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INTRODUCCION

El surgimiento de la ecografia en modo B en
la reproduccion bovina en la década de 1980
anuncié enormes avances en la investigacion
y la practica clinica, permitiendo por primera
vez la visualizacion no invasiva de los 6rganos
reproductores internos (revisado por Bollwein
and Heppelmann, 2016).A pesar de la técnica
permitir la visualizacion de la morfologia del or-
gano, esto no fornece informaciones de la fun-
cionalidad del érgano, como la perfusion san-
guinea. En los ultimos 20 afios, varios estudios
vienen utilizando la ultrasonografia Doppler
color para comprehender el flujo sanguineo
en procesos fisiologicos (Bollwein et al., 2002,
2000; Ginther, 2007)y patoldgicos (Heppel-
mann et al., 2013; Sharma et al., 2019)del trac-
to genital de bovinos. Recientemente, el uso
de la ecografia en modo Doppler color viene
siendo utilizada como herramienta de diagnos-
tico en el manejo reproductivo, principalmente
para mejorar los resultados de protocolos de
sincronizacion de estro (De Tarso et al., 2017;
Pugliesi et al., 2019; Viana et al., 2013). La
baja performance reproductiva en vacas some-
tidas a protocolos de sincronizacion de estro
esta principalmente relacionadas con la fase
de maturacion del foliculo preovulatorio, inter-
valo hasta la ovulacion y el exacto momento de
la inseminacion artificial (Siddiqui et al., 2009b,
2009a). Ademas, la vascularizacion del foliculo
preovulatorio esta relacionada con la calidad
del ovocito, tamafio del cuerpo luteo sucesor
y su produccion de progesterona(De Tarso et
al., 2017; Miyamoto et al., 2006; Siddiqui et al.,
2009a). Por lo tanto, la evaluacién del diame-
tro asociado con el flujo sanguineo del foliculo
preovulatorio tiene como propoésito determinar
la calidad y el momento de la ovulacién de va-
cas sometidas a protocolos de sincronizacién
de celo para realizacion de la inseminacién
artificial en el momento adecuado. Mientras la
evaluacion del diametro asociado con el flujo
sanguineo del cuerpo luteo entre los dias 19 y
23 post- inseminacion artificial busca identificar
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las vacas no prefiadas (Bollwein and Heppel-
mann, 2016). Este articulo tiene como objetivo
describir los principios basicos de la ecografia
Doppler color y las principales aplicaciones
en el manejo reproductivo de bovinos, con
enfoque en la funcionalidad del foliculo preo-
vulatorio y cuerpo Iuteo en vacas sometidas a
protocolos de sincronizacion de estro e insemi-
nacion artificial.

PRINCIPIOS DE LA ECOGRAFIA MODO
DOPPLER

Muchos de los principios de la ecografia Do-
ppler son extensiones de los principios de la
ecografia en modo B (Ginther, 2007). Sin em-
bargo, el efecto Doppler es la base de la eco-
grafia Doppler color. El efecto Doppler del soni-
do es un fendmeno natural reconocido (Maulik,
2005). Las ondas de ultrasonido reflejadas por
las estructuras en movimiento, como los glébu-
los rojos, difieren en su frecuencia en compa-
racion con las ondas emitidas, lo que resulta en
un cambio Doppler (Figura 1). Cuando el cam-
bio es positivo; es decir, cuando la frecuencia
de las ondas reflejadas es mayor que la de las
ondas emitidas, los globulos rojos se mueven
hacia el transductor. Cuando las células san-
guineas se alejan del transductor, la frecuencia
de las ondas reflejadas es menor que la de las
ondas emitidas y el desplazamiento Doppler se
vuelve negativo.

Figura1. Efecto Doppler del ultrasonido en vasos sanguineos
(adaptado de Ginther, 2007).




La ecografia Doppler proporciona dos enfo-
ques distintivamente diferentes para evaluar el
sistema vascular: 1) visualizacién del flujo san-
guineo en color en una imagen bidimensional
en modo B de una estructura de tejido u 6rga-
no y 2) analisis espectral Doppler pulsado de
velocidad cambiante en un area pequefa de
flujo durante un pulso arterial. Las imagenes de
flujo en color proporcionan una impresion ins-
tantanea del flujo sanguineo, mientras se es-
canea un area de interés completa (por ejem-
plo, foliculo, cuerpo luteo). Con este enfoque,
la evaluacion visual (subjetiva)en tiempo real
permite juzgar el estatus vascular que refleja
las capacidades actuales y futuras del tejido u
organo. Cuando se justifica y se puede invertir
mas tiempo, la evaluacion visual se puede con-
firmar y considerar mediante evaluaciones ob-
jetivas de las sefales de color (Ginther, 2007).
En la secuencia, el presente articulo presenta-
ra los mecanismos de evaluacion subjetiva a
través de la visualizacion del flujo sanguineo
en color en una imagen bidimensional en modo
Ben tiempo real.

PARTICULARIDADES PARA OBTENCION
DE IMAGENES DOPPLER COLOR

Los ecos que producen imagenes de flujo
de color son relativamente débiles y, por lo
tanto, la sensibilidad para la deteccion de flujo
puede verse afectada por ajustes inadecuados
del instrumento(Maulik, 2005). El equilibrio de
tres factores relacionados con la calidad, la ve-
locidad de los marcos - FPS, la sensibilidad, y
la resolucion, se utilizan para producir image-
nes agradables con informacion éptima segun
lo desee el operador. Sin embargo, debido a
las muchas compensaciones en el ajuste de
los controles y las diferencias entre los mode-
los presentes en mercado, es posible que sea
necesario consultar el manual del operadory el
representante de la compafdia.

En el modo Doppler, es posible evaluar a
través de los sistemas conocidos como color
o power. El sistema Doppler color codifica el
cambio de frecuencia Doppler en escala de co-
lor: rojo-azul segun la direccion del flujo (por
consenso, el flujo es rojo si se acerca al trans-
ductor y azul si se aleja), y el color es de mayor
o menor intensidad del color segun la veloci-
dad del flujo sea mayor o menor. Proporciona

por tanto una idea global sobre la presencia y
direccién del flujo. El sistema Doppler power
analiza el cambio de amplitud y lo codifica en
escala de color, es decir, representa la poten-
cia integrada de la senal Doppler en lugar de
su cambio de frecuencia. Por tanto, no propor-
ciona informacion sobre la velocidad y direc-
cion del flujo, no existe fendbmeno de solape
(aliasing) y es menos dependiente del angulo
Doppler. Unicamente sefiala la presencia de
flujo en una estructura, siendo mas sensible
para detectar flujo lento que el Doppler coloren
los microvasos.

APLICACIONES DE LA ECOGRAFIA
MODO DOPPLER EN EL MANEJO
REPRODUCTIVO

La ecografia Doppler color es una herra-
mienta poderosa que se ha utilizado para me-
jorar la capacidad de deteccidon, monitoreo y
prediccidn en el campo de la fisiologia repro-
ductiva. La ecografia Doppler color se ha utili-
zado para evaluar el flujo sanguineo en ovario
y utero en bovino, y su aplicacion es simple y
facil de aplicar en la rutina de manejo repro-
ductivo (De Tarso et al., 2016). Entre las prin-
cipales aplicaciones de la ecografia Doppler
estan la evaluacion de la seleccién de foliculos
(Acostaetal., 2004), la fase anovulatoria duran-
te la fase de transicién (Acosta and Miyamoto,
2004), la comparacion entre la primera ovula-
cion y las ovulaciones posteriores a lo largo del
ano (Gastal et al., 2007), la madurez folicular
y posterior a la ovulacion (Gastal et al., 2006),
la tasa de recuperacion de ovocitos, calidad y
etapa de maduracion (Gastal et al., 2007), el
desarrollo embrionario en vaquillonas(Siddiqui
et al., 2009b), y la ovulacion en vacas (Siddi-
qui et al., 2010); por lo tanto, el uso de estas
aplicaciones pueden ayudar a mejorar la tasa
de prefiez en los protocolos de inseminacion
artificial. Por ejemplo, la relacion positiva en-
tre el flujo sanguineo del foliculo y la calidad y
madurez de los ovocitos ha sido descripta (Si-
ddiqui et al., 2009b). El aumento del suministro
de sangre en los foliculos individuales esta es-
trictamente asociado con el desarrollo folicular
y la capacidad de volverse dominante, mien-
tras que la reduccién en la vascularizacion esta
asociada con la atresia del foliculo (Acosta et
al., 2003). Por lo tanto, la vascularizacion del
foliculo y el suministro de sangre son factores
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cruciales para que el foliculo adquiera capaci-
dad ovulatoria; y la vascularizacion del foliculo
esta altamente correlacionada con el suminis-
tro de sangre del cuerpo luteo y la produccion
de progesterona (De Tarso et al., 2017, 2016).
Ademas, los factores metabdlicos, como la in-
sulina y el IGF-1, también se asocian con la
retomada de la actividad ovarica en vacas lac-
tantes en el posparto (Cavestany et al., 2009)y
con la actividad del flujo sanguineo en el folicu-
lo (Kawashima et al., 2007). Asi, la aplicacion
de la ecografia Doppler color como herramien-
ta en el manejo reproductivo se destaca para
evaluar el potencial de fertilidad de los anima-
les sometidos a los protocolos de inseminacion
artificial y sincronizaciéon del estro. Sin embar-
go, para realizar evaluaciones de flujo sangui-
neo en las estructuras ovaricas (foliculo y cuer-
po luteo) para clasificar vacas aptas para ser
inseminadas en protocolos de IATF y realizar
diagndstico de gestacion temprano (20-22 dias
post-IA), es necesario un buen entrenamiento
y ecografo adecuado.

EVAI.I.IACIéI,l DEL FLUJO SANGUINEO
EN EL FOLICULO PREOVULATORIO

El foliculo ovarico de los mamiferos desa-
rrolla una doble camada de vasos sanguineos
que consiste en arteriolas y vénulas en la teca
externa y una prominente red capilar en la teca
interna(Ginther, 2007). Durante el crecimiento
del foliculo antral, el desarrollo de la red capilar
presenta su maxima vascularizacién en el foli-
culo preovulatorio. Los perfiles hemodinamicos
foliculares obtenidos por ecografia Doppler co-
lor han demostrado que el diametro folicular y
el flujo sanguineo de la pared folicular estan
correlacionados en vaquillonas (Siddiqui et al.,
2009b, 2009a). Las senales de flujo sanguineo
dentro de la pared folicular estan estrecha-
mente relacionadas con la madurez del foliculo
preovulatorio (Gastal et al., 2006; Gastal and
Gastal, 2012; Ginther et al., 2007) y la calidad
de los ovocitos (Ginther et al., 2007; Siddiqui et
al., 2009b).Los cambios en el flujo sanguineo
del foliculo puede ser un posible indicador del
potencial ovulatorio del foliculo preovulatorio
(Siddiqui et al., 2010)y la fertilidad (Siddiqui et
al., 2009a), donde el porcentaje de flujo sangui-
neo y el diametro del foliculo preovulatorio fue-
ron mayores en las vaquillonas que quedaron
prefadas.El aumento de la perfusién vascular
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de la pared del foliculo preovulatorio se asocié
positivamente con la fertilizacion in vitro y las
tasas de desarrollo embrionario en bovinos(Si-
ddiqui et al., 2009b). Ademas, el flujo sangui-
neo del foliculo preovulatorio se correlaciona
positivamente con el flujo sanguineo de CL en
vacas lecheras (Bollwein, 2010) y de carne (De
Tarso et al., 2017).

La evaluacioén subjetiva (Figura 2) del folicu-
lo dominante puede darse por la determinacion
del porcentaje (0 — 100%) de la pared folicular
con presencia de flujo sanguineo (De Tarso et
al., 2016); o utilizando un sistema de escala (0
— 4) que define diferentes niveles de flujo san-

Figura 2. Flujo sanguineo de la pared folicular de foliculos
preovulatorios segun escore clasificacion: 0, 0% (A); 1,
1-25%(B); 2, 26-50% (C); 3, 51-75% (D); y 4, 76-100% (E) de
perfusion sanguinea en la pared del foliculo (considerando

1 mm de espesor de la pared). La figura demuestra, de una
manera didactica, la suma de los puntos que pueden estar
distribuidos en la circunferencia de la pared folicular.

guineo dentro de cada punto de la escala.

Para la aplicacion de la clasificacion pre-
sentada arriba, es necesario un previo entre-
no. Nuestro grupo de investigacion realizé una
evaluacion del tiempo de entrenamiento de 4
evaluadores, con diferentes grados de conoci-
miento previo en respeto a ultrasonografia Do-
ppler color, para estimar la porcentaje de flujo
sanguineo del foliculo preovulatorio a través
de la clasificacion subjetiva (De Tarso et al.,
2016). En resumen, el entreno tuve un periodo
de 7 dias evaluando 280 videos. Las seccio-
nes fueron realizadas utilizando 40 imagenes
por seccion en una pantalla. La concordancia
entre los operadores empez6 a mejorar a par-
tir del segundo dia de practicas, con una alta
correlacion (r=0.8) entre las evaluaciones y en-
tre operadores. Ademas, este estudio demos-
tr6 que las evaluaciones subjetivas de campo
presentaron resultados similares con evalua-
ciones objetivas de analisis de pixeles en el
laboratorio. Por lo tanto, el trabajo demuestra
que el entreno bajo orientacién adecuada lleva
un mayor éxito para obtener resultados consis-



tentes.

Esta demostrado que el uso de la ecografia
modo B puede auxiliar en la seleccion de vacas
a ser inseminadas de acuerdo con el tamafio
del foliculo preovulatorio, denominado IATF en
bloques (Pfeifer et al., 2017, 2015);los resulta-
dos de estos estudios demuestran un aumento
de 10% en la tasa de prefiez. La vasculariza-
cion del foliculo preovulatorio esta asociado a
su capacidad ovulatoria (Satheshkumar, 2018)
y también se asocia a la capacidad de res-
puesta a la estimulacion exégena y a mayores
tasas de implantacién de embriones(Lozano
et al., 2007). Por lo tanto, evaluaciones del fo-
liculo preovulatorio al dia 10 del protocolo de
Ovsynch, demuestran que las vacas prefadas
presentan un mayor diametro del foliculo preo-
vulatorio con mayor flujo sanguineo en la pa-
red del foliculo que las vacas vacias (Varughe-
se et al., 2017). Sin embargo, muchos factores
(metabdlicos, hormonales, térmicos) pueden
influenciar la calidad, tamafio y flujo sanguineo
del foliculo preovulatorio (Jitjumnong et al.,
2020). Por eso, trabajos evaluando la eficacia
de seleccionar los animales con foliculos salu-
dables que presentan potencial ovulatorio, pre-
vio de la inseminacion artificial, con el auxilio
de la ecografia color Doppler aun son necesa-
rios para determinar la mejora en la eficiencia
de los protocolos de sincronizacién de celo e
inseminacion en tiempo fijo.

EVALUACION DEL FI.UJO,SANGUiNEO
EN EL CUERPO LUTEO:

El cuerpo luteo es una estructura dinamica
que necesita de un largo sistema vascular para
un rapido desarrollo y posterior regresion. Des-
pués de la ovulacién, la membrana basal entre
las camadas de células da granulosa y teca
se rompen y ocurre la invasion de pequeinos
vasos sanguineos de la teca interna para el
desarrollo del cuerpo luteo, siendo una de las
estructuras mas vascularizadas en el cuerpo
(Ginther, 2007). Por lo tanto, el tamafio y flujo
sanguineo del foliculo preovulatorio esta inti-
mamente relacionado con el tamaro, capaci-
dad vascular y produccion de progesterona en
la formacién del cuerpo luteo(De Tarso et al.,
2017). Esta relacién se hace importante deu-
do a su potencial para mantener los niveles de
progesterona adecuado para manutencion de

la concepcion en bovinos (Acosta et al., 2003;
Matsui and Miyamoto, 2009).En el proceso de
lutedlisis fisiologica, el cuerpo luteo presenta,
a los 17-18 dias posterior a la ovulacion, un
aumento del flujo sanguineo seguido por una
reduccion de la concentracion de progesterona
plasmatica y de la area de flujo sanguineo del
CL dentro de 24h (Miyamoto et al., 2006); este
proceso precede la reduccion del diametro del
cuerpo luteo. Sin embargo, un cuerpo luteo
con area menor de 2cm? en el final de la fase
de diestro tiene menor capacidad de produc-
cion de progesterona y mayor riesgo de sufrir
lutedlisis (Pugliesi et al., 2014).Debido a estas
caracteristicas presentes en el proceso fisiolo-
gico de lutedlisis, es posible utilizar la ecogra-
fia Doppler color para realizar el diagnostico de
reduccion de funcionalidad luteal lo cual carac-
teriza vacas vacias tan precoz de los 19 dias
post inseminacion artificial.

La evaluacion subjetiva (Figura 3) puede
darse por la determinacion del porcentaje (0
— 100%) de la area total del cuerpo luteo con
perfusién sanguinea(De Tarso et al., 2017);
o utilizando un sistema de escala (0 — 4) que
define diferentes niveles de flujo sanguineo
dentro de cada punto de la escala. Ademas de
la clasificacion categérica de flujo sanguineo
del cuerpo luteo, es importante considerar su
area total. Segun definicién de (Pugliesi et al.,

Figura 3. Flujo sanguineo del cuerpo luteo segun escore cla-
sificacion: 0, 0% (A); 1, 1-25% (B); 2, 26-50% (C); 3, 51-75%
(D); y 4, 76-100% de perfusion sanguinea (E). La figura de-
muestra, de una manera didactica, la suma de los puntos que
pueden estar distribuidos en la area total del cuerpo luteo.

2014), las vacas vacias son clasificadas por la
deteccion de un CL con area <2mm?presentan-
do un flujo sanguineo <25%.

Para determinar el uso en rutina de manejo
reproductivo, una serie de trabajos (Baruselli
et al., 2018; Pellegrino et al., 2018; Mota et al.,
2018; Simoes et al., 2018; Bisinotto et al., 2018;
Abreu et al., 2019; Elliff et al., 2019; Perez et
al., 2019; Silva et al., 2019; Lorenti et al., 2019)
tiene evaluado la eficacia de la ecografia Do-
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ppler color para el diagndstico de gestacion en-
tre los dias 20 y 22 post inseminacion artificial.
La precision para diagnosticar vacas vacias
puede variar entre estos dias, con una sen-
sibilidad entre90-100% para el teste (Simoes
et al., 2018).Los diagndsticos realizados en el
dia 22 presentan100% de sensibilidad para
detectar las vacas vacias. EI mismo concepto
de evaluacion del CL presentado en la Figura
3se aplica para la seleccion de receptoras en
programas de transferencia de embriones. Sin
embargo, la evaluacién del CL en las recepto-
ras ocurre generalmente 7 dias postovulacion
(Pugliesi et al., 2019).

En la busqueda por reducir los intervalos
entre inseminaciones en programas de IATF,
investigadores estan evaluando la eficiencia
de resincronizaciones super precoz, empezan-
do a los 14 dias post inseminacién artificial de
vacas sin conocimiento del estatus gestacio-
nal (Baruselli et al., 2018; Vieira et al., 2014).
En el estudio de Vieira et al., (2014), al dia 14
post-1A, todos los animales reciben (dia 0 nue-
vo protocolo) un dispositivo intrauterino de pro-
gesterona, o progesterona intramuscular, por 8
dias; en el dia 8 del protocolo (dia 22 post 12
IA), ocurre la retirada del dispositivo y la eva-
luacién del CL (diagndstico de gestacion) con
auxilio de la ecografia en modo Doppler . Las
vacas que son diagnosticadas como vacias
(CL con area <2mm?presentando un flujo san-
guineo <25%) en este diagndstico (dia 8 del
protocolo o dia 22 post 12 IA), reciben prosta-
glandina y cipionato de estradiol, y la insemi-
nacion es realizada al dia 10 del protocolo (dia
24 post 12 |A). El uso de la ecografia Doppler
color se hace fundamental en la aplicacién de
estas biotecnologias de la reproduccién y en el
auxilio para comprehender el efecto del uso de
diferentes hormonas durante la fase inicial de
implantacion de la gestacion. El diagnoéstico de
gestacion precoz, por funcionalidad luteal, utili-
zando la ecografia Doppler color busca reducir
el intervalo entre inseminaciones de protocolos
de sincronizacion. En consecuencia, este ma-
nejo aumenta el numero de animales prefiados
en un corto periodo de tiempo, concentra el
manejo de parto y estandariza los terneros.

CONSIDERACIONES FINALES

La ultrasonografia en modo Doppler co-
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lor demuestra ser una herramienta promisora
para el aumento de la eficiencia reproductiva
cuando aplicados en asociacién con protoco-
los de sincronizacion e inseminacion artificial.
Sin embargo, es importante resaltar que el
uso de la ecografia Doppler color aumenta el
tiempo de diagnostico y necesita entreno ade-
cuado previo a la aplicacion de la técnica en el
manejo reproductivo. Asi como la ecografia en
modo B traje beneficios para la produccién ani-
mal, el desarrollo de la tecnologia ira facilitar la
produccion de equipos con la funcion de modo
Doppler color mas baratos y con imagenes de
alta calidad, aumentando su aplicacion en el
manejo reproductivo de los bovinos. No obs-
tante, es necesario estandarizar el criterio de
evaluacion de la funcion folicular y luteal para
tener una aplicacion practica y replicable en-
tre los técnicos a nivel de campo. Para eso,
estudios son necesarios para evaluar la téc-
nica frente a diferentes protocolos de sincro-
nizacion y facilitar la comunicacion, difusion y
entendimiento del potencial de la técnica en el
manejo reproductivo de bovinos.
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