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Uso da ultrassonografia Doppler colorido na reproducio de pequenos ruminantes
Use of color Doppler ultrasonography in the reproduction of small ruminants
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Resumo

A ultrassonografia (US) Doppler colorido fornece uma ferramenta nio invasiva valiosa para
detectar ¢ monitorar mudangas dindmicas na rede vascular e fluxo sanguineo em varios 6rgaos e tecidos
reprodutivos. Em apoio as biotécnicas da reproducgio animal assistida, a US Doppler colorido tem mostrada
alta eficiéncia no monitoramento funcional das estruturas ovarianas. A previsdo de respostas ovarianas e
produgdes embrionaria em ovinos pela identificagdo de sinais Doppler na parede folicular ja se mostrou
eficiente. A aplicagdo da US Doppler colorido para a identificagdo da funcionalidade do tecido luteal é
ainda maior, desde acompanhamentos fisioldgicos e diagnosticos de disfungdes luteais até ampla aplicagdo
em conjunto as diferentes biotécnicas reprodutivas. Destaca-se em ovelhas e cabras, a aplicagdo comercial
da US Doppler colorido para o diagnéstico de gestacao precoce, de disfuncdes luteais, de determinagao de
respostas ovarianas em fémeas doadoras e receptoras de embrides, para identificar efeitos luteotrofico de
estratégias hormonais, e ainda para amparar as estratégias de ressincronizagao de estro.

Palavras-chave: perfusdo sanguinea, foliculo ovariano, corpo lateo, ovelha, cabra
Abstract

Color Doppler ultrasonography (US) provides a valuable non-invasive tool for detecting and
monitoring dynamic changes in the vascular network and blood flow in various reproductive organs and
tissues. In support of assisted animal reproduction biotechniques, color Doppler US has shown high
efficiency in the functional monitoring of ovarian structures. The prediction of ovarian responses and
embryonic production in sheep by identifying Doppler signals in the follicular wall has already proved to
be efficient. The application of color Doppler US for identifying the functionality of the luteal tissue is even
greater, from physiological monitoring and diagnosis of luteal dysfunctions to wide application together
with different reproductive biotechniques. It stands out in sheep and goats, the commercial application of
color Doppler US for the diagnosis of early pregnancy, luteal dysfunctions, determination of ovarian
responses in embryo donor and recipient females, to identify luteotrophic effects of hormonal strategies,
and even to support estrus resynchronization strategies.

Keywords: blood perfusion, ovarian follicle, corpus luteum, sheep, goat
Introducao

A superposicao das informagdes do sinal Doppler em uma imagem de ultrassom em tempo real e
a codificagdo de cores de diferentes velocidades e dire¢des de fluxo trouxe novas perspectivas de aplicagdo
aos diferentes universos de aplicagdo na satide humana e veterinaria. A ultrassonografia Doppler colorido
fornece uma ferramenta ndo invasiva valiosa para detectar ¢ monitorar mudancas dindmicas na rede
vascular e fluxo sanguineo em varios 6rgaos e tecidos reprodutivos, incluindo foliculos antrais ovarianos e
estruturas luteas (Fleischer e Andreotti, 2005). Essa tecnologia tem estimulado muitos grupos e
pesquisadores e, como resultado, ha uma abundancia de pesquisas e observagoes clinicas que alicercam a
ampliacdo de seu uso no ambiente comercial e cientifico. Assim, é provavel que haja uma aplicabilidade
ainda maior no futuro. Nessa revisdo faremos um compilados de alguns estudos, dando destaque, sempre
que possivel, a pesquisas realizadas por nosso grupo de pesquisa.

Principios fisicos da ultrassonografia Doppler colorido

O som ¢ o resultado da energia mecanica que viaja através da matéria na forma de ondas (Merritt,
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2012), sendo que o ultrassom tem frequéncia ndo audivel ao homem (1 a 15 MHz) (Nepomuceno et al.,
2013). A corrente elétrica emitida pelo aparelho estimula os cristais piezoelétricos existentes no transdutor,
agitando-os, e assim as transformam em ondas de alta frequéncia (ultrassom), que sdo transmitidas a partir
do transdutor aos tecidos do animal (revisado por Ginther, 2007; Merritt, 2012). Essas ondas sonoras
interagem com os tecidos de modo a serem refletidas, absorvidas ou refratadas, e esses fendmenos resposta
da interagdo som/tecido dependem da densidade do tecido. Ato seguinte, os ecos sonoros que retornam ao
transdutor sdo captados e novamente transformados em correntes elétricas, que sdo processadas pelo
equipamento de forma a gerar uma imagem compativel com a leitura dos ecos (revisado por Ginther, 2007;
Peixoto et al., 2010; Merritt, 2012).

O efeito Doppler, estudado por Johann Christian Doppler em 1842, pode ser definido como sendo
o principio fisico no qual se verifica a alteracdo da frequéncia das ondas sonoras refletidas a partir de um
objeto (corpo) refletor que se move em relacdo a fonte produtora da onda sonora (Carvalho et al., 2008).
Assim, essa modalidade ultrassonografica é principalmente utilizada para a avaliacdo do sistema vascular,
ja que o transdutor permanece parado e capta o movimento das células vermelhas em diregdo a favor ou
contraria ao transdutor.

Oliveira et al. Uso da ultrassonografia Doppler colorido na reproducéo de pequenos ruminantes.

Avaliacio de foliculos ovarianos antrais

A US Doppler colorido na avaliagdo folicular ja foi indicada como uma ferramenta pratica, em
ambiente comercial e de pesquisa, para auxiliar na previsao de respostas ovarianas e producdes embrionaria
em ovinos (Oliveira et al., 2014; 2017). Foi mostrado que existe um limiar nos niveis de fluxo sanguineo
folicular que impacta negativamente a qualidade oocitéria (Oliveira et al., 2014). Além disso, a estimativa
de velocidades especificas do fluxo sanguineo folicular (nimero de pixels coloridos de alta velocidade) ja
no segundo dia do tratamento superovulatorio mostra correlagdes positivas com numero de CL e de
embrides viaveis (Oliveira et al., 2017).

Estudo da dinidmica luteal

Os primeiros estudos utilizando a ultrassonografia (US) como ferramenta de avaliagdo ovariana
na espécie bovina datam da década de 80. Ja nesses primeiros ensaios, utilizando US modo-B, ¢ possivel
identificar, de modo subjetivo, mudangas na ecogenicidade e ecotextura luteal de acordo com a fase do
ciclo avaliada e a presenca de cavidades bem definidas no interior dos mesmos (Kito et al., 1986; Pierson
e Ginther, 1984). Na década seguinte foi estabelecida relacdo entre a morfologia luteal e sua funcionalidade,
apontando a US como uma técnica adequada para avalia¢do luteal em bovinos (Kastelic et al., 1990; Singh
et al., 1997), ovinos (Bartlewski et al., 1999; Gonzalez-Bulnes et al., 2000) e caprinos (de Castro et al.,
1999). Nesses estudos iniciais, caracteristicas biométricas eram o principal foco de avaliagdo. Com o uso
adicional de recursos de analise computadorizada de imagens ultrassonograficas foi possivel iniciar a
avaliag@o quantitativa da intensidade de cada pixel presente (Singh et al., 2003). Assim, a determinagao da
ecogenicidade (valores numéricos de pixel) e ecotextura (desvio padrdo do valor numérico de pixels) trouxe
desde os primeiros estudos em ovinos e caprinos maior perspectiva para determinagdo de sua relagdo com
a funcionalidade do tecido luteal (Simdes et al., 2007; Arashiro et al., 2010). A precisdo de uso desses
pardmetros ¢ relacionavel a técnica usada, portanto, com a melhoria das tecnologias envolvidas nos
equipamentos de ultrassonografia e softwares de analises de imagens a determinacdo de parametros de
pixels do tecido luteal torna-se uma ferramenta diagnostica precisa (Arashiro et al., 2010).

A modalidade Doppler colorido mostrou-se, desde os primeiros estudos, promissora (Singh et al.
2003) por incorporar a obtencdo ndo invasiva de informagdes sobre o estado funcional dos o6rgaos
(Miyamoto et al., 2006). O corpo lateo (CL) é formado a partir de células remanescentes do foliculo
ovariano rompido apds a ovulacdo (Hennebold, 2018). Trata-se de um complexo mecanismo de
modificagdes morfologicas e bioquimicas que levam a um intenso processo angiogénico durante a
luteogénese, e resulta em uma taxa extremamente alta de fluxo sanguineo na glandula luteal madura,
enquanto no processo de lutedlise ha regressdo dos vasos sanguineos (Shrestha et al., 2019). A rede vascular
do CL fornece oxigénio, nutrientes, hormonios e outros fatores necessarios ao seu crescimento e a
esteroidogénese (Shrestha et al., 2019). Por essas razdes fisiologicas ¢ natural esperar que a US modo
Doppler dolorido traz maior acuracia na determinagao da funcionalidade do tecido luteal frente aos recursos
ultrassonograficos anteriormente disponiveis. A US Doppler colorido foi usada em bovinos para avaliar os
parametros vasculares do CL durante seu desenvolvimento e regressao (Acosta et al. 2002, 2003; Ginther
etal. 2007). Em ovinos, essa modalidade ultrassonografica permitiu identificar o CL um dia apds a ovulagdo
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e auxiliou na caracterizacdo a dinamica luteal em trés distintas fases; um progressivo incremento do tecido
luteal e de sua perfusdo sanguinea (pixels coloridos) durante a luteogénese, seguido por uma fase de platd
e finalmente um decréscimo da area do tecido luteal e de sua perfusdo sanguinea, respectivamente, em 48
¢ 24 horas ap0s o inicio da lutedlise (Figueira et al., 2015). Similarmente em caprinos, a funcionalidade do
CL pdde ser obtida pela determinagdo da biometria luteal, no entanto, a medida da area de pixels coloridos
detectados teve correlacdo mais completa (Balaro et al., 2017).

Além do estudo fisiologico da dindmica luteal, a US Doppler colorido tem sido utilizada para
acompanhar respostas a tratamento de indug@o de CL acessorio (CLa) (Vergani et al., 2020; Cortés et al.,
2021) e ainda que tenham efeitos luteotréfico no CL original (CLo) (Rodrigues et al., 2022). A érea de
pixels coloridos detectados no tecido luteal incrementou ap6s a administragdo da gonadotrofina coridnica
humana (hCG) no inicio da fase luteal em ovelhas (Vergani et al., 2020). Em cabras, entretanto, a média da
area de pixel coloridos no tecido luteal ndo variou apds o tratamento com hCG, mas a US Doppler colorido
marcou diferenga entre fémeas prenhes e vazias e a ocorréncia da lute6lise fisiologica (Cortés et al., 2021).
Em outro estudo realizado em cabras, os efeitos da hCG foram detectados tanto sobre o CLo quanto no CLa
induzido (Rodrigues et al., 2022). Esses autores indicaram que embora a perfusao sanguinea do CLo tenha
suprimida pelo tratamento com hCG na fase luteal inicial, houve aumento do fluxo sanguineo de alta
velocidade do CLo, o que parece sinalizar a “melhor eficiéncia” das células luteas e dos vasos sanguineos
na sintese ¢ liberag@o de progesterona em cabras em gestagdo precoce. Ainda em cabras, o uso de hCG no
momento da inseminagdo artificial ndo teve efeitos sobre varidveis obtidas pela US Doppler colorido
(Rodrigues et al., 2023).

Indicacao de funcionalidade luteal

Assim como € possivel acompanhar o dindmica funcional do CL ao longo do ciclo estral ou mesmo
em respostas a intervengdes, a indicagdo da funcionalidade litea pode ser requerida em momentos
especificos desejados. Em cabras, Balaro et al. (2017) indicaram, como um bom ponto de corte para a
assinalar a funcionalidade Iutea, os seguintes valores: para numero de pixels coloridos (1200 pixels;
sensibilidade: 88%; especificidade: 100%) e para a avaliagdo subjetiva de pixels coloridos (30%;
sensibilidade: 91%; especificidade: 100%). Os pontos de corte descritos podem ser adotados para avaliar a
funcionalidade lutea em fémeas receptoras de embrides, visando melhor eficiéncia em programas de
transferéncia de embrides (Balaro et al., 2017).

Identificar a funcionalidade luteal por meio da US Doppler colorido tem sido considerada em
pesquisas como uma alternativa ndo invasiva, com potencial, para o diagndstico de regressao prematura de
CL (RPCL). Figueira et al. (2015) destacam a possibilidade de a US Doppler colorido superar a dificuldade
de diagndstico da RPCL pela US modo-B, devido a diferenga temporal entre lutedlise funcional e estrutural.
Os autores observaram, em fémeas ndo superovuladas, que a redugdo ou mesmo a auséncia de fluxo
sanguineo luteal pode ser detectada 24 h apos o inicio da lutedlise, enquanto as alteragdes nos parametros
morfologicos ocorrerao mais tarde (Figueira et al., 2015). Mesmo as concentragdes séricas de progesterona
sendo indicacdo direta da funcionalidade luteal e estarem relacionadas ao numero de CL saudaveis e
totalmente funcionais em ovelhas superovuladas, ndo sdo preditivas do numero de CL ou foliculos
luteinizados LUFs com regressdo prematura (Oliveira et al., 2018), mostrando a necessidade de identificar
CL regredindo prematuramente por meio de tecnologias ultrassonograficas. A US Doppler espectral
apontou tanto em bovinos (Vrisman et al., 2018) como em ovinos (Rodriguez et al., 2019) que o indice de
pulsatilidade da artéria ovariana € o primeiro marcador para o diagnéstico de RPCL. O primeiro relato do
uso de técnicas US Doppler colorido para diagnosticar RPCL em ovelhas superovuladas foi recentemente
publicado, mostrando que apesar da area total de pixel Doppler colorido e média da area Doppler do tecido
luteal terem sido correlacionadas as concentragdes de progesterona foi sugerido apenas que a avaliacdo da
area total e da heterogeneidade de pixels do CL individual pode aumentar a precisdo da detecgdo do RPCL
(Bevilaqua et al., 2023).

Diagnéstico precoce da gestacio

De certa forma ainda inserido no contexto de indica¢do da funcionalidade luteal, a US Doppler
colorido abriu a possibilidade de antecipar o diagnostico de prenhez em ruminantes. Estudos iniciais na
espécie bovina demonstraram que a perfusdo sanguinea luteal ao longo do ciclo estral pode ser medida, de
forma subjetiva, por escores (1 a 4) da estimativa do percentual de area com sinais Doppler colorido em
relagdo a area lutea total (de Tarso et al., 2018; Siqueira et al., 2013). Diante da subjetividade da técnica e
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sua dependéncia da capacitacdo do operador para avaliagdo foi proposta a avaliagdo semiquantitativa,
realizada por meio da contagem de pixels coloridos (de Tarso et al., 2018; Herzog et al., 2010; 2011). Essa
técnica esta sujeita, no entanto, a avaliagdo posterior da imagem em softwares de analise de imagens, e
apesar de demonstrar alta reprodutibilidade, seu resultado ndo ¢ em tempo real (Bollwein et al., 2002).

Estudos em bovinos indicam que a perfusdo sanguinea luteal aumenta na terceira semana apos a
ovulagdo em vacas prenhes devido ao reconhecimento fetal materno (Herzog et al., 2011; Utt et al., 2009).
Diante disso, abriu-se a perspectiva de uso da técnica US Doppler colorido para a avaliagdo de fémeas na
estacdo de monta, com objetivo de diagnodstico de gestacdo. Em pequenos ruminantes, a avaliagdo da
perfusdo sanguinea luteal (subjetiva e semiquantitativa) foi também possivel e correlacionada com a
producdo de progesterona (Balaro et al., 2017; Figueira et al., 2015). Esses estudos indicaram que valores
acima de 30% de area Doppler colorido em relacdo a area do CL correspondem a concentra¢des séricas de
progesterona superiores a 1,0 ng/mL (k = 0,65; P < 0,05). Na sequéncia, Arashiro et al. (2018) propuseram
o diagnostico precoce da gestagdo em ovelhas, pela avaliacdo subjetiva da perfusdo sanguinea luteal,
seguindo-se a classifica¢do em escores 1 (0 a 25%), 2 (25 a 50%), 3 (50 a 75%) ¢ 4 (76 a 100%) da area de
tecido luteal preenchida por sinais Doppler colorido. Nesse estudo foi indicado confirmar a gestagdo de
ovelhas que receberam a classificacdo de escores 2 a 4 no dia 17 apds a ovulagdo/inseminacao artificial; os
resultados mostraram repetibilidade entre avaliadores e acuracia de 85% para diagnéstico em tempo real,
entretanto, falsos positivos podem estar associados a ciclos estrais longos ou perdas gestacionais precoces
(Arashiro et al., 2018). Seguindo a mesma escala de avaliagido, Cosentino et al. (2018) confirmaram que a
metodologia ¢ também aplicada na espécie caprina, entretanto, indicando realizar o diagndstico precoce de
gestacao no dia 21 ap6s a ovulagao/inseminagao.

Avaliagao da resposta ovariana ao protocolo de superovulacio

Além de predizer a resposta superovulacao e a produgdo de embrides pela avaliagdo de foliculos
antrais ovarianos durante o tratamento gonadotrofico, como ja mencionado, a US Doppler colorido
possibilita aumentar a precisdo da detecgdo e quantificagdo dos CLs (Oliveira et al., 2018). A determinagdo
da resposta superovulatoria é necessaria para amparar o sucesso da colheita de embrides, ¢ sua realizagdo
por avaliagdo ultrassonografica ¢ indispensavel quando a lavagem uterina ¢ realizada por procedimento ndo
cirurgico (Oliveira et al., 2018; Pinto et al., 2018). Oliveira et al. (2018) indicam que a ultrassonografia
modo-B e Doppler colorido sdo métodos praticos e ndo invasivos para determinar a resposta ovariana em
ovelhas superovuladas, em ambiente comercial ou pesquisa reprodutiva. Similarmente, Pinto et al. (2018)
confirmam forte correlagao positiva entre a determinagao do numero de CL pela US Doppler colorido e por
laparoscopia. Esses autores, entretanto, ressaltam a possibilidade de dificuldade em distinguir todos os CLs
presentes em individuos com alta resposta superovulatoria.

Protocolos de ressincronizacio de estro

O uso da avaliagdo da perfusdo sanguinea luteal pela US Doppler colorido para diagndstico
precoce da gestacdo associado aos protocolos de sincronizagdo e indug¢do do estro permitiram o
desenvolvimento de protocolos de ressincronizagdo precoce. Protocolos de ressincronizagdo sdo
amplamente difundidos na espécie bovina, podendo ser realizado de diversas formas, variando desde os
hormoénios utilizados até o momento do inicio da ressincronizacao e do diagnostico de gestacdo (Sani et al.,
2011; Bilby et al., 2013; Pereira et al., 2013; S4 Filho et al., 2014; Sinedino et al., 2014). Em ovelhas, os
protocolos propostos iniciam antes do final do ciclo estral sincronizado, por meio da inser¢do de um novo
dispositivo de progesterona 12 (Cosentino et al., 2019; 2021), ou 14 (Miranda et al., 2018) dias apds o
término do primeiro protocolo de sincronizagdo de estro. O dispositivo ¢ mantido por, pelo menos, cinco
dias, e quando retirado um novo tratamento com gonadotropina ¢ realizado seguido de um novo
acasalamento por monta natural ou inseminacgdo artificial (Cosentino et al., 2019; 2021; Miranda et al.,
2018). Os resultados demonstraram ndo haver interferéncia do segundo protocolo de sincronizagéo de estro
nas gestagoes ainda ndo diagnosticadas. Além disso, o uso associado da avaliagdo da perfusdo sanguinea
luteal pela US Doppler colorido permitiu a identificagdo precoce das fémeas gestantes e realizagdo do
protocolo de ressincronizagdo de estro apenas nas fémeas ndo gestantes (Cosentino et al., 2019; 2021). Tal
associagdo permite, além de diminuir o tempo improdutivo de uma fémea no rebanho e conceder novas
chances para concepg¢do, diminuir o uso de hormonios desnecessarios e doses de s€émen em fémeas ja
gestantes, possibilitando reduzir custo e melhorar os resultados, encurtando o periodo total de trabalho e a
simplificagdo do manejo (Cosentino et al., 2023). A associacdo do diagnostico precoce de gestacdo e
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protocolos de ressincronizagdo de estro em ovelhas foi ainda avaliado para diferentes categorias, mostrando
boa eficiéncia em multiparas e nuliparas, entretanto, indicou-se a necessidade de mais estudos para a
aplicagdo da técnica em fémeas pos-parto (Cosentino et al., 2021).

Na espécie caprina, estudos tem direcionado as mesmas conclusdes, como nio haver interferéncia
do protocolo de ressincronizagdo de estro nas gestagoes de fémeas ndo diagnosticadas (Cosentino et al.,
2020). A estratégia de ressincronizagdo de estro de cabras com a inser¢do de um novo dispositivo de
progesterona no dia 16 apo6s a ovulag@o oriundo do primeiro protocolo de sincronizagdo de estro, em
associagcdo ou nao com a administragdo eCG no momento da remogao do dispositivo, cinco dias depois,
mostrou resultados satisfatorios, especialmente em relagdo a dindmica folicular. Diante disso, os autores
sugerem a necessidade de novos estudos para testar modificacdes ja previstas no protocolo hormonal
visando incrementar a taxa de prenhez. Portanto, em ambas as espécies, o uso do protocolo de
ressincronizacdo de estro associado ao diagndstico precoce da ndo gestacdo por indicagdo da presenga de
tecido luteal sem perfusdo sanguinea pela US Doppler colorido, permite encurtar o intervalo entre montas
naturais/inseminagdes artificiais sucessivas, conforme proposto por Cosentino et al (2023), entretanto, é
notorio destacar que estudos futuros podem mostrar a viabilidade de realizar trés ou mais ressincronizagdes
seguidas em um intervalo de dois a trés meses.

Consideracdes Finais

Em ovelhas e cabras, a ultrassonografia transretal nas diferentes modalidades tem mostrado ampla
aplicacdo com elevada praticidade e eficiéncia. A US Doppler colorido aliada a US modo-B ja é uma
realidade em ambiente comercial ou pesquisa reprodutiva, e oferece a possibilidade de detec¢dao das
estruturas ovarianas, de modo a indicar com precisdo caracteristicas de funcionalidade. Por meio da
tecnologia de identificagdo ndo invasiva da funcionalidade luteal é possivel realizar o diagndstico de
gestacao precoce, de disfungdes luteais, de determinagdo de respostas ovarianas em fémeas doadoras e
receptoras de embrides, identificar efeitos luteotrofico de estratégias hormonais, e ainda para amparar as
estratégias de ressincronizagdo de estro.
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