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Resumo

O uso intensivo da ultrassonografia Doppler em diversos estudos na ultima década possibilitou a
caracterizagdo da perfusdo sanguinea, e estimativa da funcionalidade nos 6rgéos e tecidos reprodutivos ao longo
do ciclo estral e da gestacdo em bovinos. Objetiva-se aqui discutir as possibilidades de uso da ultrassonografia
Doppler, assim como explorar seu potencial de inclusdo em programas reprodutivos em bovinos. Os estudos
recentes em vacas de leite e corte apontam uma alta acuracia e sensibilidade quando a ultrassonografia Doppler é
empregada para avaliar a funcionalidade do corpo luteo e diagnosticar a gestagdo aos 20-22 dias. Diante disso,
programas de ressincronizagdo super-precoce iniciados aos 14 dias pos-inseminagdo foram desenvolvidos em
novilhas e vacas de corte e estdo sendo implementados em programas comerciais de IATF. Estas estratégias
permitem uma reducdo para 24 dias no intervalo entre duas IATFs e podem promover ganhos na eficiéncia
reprodutiva comparado aos sistemas convencionais com diagnostico da gestacdo aos 30 dias. Além disso, a
avaliacdo da funcdo luteal pela ultrassonografia Doppler possibilita a selecdo de receptoras de embrides com
maior receptividade, e consequentemente pode melhorar a fertilidade em programas de TETF.
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Abstract

The intensive use of Doppler ultrasonography in several studies in the last decade allowed the
characterization of vascular perfusion, and the estimation of the function of the reproductive organs and tissues
along the estrous cycle and pregnancy in cattle. We aimed to discuss the possibility of use Doppler imaging, as
to explore the potential of its inclusion in reproductive programs in cattle’s industry. Recent studies in dairy
and beef cows indicated a high accuracy and sensibility when Doppler ultrasonography is used to evaluate the
function of corpus luteum and to diagnosis the pregnancy between days 20 and 22. Moreover,
ressynchronization programs starting 14 days post-TAl were developed in beef heifers and cows, and are been
implemented in commercial TAI programs. These strategies allow a reduction to 24 days in the interval between
two TAls and may improve the gains in reproductive efficacy when compared to the traditional programs with
pregnancy diagnosis at 30 days. In addition, the evaluation of luteal function by Doppler ultrasonography
allows the selection of embryo recipients with greater receptivity, and consequently may increase the fertility in
timed embryo transfer programs.
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Introducao

Ja na década de 80, o renomado pesquisador Dr. O.J. Ginther afirmou que desde a introdugdo da
palpacao transretal e do ensaio imunoenzimatico para hormdnios circulantes, o diagndstico ultrassonografico ¢ o
avango tecnologico mais profundo no campo da pesquisa e da clinica reprodutiva de grandes animais (Ginther,
1986). Apds 30 anos dessa afirmacgdo, ¢ dificil imaginar os diversos avangos e descobertas relacionadas a
dindmica ovariana, funcdo uterina e viabilidade fetal nesse periodo sem o desenvolvimento da ultrassonografia.
Ao longo das ultimas décadas o uso da ultrassonografia alcangou grandes dimensdes ndo somente nos centros de
pesquisa mas também comercialmente em atividades pecuarias, e tem possibilitado grandes melhorias no
diagnéstico clinico e na eficiéncia reprodutiva de rebanhos de leite e corte.

Dentre as diversas opg¢des, a ultrassonografia convencional no modo brilho (B; escala de cinza) é a
forma mais usada e que proporciona uma imagem bidimensional dos 6rgdos e tecidos avaliados. Assim, o uso
rotineiro da ultrassonografia no modo B nas tltimas décadas tem possibilitado melhor avaliagdo de matrizes para
iniciarem programas de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e da qualidade de receptoras para
receberem embrides em programas de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). Mais recentemente, a
ultrassonografia Doppler comegou a ser usada em pesquisas para avaliagdo do sistema reprodutivo da fémea
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bovina e equina ao longo do ciclo estral e durante a gestagdo. Seu potencial de uso em pesquisas € na pratica
reprodutiva bovina se baseia na capacidade de avaliar a funcionalidade de 6rgdos e tecidos devido a menor ou
maior perfusdo sanguinea. Nos ultimos 10 anos a média anual do nimero de pesquisas na area de reproducio
bovina utilizando esta tecnologia dobrou em relagdo aos 10 anos anteriores (15,8 vs. 7,6; ScienceDirect). Apesar
do grande conhecimento adquirido em relacdo as mudangas fisiologicas de perfusdo sanguinea em Orgios,
tecidos e componentes reprodutivos, s6 recentemente foram desenvolvidos estudos que possibilitaram novas
estratégias de uso do Doppler com potencial para incorpora¢do em programas reprodutivos comerciais e que
visam melhorar a eficiéncia reprodutiva. Dentre as diversas possibilidades de avaliacdo, a ultrassonografia
Color-Doppler vem sendo mais usada como uma técnica ndo-invasiva € em tempo real para estimar a
funcionalidade do corpo luteo (CL) para sele¢do de receptoras e para o diagndstico precoce da gestagdo em
programas de IATF e TETF.

Desta forma, busca-se neste manuscrito discutir os potenciais usos da ultrassonografia Doppler, assim
como explorar seu potencial de inclusdo em programas reprodutivos de IATF e TETF em bovinos.

Uso da ultrassonografia na reproducio bovina

Durante o inicio dos anos 80 o uso da ultrassonografia para monitorar o sistema reprodutivo de animais
de grande porte se tornou uma importante tecnologia disponivel para pesquisadores e veterinarios (Ginther,
2014a). Na pratica bovina, a ultrassonografia transretal tem se tornado uma importante ferramenta para avaliagdo
do sistema reprodutivo feminino. O ultrassom permitiu a avaliagdo dos orgdos reprodutivos para diversos fins,
como: monitoramento da dinamica folicular; exame do processo de ovulagdo; morfologia do CL; diagndstico de
gestacdo, avaliagdo da viabilidade embrionaria e fetal; e diversos diagnosticos de alteragdes patologicas nos
orgdos e tecidos reprodutivos da fémea (Ginther, 1995). Atualmente, seu uso na pratica reprodutiva bovina se
concentra para o diagnostico de gestag@o a partir de 28 dias, avalia¢do de ciclicidade, e diagndstico de afecgdes
reprodutivas como cistos ovarianos e infec¢des uterinas no periodo pos-parto.

O uso desse equipamento ¢ uma pratica constante e que se consolida mais a cada dia, tanto em centros
de pesquisa em reprodugdo como para veterinarios de campo. Entretanto, a avaliagdo correta e a qualidade da
imagem ultrassonografica sdo dependentes da experiéncia e conhecimento do operador em relagdo as interagdes
entre a onda sonora e os tecidos e orgdos, além da configuragdo correta do equipamento (DesCoteaux et al.,
2005). A maior acessibilidade para aquisicio de equipamentos de boa qualidade e treinamento tem
proporcionado maior facilidade na incorporacdo do exame ultrassonografico no dia a dia de programas
reprodutivos em vacas de leite e corte. Diante destas valiosas caracteristicas e usos, a ultrassonografia se tornou
0 “padrdo ouro” para avaliacdes da condigdo reprodutiva e resposta de vacas em programas reprodutivos de
inseminagdo artificial e transferéncia de embrides.

Possiveis avaliacdes reprodutivas com a ultrassonografia Color Doppler
Principios e formas de avaliacdo

O uso da ultrassonografia Doppler ¢ relativamente recente na medicina veterinaria. Os primeiros relatos
de uso da técnica em animais domésticos datam dos anos 70 (Helper, 1970). A ultrassonografia Doppler ¢ uma
técnica que pode ser usada para avaliar a hemodindmica do sistema reprodutivo em animais de grande porte. Os
equipamentos de ultrassonografia Doppler usam como base a diferenca entre a frequéncia das ondas refletidas
em estruturas que estdo se movimentando com a frequéncia emitida pelo transdutor, resultando assim no
deslocamento de frequéncia Doppler ou “Doppler shift” (Szatmari et al., 2001). Na circulagdo sanguinea, essa
diferenga ocorre devido a movimentagdo das células vermelhas que promovem uma diferenca positiva (maior
frequéncia) ou negativa (menor frequéncia) de acordo com a movimentagdo, respectivamente, em sentido
favorével ou contrario ao transdutor.

A maioria dos equipamentos de ultrassonografia Doppler atuais permitem 3 modos de avaliagdo da
perfusdo sanguinea: modo Espectral, modo Power-Doppler e modo Color-Doppler. O modo Espectral permite
que a diferenca da frequéncia detectada pelo equipamento seja projetada em um grafico bidimensional em
fun¢do do tempo, ¢ a onda Doppler ¢ formada durante o ciclo cardiaco na avaliacdo do fluxo sanguineo de
artérias. Neste modo, alguns indices s@o calculados automaticamente pelo software dos equipamentos (indices de
resisténcia e pulsatilidade) e sdo uteis para se estimar a perfusdo sanguinea no tecido irrigado pelo vaso avaliado.
Em equipamentos com a fun¢do Color-Doppler, as diferengas de frequéncia sdo codificadas na forma de sinais
coloridos na tela do equipamento sobre uma imagem em modo B (escala de cinza) convencional (Figura 1,
Painéis A e B). Diferencas positivas (fluxo sanguineo em sentido ao transdutor) e negativas (fluxo sanguineo em
sentido contrario ao transdutor) sdo indicadas por cores diferentes, que sdo geralmente em tons de vermelho a
amarelo e azul a verde. J& o modo Power-Doppler ¢ um método que permite a mensuragdo da intensidade do
fluxo sanguineo, i.e., 0 nimero de células sanguineas se movendo no vaso por unidade de tempo), e a imagem
apresenta coloragdo de diferente intensidade de acordo com a intensidade do fluxo em cada ponto da area
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avaliada (Figura 1, Painel C). Este modo pode ser indicado quando a estrutura a ser avaliada apresenta fluxo
sanguineo muito baixo, como pode ser observado no fluxo sanguineo da parede folicular (Bollwein et al., 2016).
Os modos Color- e Power-Doppler promovem detalhes anatomicos e informagdes da perfusdo sanguinea em
tempo real dos tecidos e orgaos reprodutivos através de mensuragdes subjetivas ou objetivas. As representagdes
coloridas da perfusdo sanguinea na tela podem ser estimadas pela propor¢do do tecido com sinais coloridos ou
calculados por programas computacionais através da quantidade de pixels coloridos. Outra alternativa para
avaliagdo ¢ a determinag@o subjetiva através de uma escala de 0 a 4 para a area avaliada (Silva & Ginther, 2010).

e - - -

Figura 1. Imagens ultrassonograficas de ovario bovino apresentando corpo luteo e foliculos. Painel A: imagem
em modo B (brilho; escala de cinza); Painel B: imagem em modo Color-Doppler (limite de detecg@o:
0,04m/seg); e Painel C: imagem em modo Power-Doppler. Note a maior area apresentando sinais coloridos no
modo Power-Doppler.

O uso da ultrassonografia Color-Doppler transretal para estudos reprodutivos em animais de grande
porte foi inicialmente descrito por pesquisadores alemies e suicos em diversas publica¢des a partir de 1998
(Bollwein et al., 1998; 2000). Sequencialmente, diversos estudos (Acosta et al., 2005; Siddiqui et al., 2009;
Herzog et al., 2010; Silva & Ginther, 2010; Honnens et al., 2011; Ginther et al., 2014b; Bollwein et al., 2016)
descreveram as mudangas no fluxo sanguineo ovariano e uterino ao longo do ciclo estral e da gestacdo inicial na
égua e na vaca.

Avaliacdo da perfusdo sanguinea no Utero

Entre todas as possiveis aplicagdes da ultrassonografia, o escaneamento do ttero para detecgdo da
gestacdo e de infecgdes € a principal finalidade praticada comercialmente na industria bovina. O primeiro relato
da detecgdo da gestag@o através de equipamento ultrassonico Doppler (ndo colorido) foi na década de 70 em
cadelas (Helper, 1970). Posteriormente, a técnica também foi adaptada e realizada em diversas espécies de
animais domésticos para identificacdo do status gestacional (Lindahl, 1971; Too et al., 1974; Isakov, 1974;
Weiner et al., 1986). Em bovinos, o Doppler foi inicialmente usado para detecgdo da circulacdo fetal (Mitchell,
1973). Entretanto, usando os equipamentos atuais em modos Color e Espectral é possivel avaliar a perfusdo
sanguinea no utero através da quantificagdo de sinais coloridos no endométrio e mesométrio ou através da
avaliacdo dos indices de resisténcia e pulsatilidade na artéria uterina média (Bollwein et al., 2016). A perfusao
sanguinea no utero bovino apresenta um padrdo bem definido durante o ciclo estral. Durante o pro-estro e estro
sdo observados os maiores valores de fluxo sanguineo; enquanto no diestro, o fluxo permanece em uma
velocidade baixa, mas constante (Bollwein et al., 2016). Estas mudangas durante o ciclo estdo diretamente
associadas as concentra¢des circulantes de progesterona (P4) e estradiol. Nas vacas gestantes, alteragdes no
suporte sanguineo para o Utero ja sdo perceptiveis dentro de 3 semanas apos a inseminagdo (Bollwein et al.,
2016). No inicio da terceira semana, ja se observa um aumento na perfusdo sanguinea no corno gestante em
comparag@o ao corno ndo gestante (Silva & Ginther, 2010). Entretanto, devido a grande variabilidade no fluxo
sanguineo entre os animais, ndo ¢ possivel diagnosticar a gestagdo precocemente com uma simples mensura¢ao
do fluxo sanguineo uterino com ultrassonografia Doppler.

A avaliagdo da perfusdo sanguinea no endométrio € mesométrio também ja foi realizada para avaliar
indiretamente a resposta inflamatéria apds a IATF ou procedimentos como bidpsia uterina (Pugliesi et al.,
2014a; Oliveira et al., 2014), e para caracterizar os processos de involugdo uterina no puerpério (Kriiger et al.,
2009; Heppelmann et al., 2013). Entretanto, o uso desta avaliacdo dentro das praticas clinicas ou programas
reprodutivos ainda ndo foi estabelecido.

Avaliacgdo da funcionalidade do foliculo dominante e do CL
Devido a capacidade de avaliar indiretamente a fun¢do de estruturas e tecidos, a ultrassonografia
Doppler vem sendo amplamente usada para avaliar a funcionalidade do foliculo dominante e do CL ao longo do

ciclo estral em éguas e vacas (Acosta et al., 2005; Siddiqui et al., 2009; Herzog et al., 2010; Ginther et al.,
2014b) e mais recentemente em pequenos ruminantes (Balaro et al., 2017). O desenvolvimento dos foliculos
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ovarianos esta estreitamente relacionado a formacgao da rede vascular na teca interna para prover nutrientes e
suportar a esteroidogénese. Assim, diversos resultados indicam uma associag@o positiva entre a vascularizagdo e
a fung¢@o folicular (revisado em Viana et al., 2013). Nesse sentido uma maior perfusdo sanguinea ¢ observada na
parede folicular de foliculos dominantes e pré-ovulatorios (Miyamoto et al. 2006). Similarmente, tratamentos
que promovem maior crescimento do foliculo dominante resultam em um foliculo pré-ovulatério mais
vascularizado e com maior capacidade de secregdo de estradiol do que foliculos menores (Mesquita te al., 2014,
Pugliesi et al., 2016a). Assim, a avaliag@o da vascularizag@o na parede de foliculos dominantes no inicio do pro-
estro (dia da retirada de dispositivo intravaginal em protocolos de IATF) ou de foliculos pré-ovulatorios no dia
da IATF poderia indicar a funcionalidade folicular e ser uma ferramenta para predizer a gestagdo. Esta
associagao de vascularizagdo folicular e probabilidade de gestagdo foi indicada pelo estabelecimento da gestagao
apenas em mulheres que receberam embrides oriundos de odcitos aspirados em foliculos altamente
vascularizados (Chui et al., 1997). No entanto, em bovinos a avaliagdo da vascularizagdo na parede do foliculo
pré-ovulatorio no dia da IATF ndo indicou nenhuma relagdo com a taxa de concepgao (Pinaffi et al., 2015).

A avaliagdo ultrassonografica do CL com consequente estimativa de seu status funcional é um aspecto
importante para o manejo reprodutivo e foi inicialmente desenvolvida como ferramenta de diagndstico em
adig¢do a palpacdo transretal em vacas de leite e corte. Apesar da avaliagdo do tamanho de tecido luteal estar
positivamente correlacionada com as concentragdes circulantes de P4 ¢ servir assim como um indicativo da
fun¢do luteal, durante o periodo de regressdo do CL esta correlagdo é menor devido as taxas de decréscimo
serem mais rapidas para P4 do que para o tamanho do CL (Kastelic et al., 1990; Assey et al., 1993). Assim, a
avaliagdo da vascularizacdo do tecido luteal pode representar de forma mais precisa a fungdo do CL visto a alta
rede vascular presente nesta glandula transitoria (Bollwein et al. 2002;2012). Além disso, a avaliagdo da
perfusdo sanguinea no CL pode ser bastante util pois maiores concentragdes de P4 no inicio do diestro estdo
relacionadas com maior desenvolvimento do concepto (Mann and Lamming, 2001) e associadas a maior
probabilidade de gestacdo. Neste sentido, a vascularizacdo do CL se inicia logo apods a ovulagdo e ¢ altamente
correlacionada com as concentragdoes de P4 durante a sua fase de desenvolvimento que vai até o 8°-10° dias do
ciclo estral (Acosta et al. 2003). Da mesma forma que observado nos foliculos, a maior vascularizac¢do luteal
também indicou uma maior chance de sucesso gestacional em um estudo (Pugliesi et al., 2016a) mas ndo em
outro (Pinaffi et al., 2015). Tais difereng¢as podem ser oriundas dos distintos momentos ¢ critérios das avaliagdes
realizados nestes trabalhos.

Deteccdo da luteolise para diagndstico precoce da gestacédo

Apesar de discretas estruturas anecoicas indicativas da vesicula embrionaria ja poderem ser observadas
pela ultrassonografia entre 12-14 dias de gestagdo (Pierson and Ginther, 1984), e o embrido ja poder ser
identificado entre 19-24 dias (Hanzen & Delsaux, 1987), o diagnoéstico ultrassonografico em modo B sé ¢
recomendado ap6s 28-30 dias (Pieterse et al., 1990). Isto porque a sensibilidade e acuracia na visualizagdo do
concepto s6 chegam a 100% se o diagnostico for realizado a partir deste periodo (Nation et al., 2003). Isto
permite que os veterinarios sugiram um plano para ressincronizagdo das vacas ndo-gestantes somente apos o
diagnodstico de gestacdo aos 30 dias pds-inseminagdo. Entretanto, em vacas ndo-gestantes, o estro ird retornar
normalmente entre 18 e 24 ap6s a inseminagdo e apos a regressdo do CL que normalmente ocorre entre os dias
15 e 18 (Ginther et al., 2010; Pugliesi et al., 2013). Assim, ¢ sugestivo que a avaliagdo do CL em momentos
proximos a sua regressdo ou ao reconhecimento materno da gestagdo poderia permitir um acesso correto do
status gestacional.

O uso da ultrassonografia para diagnosticar a gestagdo precocemente, ou seja, na segunda e terceira
semanas de gestagdo foi inicialmente avaliado por Kastelic et al. (1989;1991). Estes autores reportaram que a
simples avaliagdo do tamanho do CL associada ou ndo a ecotextura uterina pela ultrassonografia no modo B
propiciam baixa acuracia (<75%) antes do dia 18 pds-inseminacdo; no entanto, uma alta acuracia (90-100%) ja ¢é
observada quando a avaliagdo ¢ realizada entre os dias 20 e 22. Apesar dessa boa acuracia s6 avaliando o
tamanho do CL, as concentragdes de P4 circulante, as quais indicam a funcionalidade luteal, possuem uma
correlagdo maior com a perfusdo sanguinea do que com o tamanho do CL durante o periodo luteolitico em
ruminantes (Herzog et al,, 2010; Balaro et al., 2017). Diante desta possivel vantagem com o uso da
ultrassonografia Doppler para avaliar a fungdo luteal, a perfusdo sanguinea foi estudada extensivamente durante
a luteolise espontanea e induzida em vacas e novilhas (Ginther et al., 2007; 2010; Shrestha et al., 2011; Pugliesi
et al., 2012). Outros estudos (Utt et al., 2009; Herzog et al., 2011; Pugliesi et al., 2014b; Scully et al., 2015)
também caracterizaram as mudancas na vascularizacdo do CL entre vacas gestantes e ndo-gestantes. Os
resultados obtidos possibilitaram a defini¢do das caracteristicas de vascularizagdo e de tamanho do CL durante
sua perda de fungdo e serviu como base para a criagdo de critérios para identificar um CL funcional ou
afuncional (Pugliesi et al., 2013). Alguns estudos j& indicavam que a ultrassonografia Doppler poderia ser usada
como método para diagnosticar precocemente a gestacdo (Matsui and Myamoto, 2009; Quintela et al., 2012).
Subsequentemente, a acuracia do uso da ultrassonografia Doppler no diagnodstico precoce da gestagdo em
bovinos foi avaliada quando realizada aos 20 dias apds a inseminagdo em vacas de leite (Siqueira et al., 2013) e
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corte (Pugliesi et al., 2014b). No trabalho de Siqueira et al. (2013) uma alta acurdcia e quase 100% de
sensibilidade foram observados usando apenas a vascularizagdo do CL como critério para identificar a gestacao.
Em gado de corte, nosso grupo de pesquisa observou 100% de sensibilidade e 91% de acuracia (Pugliesi et al.,
2014b) quando foi usada a perfusdo sanguinea luteal associada ao tamanho do CL. Baseado nestes resultados,
sugere-se ser a ultrassonografia Doppler uma otima e acurada ferramenta para diagnosticar a gestacdo
precocemente pois ha uma baixa possibilidade de diagnosticar erroneamente uma vaca gestante como nao
gestante (0% de falso-negativo).

Durante estes estudos alguns critérios foram criados, mas todos se baseiam numa menor vascularizagdo
apresentada no CL ja afuncional ou em regressao nas vacas ndo-gestantes (Utt et al., 2009; Siqueira et al. 2013;
Pugliesi et al., 2014b). No estudo de Siqueira et al. (2013), foi considerado que ndo-gestante seria aquela fémea
que ndo apresentasse sinais coloridos indicando fluxo sanguineo na regido central do CL. Ja em vacas de corte
da raca Nelore (Pugliesi et al. 2014b), foi determinado que a vaca nio-gestante seria aquela com sinais coloridos
indicando fluxo sanguineo <25% da sua 4rea e < 2 cm’. Este valor de proporgio de perfusio sanguinea luteal, o
qual ¢ obtido através de uma avaliagdo subjetiva, pode ser transformado para uma escala mais simples e pratica
através de escores de vascularizacdo, conforme indicado na Figura 2. Desta forma, a avaliagdo da vascularizagio
pode ser compreendida mais facilmente e ser assim usada de forma mais simples por veterindrios para avaliar a
funcionalidade do CL.

Figura 2. Imagens ultrassonograficas de ovario bovino apresentando corpo luteo. Os painéis 0 a 4 indicam,
respectivamente, os escores 0, 1, 2, 3 e 4 para perfusdo sanguinea periférica e central no tecido luteal dos
animais avaliados (limite de deteccdo: 0,05m/seg). Painéis 0 e 1: vacas ndo-gestantes; Painéis 2, 3 e 4: vacas
gestantes.

Quando se usa ndo apenas a baixa perfusdo sanguinea, mas também o tamanho reduzido do CL para se
identificar uma vaca como nao-gestante, ocorre uma menor chance de diagnostico falso-negativo (diagnosticar
um fémea gestante como ndo-gestante), ja que o critério fica mais rigido pois a vaca precisa apresentar ambas
caracteristicas para ser considerada ndo-gestante. Esta maior rigidez evita que erros de subestimagdo da
vascularizagdo durante a avaliag¢@o resultem em diagnosticos falso-negativos. Esse ponto é fundamental para uso
da técnica, pois as perdas econdmicas com uma maior propor¢do de resultados falso-negativos poderiam
sobrepor o ganho com a antecipagdo da re-inseminagdo e assim inviabilizar esse tipo de estratégia em programas
de TIATF. Por outro lado, também deve ser considerada no uso dessa técnica a propor¢ao de resultados falso-
positivos, ou seja, a propor¢do de vacas diagnosticadas como gestantes, mas que ndo estdo gestantes quando
confirmado pela ultrassonografia convencional no Dia 30. Essa parcela de resultados pode ocorrer por diversos
fatores que levam a presenga de um CL funcional no dia do diagnostico precoce, como: ovulagdo tardia ao
protocolo de IATF e ciclo estral mais longo (>22 dias) de alguns animais. Entretanto, grande parte destes
resultados falso-positivos observados com a ultrassonografia Doppler pode ser oriunda de perdas embrionarias
entre o diagnoéstico precoce (Dias 20-22) até o diagnostico convencional (Dia 30), visto que estes estudos usaram
o diagnéstico no Dia 30 para comparar a acuracia da técnica ultrassonografica precoce. Desta forma, observa-se
que estes 8-10 dias de intervalo entre as técnicas pode representar grandes perdas embrionarias que irdo ocorrer
neste periodo (Diskin et al., 2008), e assim ter vacas gestantes no diagndstico precoce mas que perderam a
gestacdo até o Dia 30. Esta morte embrionaria precoce também pode refletir a maior propor¢ao de resultados
falso-positivos e menor acuracia observada em vacas de leite (Siqueira et al., 2013) se comparado a vacas de
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corte (Pugliesi et al., 2014b), j& que a mortalidade embrionaria chega a ser 2 a 4 vezes maior em vacas
especializadas para producao de leite (Beghelli et al., 1986; Fricke et al., 1998).

Aplicacdes em programas reprodutivos em bovinos

Frente ao potencial de avaliagdo da funcionalidade do CL ao longo do ciclo estral, algumas técnicas
foram desenvolvidas para inserir a ultrassonografia Doppler em programas de IATF ¢ TETF. Para estes fins, o
equipamento ultrassonografico deve ser adequadamente configurado para o modelo escolhido e para
identificagdo da perfusdo sanguinea em vasos pequenos ¢ com baixo fluxo sanguineo. Isso é fundamental visto
que a quantidade de sinais coloridos no visor ¢ altamente influenciada pelo tipo de configuragdo utilizada
(frequéncia, quantidade de frames por segundo, potencia usada, ganho do modo Doppler, e frequéncia de pulso).
De forma geral, sugere-se uma configuracdo no equipamento que permita uma velocidade de detecgdo minima
ao redor de 4-6¢cm/seg (Ginther, 2007). Em relacdo ao custo dos equipamentos, este vem reduzindo nos ultimos
anos com a disponibilidade de equipamentos mais simples mas com boa qualidade de imagem; entretanto, o
custo ainda se situa ao redor de 3 a 4 vezes maior ao de um equipamento em modo B. Isso ja tem viabilizado a
aquisic@o destes equipamentos para uso comercial por empresas especializadas em assisténcia a programas de
IATF e TETF em diversas regides do territorio brasileiro.

Uso em programas de ressincronizacio precoce da ovulagao pés-1ATF

A possibilidade de diagnosticar com alta acuracia (90-95%) as vacas ndo-gestantes entre 20 ¢ 22 dias
pos-inseminagdo permitiu que novas estratégias fossem desenvolvidas para se ter um intervalo de inseminagdo
menor dentro de uma estagdo reprodutiva. Dentre estas estratégias, se destaca a possibilidade de realizar uma
segunda inseminacdo em um intervalo de apenas 24 dias apds a primeira IATF. Tal mudanga, promove uma
antecipag@o de 16 dias no intervalo para segunda IATF se comparado ao sistema tradicional que so6 ressincroniza
as fémeas detectadas ndo-gestantes aos 30 dias pos-IATF, ou uma antecipagdo de 8 dias se comparado ao
sistema precoce que ressincroniza todas as vacas aos 22 dias e faz o diagnoéstico de gestagdo convencional aos 30
dias. Entretanto, tal advento so € possivel com o diagndstico precoce da gestag@o pela ultrassonografia Doppler
aos 22 dias e com uma ressincroniza¢do da ovulagdo também precoce a partir dos 14 dias da primeira IATF.

Nesse sentido, Vieira et al. (2014) verificaram que a aplicagdo de 2 mg de benzoato de estradiol no
inicio do protocolo de ressincronizag¢do (13 a 14 dias apos prévia IATF) induziu lutedlise e reduziu a taxa de
concepcao da primeira inseminag@o, fato que ndo ocorre em vacas ressincronizadas 22 dias apos a IATF (Sa
Filho et al.,, 2014). Diante desse limitante, programas de ressincronizagdo super-precoce passaram a Ser
desenvolvidos sem o uso de estradiol no inicio do tratamento. Estes protocolos hormonais para ressincronizagao
se baseiam no uso de uma alta dose de P4 injetavel no momento da inser¢do de dispositivo de P4 (14 apos a
IATF) para induzir a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular. Rezende et al. (2016) verificaram
que o inicio da nova onda de crescimento folicular ocorre no dia 3,0 £ 0,7 dias apds o tratamento com 100 mg de
P4 (Afisterone®, Hertape Calier) em vacas Nelore. Neste sentido, Penteado et al. (2016) compararam a
ressincronizacdo precoce (22 dias) com a super-precoce (14 dias) em 244 vacas Nelore lactantes. Neste estudo,
todas as fémeas receberam a primeira IATF (Dia 0) e foram distribuidas em dois programas de ressincronizacao:
super-precoce ¢ precoce. As vacas que receberam ressincronizagdo super-precoce foram tratadas 14 dias apos
IATF (D14) com dispositivo de P4 associado a 100 mg de P4 injetavel. No D22 foi realizado o diagndstico de
gestagdo pela funcionalidade do CL através da ultrassonografia Color Doppler conforme estabelecido por
Pugliesi et al. (2014b). As vacas consideradas ndo-gestantes no diagndstico precoce seguiram no protocolo para
IATF [remogao do dispositivo de P4 e administragdo de 0,530 mg de cloprostenol sddico (PGF), 1 mg de CE e
300 UI de eCG i.m.; IATF 48 horas apos (D 24)]. As vacas gestantes passaram por remoc¢éo do dispositivo de P4
sem tratamento adicional. Além de manter semelhante taxa de concepcdo a IATF (51% vs. 56%) e prenhez
acumulada apods a ressincronizagdo (75% [89/118] vs. 77% [97/126]), a ressincronizagcdo super-precoce
aumentou consideravelmente a taxa de servico a cada 21 dias (de 66% para 87,5%) em relagdo a
ressincronizagdo precoce com 22 dias.

A fim de avaliar a aplicabilidade do modelo de ressincronizagdo super-precoce em larga escala, 448
vacas Nelore e mestigas (1/2 Nelore vs Angus), lactantes, foram submetidas ao mesmo protocolo super-precoce
descrito acima (Penteado et al., 2016). Neste estudo a campo, verificou-se 52% (233/448) de taxa de concepgdo
a primeira IATF no diagndstico precoce aos 22 dias ¢ 49% (221/448) de concepgdo no diagndstico convencional
aos 30 dias, 53% (115/215) de taxa de concepgdo na ressincronizagdo e 75% (336/448) de prenhez acumulada
nas duas IATFs (Penteado et al., 2016). Colli et al. (dados ndo publicados) avaliaram a eficiéncia da
ressincronizac¢do super-precoce em novilhas Nelore de 12 a 16 meses, e obtiveram taxa de prenhez a IATF de
43% (270/631), 34% (107/314) na primeira ressincronizagdo, 34% (59/172) na segunda ressincronizagao, e 69%
(436/631) de prenhez acumulada em 3 IATF’s, em 48 dias de estacdo de monta.

Com objetivo de reduzir o custo fixo da P4 em protocolos de ressincronizagdo super-precoce foi
avaliada a eficacia do uso de P4 de longa agdo PALA (Sincrogest injetavel®, Ouro Fino Saude Animal), para
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sincronizacdo da onda de crescimento folicular no protocolo de ressincronizagao super-precoce (Rezende et al.,
2017, dados ndo publicados). Para este estudo foram utilizadas 88 vacas Nelore, previamente inseminadas em
tempo fixo, que foram distribuidas em 4 grupos experimentais, alterando apenas o tipo e dose de P4 injetavel no
dia 14. As vacas que receberam ressincronizagdo super-precoce foram tratadas 14 dias apds IATF (D14) com
dispositivo de P4 associado a dose e tipo de P4 i.m. de cada grupo: Grupo P41-100 (n=22)- 100mg de P4
injetavel de curta acio (Afisterone®); Grupo P4l 50mg (n=22) - 50mg de P4 injetavel de curta agéo
(Afisterone®); Grupo P4LA 100mg (n=22) — 100mg de P4 de longa acdo (Sincrogest injetavel®, Ouro Fino
Satde Animal); Grupo P4LA 50mg (n=22)— 50mg de P4 de longa acdo (Sincrogest injetavel®). No dia 22 foi
realizada remocgdo do dispositivo de P4 ¢ administracao de 0,530 mg de cloprostenol sodico, 1 mg de CE e 300
Ul de eCG i.m., e IATF 48 horas ap6s (D 24). Nao foi observada diferenga entre os grupos experimentais para
diametro do foliculo dominante nos dias 22 e¢ 24, assim como para a taxa de ovulagdo (86-100%). Este estudo
indica que ha possibilidade de substituicdo do tipo de P4 injetavel no inicio do protocolo de ressincronizacao
super-precoce, porém mais estudos devem ser realizados para avaliar a prenhez deste protocolo.

Diante do exposto, ¢ possivel afirmar que os resultados obtidos com o modelo de ressincronizagdo
super-precoce sdo consistentes, e de possivel aplicagdo em larga escala. A consideravel redugdo no tempo da
estacdo de monta proporciona mais dias de ganho de peso aos bezerros que nascem mais cedo, principalmente
quando comparado a ressincronizagdo apds o diagnostico gestacional convencional, ou mesmo o uso de uma
IATF seguida de repasse com touro. Um fato importante a se considerar ¢ o aumento dos custos relacionados a
mao de obra especializada, alto investimento com o equipamento de ultrassonografia com tecnologia Color
Doppler, ¢ custo da P4 injetavel para a sincronizagdo da nova onda de crescimento folicular. A escolha de qual
modelo de ressincronizagdo utilizar depende do sistema de producdo adotado pela fazenda, do manejo de pastos
e lotes na fazenda, da disponibilidade de mao de obra do médico veterinario para realizacdo do diagnéstico de
gestacdo, visto que ao adotar a ressincronizagdo super-precoce alguns manejos irdo cair em finais de semana,
fator este que pode ser limitante em algumas fazendas. Por outro lado, a realizacdo de 3 IATF’s em 48 dias reduz
a estacdo de monta ao ponto de possibilitar a adogdo de estacdo de monta no inverno, em sistemas de integracao
lavoura pecuaria.

Diagnostico precoce da gestacao e selecdo de receptoras em programas de TETF

A possibilidade de iniciar ressincronizagdo apos o diagndstico precoce com Doppler foi também
avaliada em 165 receptoras de embrido aos 21 dias, objetivando melhorar o manejo reprodutivo em programas
de TETF (Guimarées et al., 2015). Nesse estudo, o diagnostico precoce da gestagdo foi realizado por um critério
de escore de vasculariza¢do do CL e também contou com a informagao da presenga ¢ lado do CL avaliado no dia
da transferéncia de embrido (Dia 7) para poder auxiliar na distingdo de CLs jovens, os quais apresentam um
tamanho reduzido, mas alta vascularizacdo. A acuracia e sensibilidade do diagnostico precoce aos 21 dias
observadas nestas receptoras mesticas foram de 88,3% e 100%, respectivamente. Este diagnostico possibilitou
que 80% das receptoras ndo gestantes ja fossem diagnosticas aos 21 dias e assim serem ressincronizadas para um
novo programa de TETF.

Em programas de TE ap6s observacdo de cio ou em tempo fixo, um dos fatores mais importantes para
se determinar o uso de uma receptora ¢ a presenga ¢ a qualidade do CL presente. Essa qualidade ¢é
tradicionalmente avaliada para selecdo de receptoras através da palpacdo transretal ou pela ultrassonografia em
escala-de-cinza para se determinar o tamanho do CL. Entretanto, estas estratégias podem resultar na
transferéncia de embrides para um ttero ndo receptivo devido a presenca de um CL pouco ou ndo-funcional, ja
que a funcionalidade luteal (secre¢do de P4) ndo pode ser acessada por estas avaliagdes. Desta forma, Pinaffi et
al. (2015) avaliaram receptoras através da ultrassonografia Doppler no dia da transferéncia e classificaram
retrospectivamente estas fémeas como Baixa (<40% de sinais coloridos indicando vascularizagdo no CL) ou Alta
vascularizagdo luteal (>40%). Apesar do reduzido nimero de animais usados nesse estudo foi verificado que
nenhuma (n=0/12) das receptoras com baixa vascularizagdo no CL foi diagnosticada como gestante; entretanto, a
taxa de gestag@o foi de 48,4% (n=15/31) nas receptoras com alta vascularizagdo luteal. O mais interessante nesse
estudo é que apesar da diferenca na proporcdo de vascularizacdo entre estes dois grupos, o didmetro médio do
CL foi semelhante entre as vacas com baixa (17,5 mm) ou alta vasculariza¢do (17,0 mm). Mais recentemente
(Pugliesi et al.,, 2016b) foi estudado o impacto do tamanho e da perfusdo sanguinea luteal avaliados por
ultrassonografia Color-Doppler no momento da TE sobre as taxas de gestagdo em receptoras de corte mestigas
(n=329) com o ciclo estral sincronizado para permitir TETF. As receptoras foram retrospectivamente divididas
em dois subgrupos de acordo com o tamanho do CL (Pequeno[<3cm’] ou Grande [>3cm?]) e trés subgrupos de
acordo com o fluxo sanguineo luteal (Baixo [<40%], Médio [45 a 50%] ou Alto [>55%]). Das vacas nao
selecionadas por diversos motivos, 9,5% (7/74) nao foram usadas pois o CL estava presente, mas nio estava
funcional (<25% de fluxo sanguineo). Foi observado apenas um efeito de categoria de fluxo sanguineo de CL
sobre a taxa de gestagdo. Isto refletiu um aumento progressivo na taxa de gestacdo associado ao aumento da
vascularizagdo luteal (Baixa, 45,1%", [37/82]; Média, 55,9%"" [57/102]; e Alta, 62,3%" [38/61]). Em trabalho
subsequente de nosso grupo (Pugliesi et al., 2017; dados nédo publicados), receptoras foram avaliadas apenas no
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dia da TETF e o CL classificado de acordo com a classificacdo de vascularizacao luteal proposta acima e uma
classificacdo em forma de escores (0 a 4; Figura 2). Corroborando com os resultados anteriores, observou-se
aumento de 41% na taxa de gestagdo nas receptoras com Alta vascularizagdo luteal comparado com Baixa
vascularizagdo. Diferenga similar também foi verificada quando usado o sistema de escores de vascularizagdo
central do CL, onde a taxa de gestagdo foi 29% maior nas vacas com Escore 3 (62%, 44/71) em comparagéo aos
Escores 1 e 2 (48,2%, 53/110). Apesar das concentragdes circulantes de P4 ainda ndo terem sido mensuradas
nesses estudos, acredita-se que a maior taxa de gestagdo nas receptoras com Alta vascularizagdo luteal seja
oriunda da maior secre¢do de P4 pelo tecido luteal. Neste sentido, Bollwein et al. (2002) observou que a maior
vascularizagao luteal esta associada positivamente com a maior fungao luteal.

Desta forma, observa-se através destes primeiros estudos que a ultrassonografia Doppler pode ser
utilizada para se descartar receptoras que apresentem CL afuncional e para selecionar receptoras que teriam uma
melhor receptividade e assim seria uma alternativa para se direcionar embrides de maior prioridade para se obter
uma gestacdo. Isto poderia promover um ganho na eficiéncia reprodutiva em programas de TETF visto que nao
se perderia embrides transferidos em receptoras com CL ndo-funcional, € em caso de excedente de receptoras
poderia dar preferéncia para fémeas com média a alta vascularizagdo luteal.

Consideracoes finais

Em conclusdo, verifica-se que apesar dos diferentes critérios e caracteristicas consideradas pelos
diversos grupos de pesquisa, a acuracia foi alta (80-95%) e a sensibilidade proxima a 100% em todas as
metodologias propostas para se diagnosticar a gestagdo precocemente entre os dias 20 e 22. Desta forma, o uso
da ultrassonografia Color-Doppler como um método ndo-invasivo € em tempo real para estimar a atividade
luteal ¢ uma estratégia inovadora e de grande potencial para diagnostico precoce de gestacdo apds a IATF. Além
disso, a avaliacdo da vasculariza¢do do CL através da ultrassonografia Doppler permite a selecdo de vacas com
alta receptividade, e consequentemente pode melhorar a fertilidade em programas de PIV/TETF. Entretanto,
diante dos diversos critérios que t€m sido adotados para avaliacdo da funcdo luteal, se faz necessaria uma
padronizagdo destes critérios para se ter uma avaliagdo pratica e replicavel pelos profissionais a campo. A
inser¢do da ultrassonografia Doppler nas praticas reprodutivas a campo dependerd ainda de mais estudos para
conhecimento do real ganho destas estratégias ¢ para o aprimoramento de protocolos hormonais para
ressincronizacdo. Estes fatores possibilitariam uma melhor difusdo e compreensio do real potencial dessa técnica
nos programas de IATF e TETF. Além disso, a configura¢do do equipamento ¢ o seu custo devem ser sempre
analisados para propiciar acuracia e viabilidade economica da técnica.
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