranged from 50 to 100 x 10°spermatozoa/mm?® with 50-70% progressively

motile sperm.

Experiment 2: Effect of CL position and embryo location on uterine hemodynamic in

pregnant mares

Posteriorly to the visualization of the embryo vesicle, pregnant mares from G3
(n=14 mares) were used to evaluate the influence of side of ovulation and embryo
mobility on the gravid uterus hemodynamic. Data collection was done in both uterine
horns considering the uterine horn side (left versus right), position of the CL (ipsi
versus contralateral to CL) and embryo vesicle location (horn with embryo versus
opposite horn). Doppler ultrasonic end points were evaluated every 24 hours from D12

to D20.

Ultrasonography and Doppler End Points
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Mares were scanned using a triplex B-mode (gray scale) and pulsed-wave color
Doppler ultrasound instrument (Sonoace Pico; Medison do Brasil Ltda) equipped with a
linear-array multifrequency transducer (LV5-9CDn, 5 to 9 MHz) with a beam-field width
of 60mm. The principles, techniques, and interpretations of B-mode examinations of
the mare reproductive tract have been reviewed [13]. The brightness and contrast
controls of the monitor, and the gain controls of the scanner, were standardized to

constant settings [14].

To determine the day of fixation on Experiment 2, the location of the vesicle within
the uterus was evaluated every five minutes and for two consecutive hours per day
from D12, as previously described by Leith & Ginther [15]. Day of fixation was defined
as the first day that the embryonic vesicle was in the same uterine segment during
every daily examination [13]. A final ultrasound exam was performed one day later to

confirm the location of the vesicle.

Uterine hemodynamics of pregnant and non-pregnant mares was based on
Doppler end points: uterine vascular perfusion and Doppler indices from mesometrial

attachment arteries (Figure 1).
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Figure 1. A diagram of the equine uterus with representative ultrasonograms. Uterus is
divided into nine identical segments to evaluate the embryonic mobility and determine the
day of fixation. (A) Ultrasonic visualization of the embryonic vesicle between D9 and D12
was performed to diagnosing pregnancy. Uterine vascular perfusion from non-pregnant
(B) and pregnant (C) mares was estimated using Power-flow Doppler imaging. The
sample gate (green cursor; D) was placed in an artery of the mesometrium attachment
(green dashed circle) to generate a Doppler frequency spectral graph (E) with a minimum
of three identical cardiac cycles. The spectrum graph was used to measure mesometrial
blood flow velocities and uterine Doppler indices.

Vascular perfusion from both uterine horns was subjectively estimated by one
operator considering the extension of uterine tissue with colored signals of blood flow,
as recently described by Ferreira et al [11].Doppler exams were performed using
Power-flow function (Figures 1B and 1C). Only color signals that appeared to be within
the limits of the uterus (endometrium and myometrium) were considered. Uterine
vascular perfusion was scored from 1 to 4 (minimum to maximum, including fractional

scores), based on the percentage of uterine tissue with color signals of blood flow,
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during real-time cross-sectioning of the uterus in a continuous 1 minute scan. Different
numbers and intensities of colored Doppler signals were detected in distinct segments
of the same uterine horn (Figure 2). Therefore, the vascularity was based on the
maximum score observed during the ultrasonic exam of the three segments of the

uterine horn (distal, central, and corneal-body junction segments).
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Figure 2. Representative position of the ultrasound transducer and the direction of scanning (white arrow) along the
uterine horn for vascular perfusion evaluation are represented. Uterine horn is divided into three identical segments:
proximal (ps), central (cs) and distal segments(ds) segments. Cross-sectional images of a single uterine horn in
colored Power-flow Doppler mode are shown (A, B and C). Distinct segments of the same uterine horn show different
intensity and number of colored Doppler signals, ranging from low (A) to high (B and C) vascularity. To estimate the
vascularity, the three uterine horn segments and all uterine layers (endometrium and myometrium) must be evaluated
considering the maximum score of colored signals observed.

The evaluated spectral Doppler end points were Pulsatility index (PI) and
Resistance index (RI). The formulas for spectral data are well established [8]. Spectral
assessment of arterial Doppler indexes were performed as described previously by
Silva et al. [4]. To produce a spectral waveform, each entire mesometrium attachment
was initially scanned in a slow, continuous motion using the Power-flow Doppler mode.
Subsequently, in spectral mode, the sample-gate cursor was placed on an artery of the
mesometrium attachment (Figure 1D). Spectral waveform, with a minimum of three
cardiac cycles, was generated and one of the cycles was used to measure the spectral

end points (Figure 1E).The procedure was repeated twice more, and the average was

used for statistical analyses.
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Statistical analyses

The scores for uterine vascular perfusion and spectral end points were analyzed
by a two-way repeated measure (PROC MIXED, SAS Institute, 2009).To determine the
main effects and interactions, a repeated statement was used to account for
autocorrelation between sequential measurements. A Tukey’s test was used to identify
the differences both within and between horns and between groups when significant
effects or interactions were identified. A probability of P<0.05 was used to indicate

significant difference. Data are presented as mean+S.E.M.

Results

The mean ages of G1, G2, and G3 (9.5+0.8, 10.3+0.9 and 9.7+0.9, ranging from 5
to 12 years, respectively) were similar (P>0.1). A significant presence of intrauterine
fluid was not detected during the first three days pots-ovulation (G1) or after artificial

insemination (G2 and G3).

On experiment 1, no difference (P>0.5) between uterine horns (ipsilateral versus
contralateral to the CL and left versus right) was found for uterine vascular perfusion
and mesometrial Doppler indices (Pl and RI) of the three groups between DO and D12.

Therefore, the average was used for subsequent statistical analyses.

The variations of uterine vascular perfusion inG1 and G3was similar (P>0.1) during
the first 11 days post-ovulation (Figure 3). In both groups, uterine vascularity was
constant and low from DO to D2, while a pronounced and transitory increase in uterine
vascular perfusion was observed (P<0.001)on D4. A second increase in uterine
Doppler signals was detected on D12 only in pregnant mares. In inseminated non-
pregnant mares (G2), the uterine vascular perfusion did not change (P>0.1) between

D1 and D11 (Figure 3).
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Figure 3. Mean for uterine vascular perfusion of non-inseminated (G1; n=7), inseminated non-
pregnant (G2; n=7) and pregnant (G3; n=14) mares during the 12 first days after ovulation. Asterisk
symbol indicates significant difference (P<0.05) between days within or between groups. Means with
different letters (a,b) within a same group (G3) are different (P<0,05).

An effect of day was observed for mesometrial P1 in mares from all groups during
the first 12 days post-ovulation (Figure 4). A decreased Pl was detected (P<0.01)from
D3 to D5in non-inseminated mares (G1). Mares from G2 showed lower Pl on D3 and
D7-D8, while decreased Pl was detected between D3 and D5 in mares from G3.
Additionally, lower and higher PI values were observed from D10 in pregnant and

inseminated non-pregnant mares, respectively.
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Figure 4. Mean for mesometrial Pulsatility index of non-inseminated (G1; n=7),
inseminated non-pregnant (G2; n=7) and pregnant (G3; n=14) mares during the 12 first
days after ovulation. Asterisk symbol indicates significant difference (P<0.05) between
days within groups. Means with different letters (a, b, ¢, d) within a same group are
different (P<0,05). Probability of P for the effect of group (G), day (D) and their interaction
(GD) are shown.

In G1, mesometrial RI did not differ (P>0.1) during the first 12 days post-ovulation.
Effect of day for mesometrial Rl was detected (P<0.001) in pregnant and inseminated
non-pregnant mares (G3 and G2, respectively). Mares from G2 showed decreased RI

on D4 and D7-8, while lower Rl was observed on D4-5 and from D9 in G3 (Figure 5).
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Figure 5. Mean for mesometrial Resistance index of non-inseminated (G1; n=7), inseminated non-
pregnant (G2; n=7) and pregnant (G3; n=14) mares through the 12 first days after ovulation (D0).
Asterisk symbol indicates significant difference (P<0.05) between days within a same group.
Means with different letters are different to D1 (P<0,02) in G2 (a) or G3 (b). Probability of P for the
effect of group (G), day (D) and their interaction (GD) are shown.

On Experiment 2, no effect (P>0.01) of CL location was observed for uterine
vascular perfusion in pregnant mares through the first 20 days of gestation (Figure 6).
A progressive and similar increase in vascularity was detected (P<0.05) in both uterine

horns (ipsi and contralateral to the CL).



68

3.5 7 —s— ipsilateral to CL
.57+ contralatearl to CL
S 3.0 -
: LY
= [
f’,::” 25 - Y v\
(]
e N
S
-0 - R
= ey " iy
-lq—'l) 1 5 ! 7Y :':‘ Y ]
nb? #E7 H: P>0.1
Y D: P<0.001
1.0

01T 2 34 5 6 ( 8 8 1011 12 13: 14 15 16 17 18 19 20

days post-ovulation

Figure 6. MeantSEM for vascular perfusion of ipsi and contralateral horn to the CL during the
first 20 days of gestation (n=14 mares; G3). Asterisk symbol indicates significant increase on
uterine vascularity (P<0.001). Probability of P for the effect of horn (H) and day (D) are shown.

The embryonic vesicle was first detected by D9 or D10 (9.72+0.1). The embryo
almost always remained in the uterine body between days nine and 11 of gestation.
Therefore, the statistical analysis for Doppler end points according to the position of the
embryonic vesicle was performed from D12. In all pregnant mares, the cessation of
embryo mobility occurred in the caudal segment of one of the uterine horns. No effect
on side (left horn versus right horn) or CL position (ipsilateral versus contralateral to the

CL) was detected for location of embryo fixation (P>0.1).
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Considering the position of the embryo, an effect of horn (with embryo versus
opposite horn) was detected (P<0.001) on uterine vascular perfusion and the

mesometrial Doppler indices from D12 to D20 of gestation (Figures 7, 8 and 9).

Progressive increases in uterine vascular perfusion with distinctive intensities were
observed (P<0.001) in both uterine horns according to the embryo position (Figure 7).
The uterine vascularity of horns with and without an embryo did not differ from D12 to
D14. However, a more pronounced increase in vascular perfusion was detected in the
horn with the embryo from D15 (Figure 7).The mean vascularity of the uterine horn
without an embryo was significantly lower than the observed vascularity in the uterine

horn with an embryo from D12 to D20 (1.94+0.01 and 2.39+0.01, respectively).
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Figure 7. MeantSEM for vascular perfusion of uterine horns (with embryo and opposite
horn) from day 12 to 20 of gestation in mares (n=14). Asterisk symbol indicates a day with
significant difference (P<0.05) to D12 in both horns. Different letters (a,b) indicates
statistically difference (P<0.05) between uterine horns in the day.

Effect of uterine horn and day were observed (P<0.004) for mesometrial Pl and RI
between days 12 and 20 of gestation (Figure 8 and 9, respectively). Additionally, no
significant difference was detected for the interaction H:D of mesometrial Doppler
indices. Between D12-20 of gestation, greater values for mean Pl and RI were

observed in the horn ipsilateral to the embryo compared to the contralateral horn.
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Figure 8. MeantSEM for mesometrial Pulsatility index of uterine horns (with embryo and
opposite horn) between days 12 and 20 of gestation in mares (h=14). Probability of P for the
effect of horn (H), day (D) and their interaction (HD) are shown.
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Figure 9. MeantSEM for mesometrial Resistance index of uterine horns (with embryo and
opposite horn) between days 12 to 20 of gestation in mares (n=14). Probability of P for the
effect ofhorn (H), day (D) and their interaction (HD) are shown.

Discussion

Colored Doppler ultrasonography has shown to be essential for the in vivo
evaluation of reproductive physiology in large animals. The present study
demonstrated, for the first time, the viability of the analysis of mesometrial attachment
arteries for the evaluation of uterine blood perfusion during diestrus and first days of
gestation in mares. Additionally, new information was obtained in regards to the uterine
vascularity of pregnant and non-pregnant mares. These findings will be important in

determining normal standards for uterine hemodynamics during the initial days post-
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breeding that will be subsequently helpful for diagnosing subfertility disorders in mares

sooner.

This is the first report of uterine Doppler indices in pregnant and non-pregnant
mares during the first 12 days post-ovulation. Arteries from mesometrium attachments
were efficient at producing a velocity spectrum during the diestrum, showing an
improvement when compared to previous studies. According to Silva et al. [4],
endometrial vessels of non-pregnant mares generate inadequate colored Doppler
signals for spectral evaluation through the diestrus, while satisfactory wave forms have

been produced only after D12 of gestation using conventional Color-Doppler mode.

Scoring endometrial vascularity has been validated in mares previously [4].
Doppler indices can be related to the hemodynamics of a tissue supplied by an artery
and a decrease in the pulsatility or resistance index indicates lower arterial resistance.
Consequently, there is increased vascular perfusion on the tissue supplied by the
respective vessel [8]. Mesometrium attachment is the area of entry of arteries into the
uterus. Therefore, the simultaneous increase and decrease in uterine vascular
perfusion and mesometrial PI, respectively, through the first 20 days of gestation and
from DO to D12 post-ovulation of non-pregnant mares validated the subjective

evaluation of the uterine tissue (endometrium and myometrium).

The description of an earlier and transient increase in uterine vascularity
accompanied by decreased Doppler indices of pregnant and non-inseminated mares is
a new finding that contrasts previous study using conventional Color Doppler
ultrasonography to evaluate only endometrium [4].The early detection of increased
uterine blood perfusion in this study can be due to the use of a more advantageous
technique and approach to evaluate the endometrium and myometrium, as suggested
by Ferreira et al. [11]. Power-flow Doppler recognizes intensities of blood flow

velocities, showing a greater sensitivity to weak blood flow and reduced blooming
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artifacts when compared to the conventional Color-mode imaging [8]. Additionally, this
is the first report that evaluates the entire uterine tissue (endometrium and myometrium
of the three uterine horn segments). Therefore, examining the complete uterine tissue
using Power mode Doppler may improve the evaluation of vessels with small diameters

and slow blood flow present in the equine uterus.

The similar and lower uterine vascularity associated with absence of intrauterine
fluid during the first days post-ovulation observed in inseminated and non-inseminated
mares indicate that the vascular changes posteriorly detected between D3 and D5are
not associated with an inflammatory process stimulated by semen infusion
[9].Considering that only inseminated non-pregnant mares showed low uterine
vascularity from D1 and D11 and increased mesometrial Pl between D10 and D11, the
findings suggest that uterine vascular disturbance during the first days post-ovulation
may have major impact on the reproductive efficiency of mares. According to Ferreira
et al. [16], a higher uterine artery impedance is observed in women with recurrent

pregnancy loss.

The reason for the early and transient increases in uterine vascularity observed in
non-inseminated and pregnant mares is unknown. Conventionally, estrogen is
considered to be uterotrophic and a promoter of angiogenesis and vascular
permeability [17]. According to Ford [18], oestradiol stimulates increased vascular
perfusion of the gravid uterus in cattle and sheep. Moreover, Silva et al. [4] suggest a
local effect of embryonic estrogen on the endometrial vascularity of mares. An increase
in follicular activity between D4 and D6, described in some mares [19], could be
associated with a transient increase in oestradiol and, consequently, greater uterine
vascularity on D4 of non-pregnant mares of the present study. Both increased total
estrogen and low uterine artery Pl during the estrus have been described in mares [20].

However, a decreased genital perfusion in cycling mares supplied with exogenous
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estrogen has been posteriorly reported by Bollwein et al. [21].Therefore, the influence
of follicular oestradiol on the uterine hemodynamics of non-pregnant mares must be

investigated.

The equine conceptus produces significant quantities of estrogens starting from
D12 [22, 23, 24], but embryo steroidogenesis appears to begin previously on D6 [25].
The embryonic vesicle enters the uterus between D5 and D6 [26, 27]. Oestradiol and
prostaglandin E2, released by the oviductal transport-stage embryo [28, 29, 30], could
be associated with the earlier changes in the vascular perfusion of gravid uterus
because of them vasodilatory effects. However, this hypothesis is not supported by the

vascular changes found in non-inseminated mares from G1.

In pregnant mares, the lower mesometrial Pl from D10 associated with a
progressive increase in uterine vascularity after D12 and the higher vascularity on the
horn with embryo confirm the local influence of the conceptus in the hemodynamics of
the gravid uterus [4, 31].The equine conceptus secretes significant quantities of
prostaglandins and oestradiol during the first days of gestation [32, 33] and PGE2
levels remain high until D32 [34]. In human in vitro assays, oestradiol stimulated the
proliferation of angiogenic patterns [35] and increased the response of endometrial
cells to VEGF [36]. A greater abundance of VEGF mRNA, VEGFR2 transcript and
blood vessel proliferation has been found in the uterine tissue of mares during early
pregnancy [6],supporting the hypothesis that the embryo plays an essential role in

directing vasculogenesis of the equine uterus.

In conclusion, Power-Doppler technology associated with Doppler velocimetry
generated adequate color signals for measuring the Doppler indices of mesometrial
attachment arteries during the diestrus and early pregnancy of mares. Early and
transient changes in uterine vascular perfusion and the mesometrial Doppler indices

were detected in pregnant and non-pregnant mares, while a deficient uterine blood
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supply was found only in inseminated non-pregnant mares. The effect of the directly

contact between embryo and endometrium on the uterine blood flow was confirmed.
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Information Items" and providing titles of figures, tables, etc. See section 5.4 for
details of how to upload these files.
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1. Submit each item as a separate file.
2. Text: Word only; A4, page set up portrait, double spaced, top and bottom
margins 3.17 cm; left and right margins 2.54 cm, continuous line numbers, page
numbers, font — Arial size 10.
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size selected as appropriate for figure.
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appropriate; top and bottom margins 3.17 cm; left and right margins 2.54 cm,
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5. Movies: MPEG, AVI or quicktime movie format. Any labelling should be
should be in Arial font, with size selected as appropriate. Several small clips are
preferable to one large movie.

6. The maximum size of each individual supplementary item is 5Mb.
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Anexos

Tabela 1. Valores p, por meio da andlise pelo teste-t, para as variaveis
respostas paramétricas durante o diestro e estro de 12 éguas.

Variavel resposta Grupos Dias Grupos*Dias
RI 0,2734 0,0478 0,6656
Rirel 0,4826 0,0745 0,7888
PI 0,1100 0,0042 0,5331
Plrel 0,4937 0,0279 0,6907
Estradiol 0,2734 0,0478 0,6656
Progesterona 0,3574 <0,0001 0,4356

Tabela 2. Valores p, por meio da andlise pelo teste-t, para as variaveis
respostas paramétricas durante periodo peri-luteolitico de 12 éguas.

Variavel resposta Grupos Dias Grupos*Dias
RI 0,0002 0,0042 0,1019
Rirel 0,1339 0,1707 0,7825
PI 0,0002 <0,0001 0,0808
Plrel 0,2370 0,0328 0,8625
Estradiol 0,0944 0, 4708 0,6926

Tabela 3. Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlagdo de Pearson, entre todas as variaveis respostas durante periodo de
diestro de 12 éguas.

Estradiol RI Pl PVU Edema
Progesterona -0,317 0,146 -0,343 0,227 -0,508
Estradiol 0,232 0,045 -0,001 0,611
RI 0,496 -0,501 -0,129
PI -0,949 0,238

PVU -0,207
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Tabela 4. Valores p, por meio da andlise da Correlacdo de Pearson, entre
todas as variaveis respostas durante periodo de diestro de 12 éguas.

Estradiol RI Pl PVU Edema
Progesterona 0,249 0,604 0,211 0,416 0,053
Estradiol 0,406 0,874 0,972 0,015
RI 0,060 0,057 0,647
PI <0,001 0,393
PVU 0,459

*O nivel de significancia estatistica foi definido como 0,05.

Tabela 5. Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlagdo de Pearson, entre todas as variaveis respostas durante periodo de
estro de 12 éguas.

Estradiol RI Pl PVU Edema
Progesterona -0,756 0,310 -0,0571 0,785 0,571
Estradiol -0,310 -0,176 -0,735 -0,442
RI 0,885 0,047 0,003
PI -0,293 -0,226
PVU 0,703

Tabela 6. Valores p, por meio da andlise da Correlacdo de Pearson, entre
todas as variaveis respostas durante periodo de estro de 12 éguas.

Estradiol RI Pl PVU Edema
Progesterona 0,049 0,499 0,903 0,037 0,181
Estradiol 0,499 0,706 0,059 0,321
RI 0,008 0,920 0,994
PI 0,524 0,626
PVU <0,001

*O nivel de significancia estatistica foi definido como 0,05.
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Tabela 7. Coeficiente de correlacdo (r) e valores p, por meio da analise da
Correlagdo de Pearson, entre todas as varidveis respostas durante periodo

peri-luteolitico de 12 éguas.

Estradiol RI Pl PVU Edema
Progesterona -0,730 0,889 0,928 -0,841 -0,981
Estradiol -0,436 -0,505 0,393 0,825
RI 0,962 -0,776 -0,794
PI -0,746 -0,857
PVU 0,791

Tabela 8. Valores p, por meio da andlise da Correlacdo de Pearson, entre
todas as variaveis respostas durante periodo peri-luteolitico de 12 éguas.

Estradiol RI Pl PVU Edema
Progesterona 0,063 0,007 0,003 0,017 <0,001
Estradiol 0,329 0,248 0,383 0,022
RI <0,001 0,040 0,033
PI 0,054 0,014
PVU 0,034

*O nivel de significancia estatistica foi definido como 0,05.
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