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RESUMEN

El valor econdmico de la monta de potros de calidad para la hipica es muy alto y, mientras
de mayor valor sea el semental, habrd mas interés en que éste cubra el maximo nimero
posible de yeguas. Es por esto que se hace fundamental aumentar la eficiencia de los
apareamientos. Predecir el momento de la ovulacion incrementa la probabilidad de lograr

la concepcién con una monta.

La maduracién folicular va acompafiada de un incremento en el flujo sanguineo (FS)
ovarico perifolicular. Trabajos recientes demuestran que, si bien el foliculo tiene un
aumento diario de FS, pocas horas antes de la ovulacidn se detecta una brusca caida de la
perfusion folicular. Estos fendmenos de cambio del FS en el ovario pueden ser observados

mediante el eco Doppler y cuantificados por la velocimetria Doppler.

Este estudio tuvo como finalidad determinar con mayor precision el momento de la
ovulacion mediante los cambios de FS que experimenta el foliculo preovulatorio a traves

del Doppler color.

Los resultados muestran que el foliculo, una vez que se vuelve dominante, aumenta su FS,
lo que se ve reflejado en que la resistencia vascular que va disminuyendo desde el dia -4
hasta el dia -2. El dia antes de la ovulacion esta tendencia se invierte y en la mayoria de las
yeguas se observd un alza en los indices de resistencia y pulsatilidad. Todas las yeguas que

mostraron un alza brusca del indice de resistencia ovularon en menos de 24 h.



ABSTRACT

The economic value of fine thoroughbred stallions is very high. Furthermore, as the stud
reaches higher values, there will be more interest for him to cover the largest number of
mares. This explains why it is essential to increase the efficiency of mating. Predicting the

moment of ovulation may allow successful conception after one mating.

Follicular maturation is associated to an increased ovarian perifollicular blood flow (BF).
Recent studies show that while the follicle has a daily increase of BF, a sharp drop in the
follicular BF is detected few hours before ovulation; these changes in the BF can be

observed by echo Doppler and quantified using the Doppler velocimetry tool.

The aim of the present study was to determine more acutely the time of ovulation,

following the preovulatory follicle BF changes by color echo Doppler.

The data show that the follicle, once it becomes dominant, increases its BF, being reflected
in a decrease in vascular resistance from day -4 to day -2. One day before ovulation this
trend is reversed, and in the majority of the mares, a rise of pulsatility and resistance
indexes was observed. All the mares that showed an abrupt increase in the resistance index,

ovulated in less than 24 h.



INTRODUCCION

Actualmente el valor economico de la monta de potros de calidad para la hipica es muy
alto. Ademaés, mientras de mayor valor sea el semental habra mas interés en que éste cubra
el mayor nimero de yeguas posibles por temporada. El potro, idealmente, no debe realizar
mas de dos copulas diarias. Es por esto que se ha hecho fundamental aumentar la eficiencia
de los apareamientos, logrando una adecuada concepcion en el menor nimero de éstos,

siendo lo ideal llegar a la prefiez con una sola copula.

Predecir con mayor precision la fecha de la proxima ovulacion permitiria evitar montas
innecesarias 0 pérdidas de semen de alto costo en las razas en que se permite la
inseminacién artificial. Por lo tanto, optimizar el uso del semen de esta manera incide en

forma sustancial en los costos de un programa de reproduccion equina.

Los equinos fina sangre de carrera (FSC) cumplen afio el primero de Julio en el Hemisferio
Sur, por lo que es necesario cubrir a las yeguas idealmente en Agosto, dado su largo
periodo de gestacion. En este mes, las yeguas se encuentran en un periodo de transicion de
la funcion ovérica, por lo que presentan estros irregulares, prolongados y muchas veces
anovulatorios. Lo anterior estd asociado a cambios estacionales en el fotoperiodo. Estos
factores hacen deseable definir con la maxima precision posible el momento en que
ocurrira la ovulacion, permitiendo realizar la monta o inseminacion en el momento de
maximo rendimiento concepcional, el que se encuentra entre 6 y 12 horas antes de la

ovulacion.

Diversos métodos se han utilizado para definir el momento de la ovulaciéon en seres
humanos, como cambios hormonales, curva de temperatura, etc. En los animales se ha
intentado relacionar la ovulacién con el inicio del celo, pero en las yeguas ésta se relaciona
con el fin del celo, el que es de una duracidn variable, por lo tanto no tiene valor predictivo
sobre el momento de la ovulacion. Predecir la ovulacién sirve para poder realizar la monta
0 inseminacion con la mayor probabilidad de lograr la concepcion. Actualmente el método
mas usado es la ecografia en tiempo real. Los médicos veterinarios prefieren cada vez mas
este método, ya que permite el diagnostico y el estudio del estado reproductivo de una

manera precisa, rapida, no invasiva y en tiempo real. Ademas, la ecografia al ser seriada,
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permite ver y medir los distintos tamafios foliculares y su evolucion (seleccion y
dominancia), ademéas de observar la expresion endocrina del celo en las caracteristicas
morfologicas del utero (edema uterino), entre otras caracteristicas que ayudan a estimar el

momento de la ovulacion, asi como la ovulacion misma.

El efecto de Doppler, se basa en el principio fisico descrito por Johan Christian Doppler en
el siglo XIX, que establece que un sonido cambia de frecuencia al chocar con un cuerpo en
movimiento. La diferencia entre la frecuencia emitida y la recibida es proporcional a la

velocidad del cuerpo en movimiento.

La maduracion folicular, que lleva hasta la ovulacion, va acompafiada de un incremento en
el flujo sanguineo ovarico perifolicular, el que puede ser estudiado mediante el uso del eco-
Doppler. En este caso, al incidir el haz de ultrasonido sobre la arteria folicular se puede
registrar la velocidad de la sangre en su interior, ésta estd determinada por la resistencia de
la microcirculacion distante al punto en estudio, que en este caso es el que abastece el

foliculo en estudio.

El objetivo del presente estudio es caracterizar los cambios del flujo sanguineo folicular
que acompafan las ultimas etapas de la maduracion folicular, que permitan predecir de la
mejor forma el momento de la ovulacion en yeguas F.S.C., mediante la técnica del eco-

Doppler.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Caracteristicas reproductivas de la yegua

La yegua se caracteriza por ser poliéstrica de dias largos. Su ciclo dura 21 a 22 dias, siendo
el diestro de 14 a 15 dias y el estro de cuatro a siete dias (Blanchard et al., 2003). No
obstante, la duracion del celo o estro depende del momento de la temporada reproductiva,

al inicio de ésta los estros tienden a ser mas largos (Adams y Bosu, 1988).

La actividad reproductiva, luego del anestro, se retoma de forma paulatina, pasando por una
fase de transicion que dura cerca de 30 a 45 dias antes de su primer ciclo verdadero
(Ramirez, 2006); durante este periodo la concentracion de FSH es dptima para producir el
reclutamiento de foliculos, pero al no liberarse LH en cantidad suficiente, no se

desencadena la ovulacion (Gigli et al., 2006).

La mayoria de las yeguas ovulan en un plazo de 48 horas al final del estro. La probabilidad
de prefiez aumenta cuando las yeguas han sido cubiertas antes o en el momento de la
ovulacion (Ramirez, 2006).

Ecografia

La ecografia es una técnica diagndstica basada en los ecos que genera el ultrasonido. Este
consiste en ondas de sonido de alta frecuencia que no son audibles por el hombre. Los
sonidos audibles estdn entre 20 - 20.000 herzios (Hz, o ciclos por segundo) y los
ultrasonidos diagndsticos estan entre 1 - 10 MHz (Giraldo, 2003). La ultrasonografia es
una herramienta particularmente Gtil en veterinaria, por su facilidad de aplicacion,
obtencion inmediata de imagenes que no requieren la inmovilidad prolongada del animal y

que se realizan cada vez con equipos mas portatiles, versatiles y de menor tamafio.

El primer trabajo de ultrasonido: “Investigation of abdominal masses by pulses ultrasound”
fue publicado en Lancet en 1958 por el pionero de la ultrasonografia, el ginecélogo inglés
lan Donald. Desde entonces, la ultrasonografia se ha desarrollado como el método de

diagnostico por imagenes mas utilizado. Este desarrollo ha sido especialmente amplio en



medicina veterinaria durante los ultimos afios, por la portabilidad de los equipos actuales y
por la dificultad y costo encierran otros metodos de imagen mas modernos como la

tomografia axial computada (TAC) o resonancia nuclear magnética (RNM) (Guerra, 2011).

La imagen ultrasonica se forma gracias al principio de piezoelectricidad. El efecto
piezoeléctrico fue descrito por Pierre y Jaques Curie en 1880. El cristal piezoeléctrico tiene
como caracteristica que al ser sometido a una diferencia de potencial eléctrico emite una
vibracion, la que se transmite como un sonido de alta frecuencia. De manera inversa, al
recibir una onda mecénica, genera una pequefia diferencia de potencial. Por lo tanto,
cuando sometemos al cristal a una diferencia de potencial (corriente eléctrica) el cristal se
comprime (Guerra, 2011), produciendo una vibracion que al propagarse, adquiere la
propiedad de onda mecéanica (Andn, 2001). Dicho de otra forma, el cristal emite un sonido
de alta frecuencia y esa onda de sonido choca con los distintos elementos. Al chocar, una
parte de esta onda rebota, volviendo a chocar con el cristal piezoeléctrico, el que a su vez
genera una corriente eléctrica proporcional a la onda que lo deformé (Guerra, 2011). Esta
sefial eléctrica es procesada por un software y se muestra como un punto mas o menos
brillante en una pantalla (modo B, brillo). Cuando esto ocurre con varios cristales, se forma
una imagen, la que al repetirse mas de 16 veces por segundo, es percibida por el ojo

humano como movimiento continuo (modo B; tiempo real) (Andn, 2001).

Efecto Doppler

El efecto Doppler fue descrito por primera vez por el austriaco Johann Christian Doppler en
el siglo XIX; éste se basa en que todo sonido emitido desde un objeto en movimiento se
altera cuando cambia la distancia entre el observador y la fuente de sonido. Este cambio
causado por el movimiento se conoce como "modificacion Doppler" y es consecuencia del
fendmeno Doppler. De acuerdo con esto, cuando la frecuencia del sonido emitido por una
fuente estatica es fija, se puede calcular la modificacion Doppler y se correlaciona con la
velocidad del movimiento entre el blanco y el transductor (Tekay y Campbell, 2002).

Una onda mecanica que choca con un cuerpo en movimiento cambia su frecuencia (Guerra,
2011), por lo tanto, si en lugar de los tejidos el haz ultrasonico impacta contra los globulos
6



rojos que circulan en el interior de un vaso sanguineo, el eco retorna al transductor con la
frecuencia modificada (Lizana et al., 2011). La variacion de frecuencia es proporcional a la

velocidad del cuerpo en movimiento con el que choca (Guerra, 2011).

En resumen, se entiende por Frecuencia Doppler a la diferencia entre la frecuencia de la

onda emitida y la onda recibida (Anon, 2001).

El efecto Doppler relaciona los componentes sistolicos y diastolicos del ciclo cardiaco,
obteniéndose asi los indices relativos de impedancia, como indice de pulsatibilidad (IP) e
indice de resistencia (IR), ademéas de conocer la velocidad sistélica maxima y velocidad
diastolica méxima (Tekay y Campbell, 2002). La velocidad de la sangre arterial varia segun
el ciclo cardiaco. Al comenzar el ciclo la velocidad tiene un ascenso rapido, hasta alcanzar
el maximo sistdlico (velocidad sistélica maxima), el factor mas determinante de ésta es la
contractibilidad cardiaca. A continuacion la velocidad de la sangre disminuye durante el
resto del ciclo cardiaco, hasta el punto minimo (velocidad diastélica maxima), lo que esta
determinado fundamentalmente por la resistencia periférica al punto estudiado (territorio
arteriolar). Ademas de los factores nombrados existen otros generales, como viscosidad de

la sangre, elasticidad de los vasos, etc. (Guerra, 2011).

Aplicacion clinica del ultrasonido

En la reproduccion equina, la definicion precisa del momento de la ovulacién es un factor
fundamental, en particular en centros de reproduccion de diversas razas, como caballos de
carrera, salto, arabes o criollos chilenos, ya que definir con mayor precision la fecha de la
ovulacion permitiria evitar la pérdida de semen, con el consiguiente beneficio econémico.
Habitualmente, con la ecografia en modo B hay cuatro caracteristicas primordiales para
predecir la ovulacion: didametro folicular, prominencia de la banda anecoica, ecogenicidad y
grosor de la granulosa (Silva et al., 2006).

El abastecimiento de sangre hacia los foliculos y el cuerpo liuteo estd estrechamente

relacionado con el crecimiento folicular, la atresia y la ovulacion. En conjunto, los



complejos cambios estructurales, secretores y funcionales que se producen en el ovario

estan estrechamente relacionados con variaciones locales en el FS (Rodriguez et al., 2012).

En diferentes estudios dirigidos a determinar el papel de la vascularizacion en las paredes
de los foliculos en crecimiento, se ha observado que antes de la desviacion folicular, la tasa
de FS es similar entre los distintos foliculos, pero, luego de la seleccion del foliculo
dominante, éste tiene un mayor FS en comparacion al resto de los foliculos. Ademas, los
foliculos con FS detectable tienen diametros mayores que el resto. Del mismo modo, se ha
observado en foliculos preovulatorios una extensa vascularizacion en las paredes
foliculares. Todos estos hallazgos sugieren que el crecimiento folicular, la seleccion y la
atresia estan estrechamente asociados a los cambios en el FS. EI cambio méas importante en
el ovario lo constituye la ovulacion. Por ello, ha sido necesario caracterizar los cambios en
el FS de los foliculos (Rodriguez et al., 2012).

Un estudio realizado en bovinos detect6 que alrededor del inicio del peak de LH el FS se
incrementa rdpidamente y alcanza un maximo antes de la ovulacion. Este estudio demuestra
que habria una relacion entre el FS local de la pared folicular con los cambios estructurales

y funcionales que ocurren en ella durante el proceso de ovulacion (Rodriguez et al., 2012).

Un estudio realizado en 2006, con 21 yeguas, demostrd que la disminucién del indice de
resistencia y de pulsatibilidad fue mayor entre la hora 0 y 30 post inyeccion con hCG,
reflejando un aumento del flujo sanguineo en el grupo de yeguas que posteriormente
resultaron prefiadas. Estos indices vasculares se mantuvieron sin variacion en las no
prefiadas, ademas, en este mismo periodo se produjo un aumento de la ecogenicidad de la
granulosa y del grosor de la banda anecoica. Todo lo anterior apoya la hipétesis de dicho
trabajo, que es asociar una mayor probabilidad de prefiez con una mayor irrigacion del
foliculo preovulatorio (Silva et al., 2006).

En el trabajo citado se observé que un mayor flujo del foliculo preovulatorio se asocia con
mayor probabilidad de prefiez. Esto fue respaldado por dos observaciones: mayor
porcentaje de la pared con sefial vascular y mayor disminucion en el indice de resistencia
(IR) e indice de pulsatibilidad (IP) en las hembras prefiadas comparadas con las no
prefiadas (Silva et al., 2006).



La tecnologia Doppler ofrece muchas posibilidades de medicion, pero la arteria ovarica de
las yeguas no permite acomodar el transductor para poder medir el angulo de incidencia y
obtener asi la velocidad de flujo (Silva et al., 2006). Por ello, cuantificar el flujo de manera
absoluta (volumen/unidad de tiempo) es dificil en estos casos debido a la dependencia del
angulo de incidencia en la ecuacién de Doppler. En consecuencia, los parametros
calculados son utiles no porque muestren una cuantificacion absoluta del flujo, si no porque
éstos son derivados de la curva de velocidad (variacion de Doppler). El calculo de estos
parametros se basa en el mismo espectro Doppler, 0 sea, se mantiene el mismo angulo
durante todo el ciclo cardiaco, los errores introducidos por el angulo (asi como otros efectos
dependientes del instrumento) son normalizados y por tanto son independientes del &ngulo
de incidencia (Boote, 2003).

Los principales pardmetros Doppler son el IP e IR. Para su céalculo las velocidades maximas
y minimas son relacionadas con la maxima y minima variacién de frecuencia a lo largo del
ciclo cardiaco, aunque la velocidad maxima suele ser definida como velocidad sistélica
maxima y la velocidad minima como velocidad diast6lica méxima. La velocidad media es
estimada mediante una ecuacién que toma la frecuencia media, determinandola a través de
todo el ciclo cardiaco, lo que se hace en forma automatica (Boote, 2003). Es por ello que
estos indices de resistencia vascular son especialmente Gtiles pues son independientes del
angulo de incidencia (siempre que esté entre 0 y 60°), lo que lleva a que en la préctica estos
indices si sean cuantificables (Silva et al., 2006).

El IP sirve en caso de existir flujo reverso. Actualmente las variaciones menores entre los
indices se obvian, ya que los ecdgrafos traen un software que realiza los calculos

automaticamente (Boote, 2003).

Irrigacién del foliculo

El ovario es uno de los pocos 6rganos en el adulto sano donde el crecimiento, maduracion y

la degeneracion de los vasos sanguineos se produce en condiciones normales,

particularmente dentro del ciclo reproductivo de la hembra (Hazzard y Stouffer, 2000). La

neovascularizacion que ocurre en el foliculo del ovario durante el ciclo menstrual se
9



denomina "angiogénesis fisiologica" (Costello et al., 2006). En situaciones anormales la
angiogénesis es el factor central del crecimiento de los tumores malignos (Amor et al.,
2011).

La angiogenesis es el proceso por el que se desarrollan nuevos vasos sanguineos a partir de
vasos maduros preexistentes, lo que lleva a la neovascularizacion. Los tejidos del tracto
reproductivo femenino sufren una angiogénesis fisioldgica ciclica en los procesos de la
foliculogénesis ovérica, la formacion del cuerpo lGteo y el desarrollo del endometrio. Esta
angiogénesis fisiolégica en el tracto reproductivo estd regulada por factores

proangiogénicos y antiangiogenicos (Costello et al., 2005).

La vascularizacién ovérica no se distribuye por igual entre la gran cantidad de foliculos en
crecimiento y estacionarios. Los foliculos primordiales y pre-antrales no tienen ningdn
aporte vascular propio, son irrigados indirectamente a través de los vasos del estroma
circundante (Hazzard y Stouffer, 2000). Esto debido a que el ovocito no tiene suministro
vascular directo, ya que no cuenta con vasos sanguineos propios, por lo tanto el ovocito
depende del oxigeno que difunde desde la microvasculatura de la capa tecal, que esta
alrededor del foliculo, atravesando la membrana basal del foliculo, células de la granulosa,

liquido folicular y rodea zona peltcida (Costello et al., 2006).

En el ovario, los foliculos primordiales y preantrales reciben su suministro de sangre de los
vasos sanguineos del estroma. Sin embargo, el posterior crecimiento de los foliculos
primarios lleva al desarrollo de una red vascular con aumento del flujo sanguineo folicular.
Cuando el foliculo antral crece, adquiere una vaina vascular en la capa de teca que consta
de dos redes concéntricas de los vasos en la teca externa e interna, cuando esta

completamente establecido (Costello et al., 2005), como se muestra en la figura nimero 1.
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Figura N° 1: Vascularizacién del foliculo ovarico

FOLLICLE GROWTH

o -
stroma

CORPUS LUTEUM LIFESPAN

Tomado de Hazzard y Stouffer, 2000.

Las arteriolas y vénulas de la red externa dentro de la teca externa mandan pequefias ramas
hacia la red interna del plexo capilar de una capa que esta dentro de la teca interna,
inmediatamente fuera de la membrana basal folicular. Esta red interior de los capilares no
penetra en la membrana basal, ni entra en la capa de células de la granulosa del foliculo no
roto. Los capilares drenan el interior del plexo capilar, que los recogen en unos pocos vasos

pequerios que se convierten en continuo con las venas medulares (Costello et al., 2005).

El mayor aporte sanguineo al foliculo maduro esta dirigido a la red interna que esta ubicada
en el borde interno de la teca interna, esto permite la entrega de nutrientes directamente a
las células esteriodogenicamente activas de la teca interna y por difusién a la capa avascular

de la granulosa y al oocito (Brannstrém et al., 1998).

La calidad y la madurez de un oocito esta influenciada por el contenido intrafolicular de
oxigeno, que a su vez es proporcional al grado de vascularizacién folicular (Monteleone et
al., 2008). Se cree que el crecimiento folicular, asi como atresia, se asocia con (y tal vez
dependan de forma critica) del grado de desarrollo vascular y soporte que éste le brinda
(Hazzard y Stouffer, 2000).
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El aumento del FS con un rapido aumento de LH en la etapa terminal de la maduracion
folicular se asocia con meiosis y con maduracion del ovocito (Gastal y Gastal, 2011). Hay
trabajos en humanos que demuestran que los embriones de foliculos con mayor irrigacion
son mejores y tienen mejores resultados en la transferencia embrionaria (Bourne et al.,
1991).

Predecir el momento de la ovulacion con un margen pequefio de variabilidad es importante
y tiene implicancias practicas para la industria equina. La inseminacion cerca del momento
de la ovulacion (6-12 hrs) es importante para evitar el re-cruzamiento de las hembras,
maximizando asi los indices de concepcién. Adicionalmente, se busca predecir el momento
de la ovulacion para recuperar ovocitos en programas de ovulacion asistida (Gastal y
Gastal, 2011).

Trabajos recientes demuestran que si bien el foliculo tiene un aumento diario de FS, pocas
horas antes de la ovulacion se detecta una brusca caida de la perfusion vascular (Gastal y
Gastal, 2011).

Este estudio tiene como finalidad determinar con mayor precision el momento de la
ovulacion mediante los cambios de FS que experimenta el foliculo preovulatorio a través

del Doppler color.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios de flujo sanguineo (FS) del foliculo dominante en yeguas FSC y

su asociacion con la ocurrencia de la ovulacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir los cambios de FS del foliculo preovulatorio hasta la ovulacion en yeguas
FSC.

2. Establecer la asociacion entre la variacion de los parametros de la ecografia Doppler

color y el momento de la ovulacion.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé en el Haras "San Patricio”, ubicado en la comuna de El
Monte, Regién Metropolitana, durante la temporada reproductiva 2012, especificamente
entre Agosto y Noviembre. Se utilizaron 14 yeguas FSC, cuyas edades oscilaron entre los

cuatro y 14 afios de edad.

El examen reproductivo se llevd a cabo una vez que la yegua estaba debidamente sujeta y
preparada para la realizacion de éste, es decir, con la yegua dentro del brete y con la cola
amarrada para que ésta no interrumpiera en la realizacion del examen. Solo asi se procedio
con el vaciamiento del recto para comenzar con la primera parte del examen reproductivo,
la palpacion rectal. Para este procedimiento se utiliz6 como lubricante gel de ultrasonido.
Todas las yeguas fueron sometidas a palpacién rectal, obteniéndose asi informacion de:

presencia de ambos ovarios y su tamafio, tono uterino y estado del cérvix.

Luego se realizaron estudios ecograficos en cada una de las yeguas, para caracterizar los
cambios ciclicos del tracto reproductivo. Los examenes ecograficos se realizaron durante el
estro. Para ello las yeguas fueron receladas diariamente, con el fin de determinar el
momento en que entraron en estro y el momento en que éste terming, y asi realizar las eco-

Doppler en el momento adecuado.

El examen ecogréafico se realiz6 ocupando un equipo Medison (Sonovet RB®; Samsung,
Seul, Korea). Este equipo cuenta con Doppler color y con un transductor lineal de 6 MHz.
Este equipo permite obtener imagenes en modo B, tiempo real, a fin de efectuar mediciones
de las estructuras ovéricas y obtener también la curva espectral de Doppler color, donde el
software incorporado permite realizar mediciones manuales o automaticas de indices

relativos de impedancia, velocidades méximas y promedio, entre otras.

Primero se realizé un examen ecografico con modo B, en el cual se observo la presencia e
intensidad de edema uterino, se registrd la cantidad y tamaiio de los foliculos presentes en
cada ovario, caracteristicas del foliculo dominante, si se produjo la ovulacion y si ésta fue

Unica o multiple.
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Luego del examen ecografico en modo B, se utilizé el Doppler color, con el fin de medir
los distintos indices que entregan los vasos sanguineos que irrigan indirectamente a los
foliculos que fueron seleccionados y luego el que resultd6 dominante y ovuld. La ventana
ecogréafica para realizar estas mediciones se ubicé en la zona ovarica perifolicular donde el
color fue méas prominente, es decir, el punto donde se encontrd la mayor intensidad de

color, lo que refleja mayor velocidad. Esta ventana tuvo un espesor de 1 a 3 mm.

Para realizar las mediciones de la curva espectral Doppler se utilizo el registro de tres ciclos
cardiacos, evaluandose asi la variacion de la velocidad del FS del foliculo en observacion,
la que se vio reflejada en la curva Doppler. De los ciclos cardiacos registrados se selecciond

el mejor para realizar las mediciones de los parametros Doppler.
Los indices medidos fueron:

- Indice de resistencia (IR): Refleja la resistencia al flujo arterial originado por el lecho
microvascular distal al sitio de la medicion. Se emplea en arterias que no tienen flujo
reverso. El valor maximo que puede alcanzarse es igual a uno (Greatty, 2011). La
ventaja del IR es su simplicidad de célculo, ya que s6lo se miden dos parametros, por

lo que tiene menor variacion intra e interobservador (Boote, 2003).

IR = Velocidad sistdlica maxima - VVelocidad diastélica minima
Velocidad sistélica maxima

- Indice de pulsatibilidad (IP): Evalda la relacion entre el funcionamiento cardiaco y la
resistencia periférica. Este indice se puede utilizar en vasos sanguineos en los que se

produce flujo reverso (Greatty, 2010).

IP = Velocidad sist6lica méxima - Velocidad diast6lica minima
Velocidad media durante todo el ciclo cardiaco

- Velocidad sistélica maxima; Peak sistolico.

- Velocidad diastolica maxima: Peak diastélico.

A cada yegua se le realizaron por lo menos dos examenes con Doppler color en los Gltimos

dias del estro, antes de la ovulacion (lo que fue determinado a través de los examenes
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ecograficos en modo B). Esto con el fin de definir en qué medida el Doppler, mediante los
indices relativos de impedancia y eventualmente velocidades, es un buen predictor del

momento de la ovulacion en las yeguas.

Posterior a la ovulacion se realiz6 un ultimo examen ecografico, con el fin de definir si los
cambios observados estaban realmente correlacionados con la ovulacion. En este examen se
observo la ausencia del foliculo dominante y la presencia y caracteristicas del cuerpo

hemorragico (forma, codgulo de sangre) o luteo.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva. Con la
finalidad de determinar si existen parametros Doppler capaces de predecir con mayor
precision la ovulacion. Se hicieron comparaciones del IR e IP entre los diferentes dias antes
de la ovulacidn, mediante el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Se consideran diferencias
significativas cuando P < 0,05. Los resultados se presentan como el promedio + la

desviacion estandar.
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RESULTADOS

La figura nimero 2 muestra el crecimiento del diametro folicular los dias previos a la
ovulacion, siempre con una clara tendencia a aumentar de tamafio, hasta que su produce la

ruptura folicular. El diametro folicular aument6 desde 38,7+ 6,8 mm en el dia -4 hasta

47,0+ 6,8 mm el dia previo a la ovulacion.

Figura N° 2

Variacion del diametro folicular los dias previos a la ovulacion en yeguas FSC

504

45+

401

Diametro folicular (mm)

35

1

i
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La figura namero 3 muestra la variacion del IR los dias previos a la ovulacion. El indice de
resistencia disminuye desde el dia -5 al -3, sin sufrir mayores cambios entre el dia -3 al -2.
La tendencia a disminuir que este indice present6 durante los primeros dias del estudio se

invierte sufriendo un brusco aumento, hasta el dia previo a la ovulacion. Algunas yeguas

-4

-3

-2 -1 0

Dias desde ovulacion

incluso llegaron a presentar flujo ausente con un indice de resistencia igual a 1.
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Figura N° 3

Variacion del indice de resistencia en los dias previos a la ovulacion en yeguas FSC
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Al someter los datos al test no paramétrico Kruskal-Wallis no se encontraron diferencias
significativas entre los promedios de cada dia para la variable. Sin embargo, dado que al
observar los datos se ven dos tendencias diferentes en la medida que se acerca la ovulacion,
se calcularon regresiones para los dias -5 a -3 y -2 a -1. Las pendientes obtenidas
confirmaron la observacién, siendo negativa para el lapso dia -5 a -3 (-8,931), haciéndose
positiva en el lapso dia -2 a -1 (11,01).

La figura nimero 4 muestra la variacion del IP los dias previos a la ovulacién. El indice de
pulsatilidad presentd desde el dia -5 al dia -2 una disminucion de su promedio, pero este
indice, al igual que el indice de resistencia, presentd un aumento brusco el dia previo a la

ovulacion.
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FiguraN° 4

Variacion del indice de pulsatibilidad los dias previos a la ovulacion en yeguas FSC
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El 66,6% de las yeguas presentaron un aumento de la resistencia el dia previo a la
ovulacion, llegando a mostrar flujo ausente o cercano a cero al final del diéstole. Todas las

yeguas que mostraron un aumento brusco de la resistencia ovularon en menos de 24 hrs.

En este estudio se pudo visualizar los cambios en las curvas de Doppler mediante la
variacion del IR. Cuando los foliculos se hicieron dominantes presentaron curvas de baja
resistencia. Inmediatamente antes de la ovulacién, la mayoria de los foliculos (66,6%)
presentd un aumento marcado en sus indices de resistencia, llegando al maximo, es decir,

flujo ausente al final del diastole.

En la figura 5, se muestran imagenes representativas del cambio de flujo sanguineo durante
el crecimiento folicular preovulatorio, obtenidas mediante la curva de Doppler color. Se
observa coémo cambia la curva Doppler cuando un foliculo se hace dominante y aumenta su
FS, lo que se ve reflejado en una disminucién del indice de resistencia que ocurre durante
los dias -5 a -3, curvas B y D. Se debe tener presente que el flujo aumenta o disminuye en
proporciédn al cuadrado del radio del vaso sanguineo, por lo tanto, el cambio en el flujo no

es lineal sino cuadratico.
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FiguraN° 5

Disminucion de la resistencia en foliculos que logran la dominancias en yeguas FSC

Figura A y B representan una yegua y la figura C y D otra. En A y C se observan curvas de alta resistencia, esto debido a
que en la diastole no hay flujo sanguineo, lo que se ve reflejado en que luego del peak la curva vuelve a 0. En cambio B y
D son curvas de baja resistencia ya que luego del peak la curva no vuelve a 0, lo que implica que se mantiene el flujo
durante la diastole.

La figura numero 6 se muestran imagenes representativas de la disminucion de flujo
sanguineo del foliculo preovulatorio, demostrado mediante la curva de Doppler color. Se
puede apreciar el aumento del indice de resistencia en el dia preovulatorio. En ambos
ejemplos se observa un aumento de la resistencia al flujo sanguineo folicular desde el dia -2
al -1 de la ovulacion. Esto se ve reflejado en la permanencia de FS durante el sistole y la
disminucion del FS durante el diastole, debido al incremento de la resistencia. Esto se
demuestra en que, durante el diastole, la curva de FS vuelve al eje X y se mantiene hasta
que vuelve a ocurrir el proximo sistole ventricular. Las curvas B y D corresponden a alta
resistencia vascular folicular, mientras que las curvas A y C son de baja resistencia, ya que

el flujo se mantiene presente durante la diastole ventricular.
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Figura N° 6

Aumento de resistencia vascular perifolicular el dia previo a la ovulacion en yeguas FSC

Figura A y B representan una yegua y la figura C y D otra. A y C son curvas de IR tomadas el dia -2, mientras que B y D
fueron tomadas el dia -1. En A y C se observa un abundante flujo sanguineo, ya que luego del peak la curva no vuelve a 0,
lo que implica que se mantiene el flujo durante la diastole. En cambio en las figuras B y C no hay flujo presente durante la
diastole ventricular, ya que la curva vuelve a 0 luego del sistole ventricular.

Por otro lado, se observd un aumento en la superficie ocupada por la sefial de color
perifolicular a medida que se acercé el momento de la ovulacion, como se puede observar
en la figura nimero 7. También se observd que las yeguas con ovulacion inminente
(aumento del IR en el dia preovulatorio) disminuyeron la superficie perifolicular con sefial

de color.
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Figura N° 7

Aumento de la irrigacion peri folicular en yeguas FSC

A

La figura A muestra la irrigaciéon mediante el Doppler color de un
foliculo de 27 mm de didmetro, con poco desarrollo y sin dominancia.
En cambio la figura B muestra un foliculo dominante de 47 mm, dos
dias antes de su ovulacion.
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DISCUSION

El valor de los datos obtenidos permite observar el cambio de la pendiente en la recta que

obtiene al graficar los datos.

La pendiente en los dias -5 a -3 tiene un valor negativo, lo que nos indica que el IR va
disminuyendo, con su consecuente aumento de flujo sanguineo (FS), pero, a medida que se
acerca el momento de la ovulacion (dia -1) esta pendiente se hace positiva, lo que nos
indica una disminucion de FS. Por lo tanto, los resultados muestran que una vez que el
foliculo se vuelve dominante aumenta su FS. Esto se ve reflejado en los cambios de la
resistencia vascular (IR e IP), la que en promedio en los datos analizados va disminuyendo
desde el dia -4 hasta el dia -2. Ademas, los datos muestran una tendencia al aumento de
resistencia el dia previo a la ovulacién, aunque esto no se vio en todos los casos analizados
(66,6%).

El aumento de flujo sanguineo, con la consecuente disminucion de los indices vasculares,
se explica debido a que el crecimiento de los foliculos primarios conlleva el desarrollo de
una red vascular, la que aumenta el flujo sanguineo folicular (Costello et al., 2005). Este
comportamiento concuerda con la teoria actual, la que dice que una disminucién en las
concentraciones de oxigeno local (hipoxia) es la causa principal de la angiogénesis en
tejidos normales y patoldgicos, siendo el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

un factor inducible por hipoxia (Hazzard y Stouffer, 2000).

Hay diversos estudios que sefialan cambios en el FS como predictor de prefiez, como un
estudio realizado en mujeres en 2009 por Wakeman y Benny, el que muestra que el flujo
de sangre peri folicular aumenta antes de la ovulacion y disminuye el indice de
pulsatibilidad (PI). Ademas, en dicho estudio se menciona que existe evidencia de que las
tasas de implantacion de fecundacion in vitro son mejores con embriones de foliculos con

mayor vascularidad en el dia de la recuperacion de oocitos (Wakeman y Benny, 2009).

Otro estudio mostrd que el IR fue significativamente menor en la fase luteal que en la fase

folicular. Ademas, este estudio mostré en la curva Doppler un aumento de la dispersion del

espectro de frecuencia con un perfil menos definido, ésto debido a la angiogenesis

fisiologica, lo que se denomina conversion lutea. El patron fundamental es un flujo
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turbulento aumentado, que puede ser explicado por cambios en la red espiral intraovarica
(irrigacion indirecta); ésto consiste en la neoangiogenesis y de shunt arteriovenosos durante
la fase lutea (Merce et al., 1992).

Un estudio que analiz6 52 ciclos ovulatorios normales mostré que el peak sistolico de la
fase lutea y velocidades maximas venosas fueron significativamente mas altas, y los indices
de resistencia y pulsatibilidad fueron significativamente menores que las que se encuentran
en la fase folicular. EI mismo estudio mostrd que los foliculos luteinizados sin ruptura no
mostraron cambios significativos durante el ciclo ovarico, no mostraron sefiales a través de
la eco-Doppler de conversion lutea. El flujo de sangre arterial y venoso intraovarico
permanecen inalterados durante la luteinizacion de foliculos sin ruptura, pero los niveles de
progesterona sérica se correlacionaron con la velocidad méxima de la fase luteal méxima,
lo que hace del Doppler un método potencialmente Util y no invasivo para evaluar la

ovulacion y la funcion lutea (Merce et al., 2001).

Respecto a las yeguas que mostraron una disminucion en el FS preovulatorio, se puede
mencionar que el area avascular puede tener un rol funcional durante el proceso ovulatorio
(Brannstrém et al., 1998). EI aumento de los indices vasculares el dia previo a la ovulacion
podria estar influenciado por el colapso de los vasos que irrigan al foliculo debido al
aumento de la presion intrafolicular, por lo tanto, disminuiria la irrigacion en el punto en
estudio, lo que podria repercutir en un debilitamiento de las capas que rodean al foliculo,
con su posterior necrosis y ovulacion. El aumento de la presion intrafolicular en el foliculo
preovulatorio parece ser esencial para que la ruptura folicular proceda normalmente, como

se ha establecido en ratas (Matousek et al., 2001).

No se logrd ver la disminucion del FS preovulatorio en el 100% de los casos, lo que se
podria explicar debido a que la disminucion de éste ocurriria en menos de 24 hrs antes de la
ovulacion, y las ecografias en este estudio se realizaron cada 24 hrs, puesto que se ha
reportado que puede haber un ciclo circadiano en el flujo ovéarico de sangre (Brannstrom et
al., 1998), por lo que se tuvo cuidado en tomar los examenes a la misma hora. Se debe
tener presente que el 100% de las yeguas en las que se observo el alza del IR ovularon en
menos de 24 hrs.
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La teoria de que la disminucién de FS ocurre en menos de 24 hrs antes de la ovulacion es
apoyada por un estudio que se realizd en seres humanos, en el que se observd una
disminucion del FS en el apex folicular cuando se acercaba el momento de la ovulacion,
pero esta disminucion de FS fue indetectable 20 horas antes de la ovulacion (Hazzard y
Stouffer, 2000).

La ausencia de flujo sanguineo folicular se correlaciona con bajas tasas de recuperacion de
ovocitos, tasa de fertilizacion y calidad embrionaria. Es importante destacar que una mayor
velocidad sistélica maxima (PSV) se asocié con buena calidad de embriones

preimplantacionales (Hazzard y Stouffer, 2000).

Aunque en este estudio se obtuvieron valores de velocidades, éstos no fueron analizadas.
Esto debido a que la correccidn para el angulo de insonacién no se pudo realizar, debido a
que no fue posible disponer de un vaso definido y de largo adecuado para el
posicionamiento del cursor de angulo (Ginther et al., 2007), por lo tanto los valores de
velocidad obtenidos no son representativos.

Se debe tener presente las limitaciones técnicas para obtener este tipo de datos. Entre las
dificultades se pueden mencionar: mientras se registran los ciclos cardiacos,
particularmente largos en la yegua debido a su baja frecuencia cardiaca, la yegua se debe
mantener completamente quieta, lo que es muy dificil de conseguir. El peristaltismo
intestinal, que esta estimulado por el procedimiento, genera maltiples artefactos y dificultad
para posicionar la ventana en la que se obtiene la sefial para registrar la curva de Doppler.
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CONCLUSION

Aunque los resultados de este trabajo fueron obtenidos con un nimero reducido de yeguas,
éstos concuerdan con los antecedentes encontrados en la literatura, respecto del aumento de
la resistencia y eventual desaparicion de la sefial de color previo a la ovulacion. Esto
permite concluir que el uso de velocimetria Doppler, sumado a los signos de ovulacion
inminente obtenidos mediante la ecografia tradicional y el tacto rectal, mejoran la precision
en la prediccion del momento de la ovulacion en yeguas FSC. Sin embargo, se debe
considerar la dificultad que implica registrar las curvas Doppler durante el examen
ecogréfico, teniendo presente que aunque el operador que realiza las mediciones se haya
entrenado adecuadamente en esta técnica, el tiempo utilizado en el examen reproductivo de

cada yegua se extiende sustancialmente.
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