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Introducao

A crescente importancia da ultrassonografia como método diagndsti-
co, particularmente na medicina reprodutiva, estimulou o desenvolvimento
de equipamentos mais modernos que, aos poucos, incorporaram os avan-
¢os tecnoldgicos e ampliaram as possibilidades de uso daquela técnica.

As melhorias nesses equipamentos sao facilmente detectaveis: na
arquitetura e na ergonomia, na portabilidade, no uso de fontes internas de
energia (baterias recarregaveis), no tamanho, na resolucao e no tipo dos
monitores, e também no desenho das probes (Figura 1). Particularmente
importantes foram os avancos relacionados a eletrénica, que possibilitaram a
incorporacao, nos equipamentos de ultrassonografia, de recursos ja comuns
em equipamentos de informética, como: telas de LCD e touch screen, discos
internos de memodria de alta capacidade e interfaces externas, por meio de
portas USB. Esses avancos resultaram em facilidade na execucao dos exames
e melhoria da qualidade das imagens geradas, recursos que deram mais
precisao aos diagndsticos e a documentacdo dos achados, contribuindo de
forma decisiva para a incorporacdo da ultrassonografia a rotina dos exames
ginecoldgicos. Ademais, essas tecnologias instigaram novas abordagens na
ultrassonografia reprodutiva, para fins de estudo e diagnéstico.
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Figura 1. Evolucao tecnoldégica em equipamentos de ultrassonografia, representada
por equipamentos de duas geragdes (1998 e 2008): Scanner 200, Pie-Medical e Ho-
landa (A, C, E); MyLab 30, Esaote e Italia (B, D, F); design, layout, tipo e tamanho do
monitor (A, B); probes (setorial mecanica vs. microconvexa eletronica) (C, D); portas
de saida (video vs. USB/Ethernet) (E, F).

Neste capitulo, serao analisadas algumas dessas novas tecnologias:
a analise computacional de imagens, a ultrassonografia de alta resolucao,
a ultrassonografia Doppler e a ultrassonografia tridimensional. Em todos
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0s casos, trata-se de procedimentos ainda em desenvolvimento, mas com
grande impacto potencial, e que, no futuro, poderao ser incorporados as
rotinas de exames em ginecologia e obstetricia veterinarias.

Ultrassom biomicroscopio (UBM)

Aresolucao de umaimagem é definida pela capacidade de tornar dois
pontos distintos, ou seja, quanto maior for a resolucdao de uma imagem,
maior serd o nivel de detalhamento. No caso das imagens ultrassonograficas,
aresolucdo é definida principalmente pelo comprimento de onda utilizado.
Estruturas (pontos) separadas por uma distancia inferior a do comprimento
de onda nao podem ser distinguidas na imagem. Consequentemente,
quanto maior a frequéncia, maior a resolucao obtida.

A maioria dos equipamentos de ultrassonografia disponiveis para uso
na avaliacdo reprodutiva de animais domésticos, incluindo bovinos, pos-
suem probes em que a frequéncia varia de 3 MHz a 9 MHz. Essa frequéncia
é adequada para uma variedade de usos clinicos e para a avaliacao gineco-
I6gica de rotina, incluindo o diagndstico e o monitoramento de gestagoes,
a identificacao do sexo fetal, a avaliacdo de patologias do sistema genital,
da funcao luteal e da dinamica do crescimento em foliculos ovarianos com
diametro = 2 mm.

Existem situagdes, contudo, em que essa resolucdo nédo é suficiente.
E o caso, por exemplo, da avaliacdo do crescimento folicular em algumas
espécies de laboratério. O camundongo é um importante modelo ex-
perimental em diversas areas da biologia, inclusive na reproducao, mas
apresenta foliculos ovulatérios de dificil visualizacao, ja que seu diametro
é muito pequeno, entre 400 um e 600 um (CAMPOS-JUNIOR et al., 2011).
Outro caso que exemplifica essa dificuldade esta na avaliacdo da dinamica
folicular em bovinos no inicio da fase antral. O antro folicular é formado
quando o foliculo em crescimento atinge aproximadamente 200 pm,
porém os aparelhos convencionais sé permitem a visualizagao do antro
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em foliculos que estdo na fase de emergéncia das ondas de crescimento
(ADAMS et al., 2008; SINGH et al., 2003).

Para contornar essas limitacdes, uma nova tecnologia de geracdo de
imagens ultrassonograficas, com uma resolucdo comparavel a de uma
lupa estereomicroscépica, foi desenvolvida no inicio da primeira década
de 2000 (Visual Sonics Inc., Toronto, Canadd). Conhecida como ultrassom
biomicroscépio (UBM), a resolucao desses aparelhos é de 30 um a 50 ym
(abaixo do poder de resolucao do olho humano, que é de aproximadamen-
te 200 um), o que permite o estudo de estruturas ovarianas em tempo real
com resolucao proxima a histoldgica.

O transdutor do UBM utiliza um Unico cristal piezoelétrico para a emis-
sdo de ondas sonoras de altissima frequéncia (de 20 MHz a 70 MHz), o que
Ihe permite gerar imagens com alto poder de resolucao. Entretanto, como
existe uma relacao inversa entre frequéncia e poder de penetracao da onda
ultrassonografica, essa tecnologia implica a geracdo de imagens de uma pe-
quena porcao dos tecidos (aproximadamente 10 mm com um transdutor de
30 MHz, e 5 mm com 50 MHz), além de um baixo frame-rate (8 frames seg™)
(JAISWAL et al., 2009; SINGH et al., 2003). Isso ndo tem maiores implicacdes
quando se pretende avaliar estruturas ovarianas em animais de laboratério
(camundongos). Em bovinos, contudo, apenas uma porcao do ovério pode
ser visualizada em cada imagem. Ainda assim, a alta resolucao e o grau de
detalhamento das imagens abre um grande nimero de possibilidades de
aplicacao, particularmente na pesquisa da fisiologia ovariana.

Ja foi demonstrada a possibilidade do uso do UBM na avaliacdo de
ovarios bovinos in vivo, tendo sido possivel até mesmo visualizar estruturas
ecogénicas inclusas em foliculos antrais, que supostamente seriam comple-
x0s cumulus-o6cito (CCOs) (PFEIFER et al., 2012), conforme demonstrado na
Figura 2. Resultados obtidos por meio de ultrassonografia biomicroscépica
in vivo em bovinos demonstraram ser possivel a identificacao de foliculos
antrais com apenas 0,4 mm de diametro. Além disso, o uso do UBM permitiu
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a deteccdao de um numero 2,76 vezes maior de foliculos do que a ultras-
sonografia B-mode convencional em ovarios de vacas e novilhas (PFEIFER
etal., 2012).
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Figura 2. Imagens de ovarios bovinos geradas por ultrassom biomicroscopio. Folicu-
los antrais de 2,6 mm (esquerda) e 2,3 mm (direita) de didmetro: a parede folicular
(linha branca) pode ser claramente distinguida do estroma ao redor do foliculo (ima-
gem gerada por aparelho Vevo 660, Visual Sonics Inc., utilizando probe transvaginal
convexa de 40 MHz) (A). Imagem de ultrassom biomicroscopico de um foliculo de
1,76 mm de didmetro demonstrando uma area ecogénica dentro do antro (seta), que
se acredita ser o complexo cumulus-odcito (CCO) (B). Imagem do CCO ampliada (C).
Imagens geradas com aparelho Vevo 660, Visual Sonics Inc., utilizando probe trans-
vaginal convexa de 25 MHz (B e C).

A habilidade de monitorar sequencialmente o desenvolvimento de
pequenos foliculos antrais e CCOs contidos nesses foliculos pode resultar em
importante avanco no entendimento da fisiologia ovariana e da competéncia
oocitaria. Em virtude da alta resolucao dos equipamentos biomicroscopicos
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e da possibilidade do monitoramento in vivo de foliculos com diametro de
500 pm a 1,0 mm, estudos ja estdo sendo conduzidos visando a caracteriza-
¢ao da dinamica de desenvolvimento folicular nessa fase, além de analises
computacionais da parede e do antro nas imagens obtidas.

Analise computacional de imagens

Depois de feito o exame ultrassonogréfico convencional, podem-se
avaliar objetivamente as caracteristicas morfoldgicas das estruturas visuali-
zadas naimagem bidimensional, utilizando, caso necessario, ferramentas de
mensurac¢ao dos aparelhos para o célculo de comprimento, circunferéncia,
area e volume. Subjetivamente, pode-se também classificar as estruturas
de acordo com sua ecogenicidade (de anecoico a hiperecoico), consideran-
do como padrao de referéncia imagens ou partes de imagens consideradas
representativas do tecido. Como toda avaliacao subjetiva, essa classificacao
é pouco sensivel e passivel de erros.

Imagens de ultrassom sdao compostas de centenas de milhares de
pixels, e a intensidade de brilho de cada um desses pixels pode ser represen-
tada numericamente em uma escala de 256 tonalidades de cinza (0 = preto;
255 = branco). A observacao visual, contudo, ndo possibilita uma diferen-
ciacao confidvel de tecidos de diferentes densidades (ecotextura), pois o
olho humano somente é capaz de distinguir entre 18 a 20 tonalidades de
cinza (PIERSON; ADAMS, 1995). A alternativa, nesse caso, € quantificar o
brilho desses pixels por meio de softwares especificos, processo conhecido
como analise computacional de imagens. Essa técnica fornece informa-
¢cOes precisas e objetivas sobre a ecotextura de um determinado tecido
e, consequentemente, permite inferéncias sobre a estrutura histolégica e
seu possivel estado funcional (SINGH et al., 2003). A analise computacional
elimina a subjetividade das andlises visuais e aumenta a confiabilidade dos
diagnésticos baseados no padrao de densidade (ecotextura) das imagens
ultrassonogrdaficas.
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Para a realizacao da analise computacional, é necessario, antes de
tudo, selecionar a regidao da imagem que serd avaliada. O software captura
o campo selecionado, calcula a intensidade de brilho dos pixels e converte
os dados em uma matriz com os valores numéricos de cada pixel (SIQUEIRA
etal.,, 2009). Como varidveis de analise, podem ser utilizados dois parametros:
1) o valor médio dos pixels (intensidade média de brilho na regido analisa-
da); e 2) a heterogeneidade dos pixels (desvio-padrao do valor médio, que
representa o grau de variacao dos pixels componentes da imagem) (SINGH
et al., 2003). Além dos valores de média e heterogeneidade, a distribuicdao
dos dados pode ser representada na forma de um histograma (Figura 3).

A técnica de analise computacional tem aplicacao em varios campos
do diagnéstico por imagem, incluindo avaliacées reprodutivas, tanto de
machos (ecotextura e funcéo testicular) (ARTEAGA et al., 2005; GABOR
et al., 1998) quanto de fémeas, principalmente em estudos relativos a
funcédo ovariana (SINGH et al., 1997; TOM et al.,, 1998). Estudos envolvendo

Figura 3. Andlise computacional de ima-
gem de corpo luteo em bovinos. Selecao
de imagem representativa da estrutura
(A); selecao da area amostral e quantifi-
cagao dos valores de pixel pelo software
(B). Imagens geradas por Esaote MyLab-
Vet30 Gold, com probe de 7,5 MHz (A, B).
Histograma da imagem original, baseado
na disposicdo dos valores de pixel em
matriz. Imagem retirada de software de
analise de imagens (Quantiporo) (C).
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andlise computacional de imagens demonstraram relacao entre o estado
fisiologico de estruturas ovarianas e sua ecotextura nas diferentes fases do
ciclo estral (HERZOG et al., 2008; SINGH et al., 1998). Na avaliacdo da funcao
luteal, a andlise de ecotextura do corpo luteo (CL) permite uma estimativa
de sua funcionalidade, mesmo sem o conhecimento prévio da fase do ciclo
estral (SIQUEIRA et al., 2009; TOM et al., 1998). A analise de imagens permite
ainda a diferenciacao entre foliculos funcionais e atrésicos (TOM et al., 1998;
VASSENA et al., 2003), auxiliando nos procedimentos de reproducao assis-
tida, principalmente em humanos (BIAN et al., 2006; BIRTCH et al., 2005).

Apesar de promissora, a analise computacional de imagens ainda
apresenta algumas limitagdes. A principal estd relacionada a padronizacdo
dos procedimentos para a geracao das imagens e a selecdao dos campos
para andlise. Diferencas relacionadas ao arranjo dos cristais e a frequéncia
das probes influenciam a qualidade das imagens geradas e, consequen-
temente, o resultado da avaliacdo posterior dos pixels. Da mesma forma,
variacdes no posicionamento da probe e dos érgaos internos e a ocorréncia
de artefatos de imagens, comuns na ultrassonografia, podem interferir
diretamente na andlise. Dessa forma, a despeito das evidéncias cientificas
de que a técnica possa ser utilizada na determinacdo do estado fisiolégico
de estruturas ovarianas, ainda nao existe consenso sobre a metodologia a
ser adotada ou valores de referéncia para comparacao.

Ultrassonografia 3D/4D

A ultrassonografia tridimensional (3D) é um avanco natural na area
de diagnéstico por imagem. Na imagem tridimensional, é possivel rea-
lizar mensuracdes volumétricas, além de rotacionar a imagem em todas
as dire¢oes, permitindo, assim, que érgaos e tecidos sejam avaliados por
uma perspectiva espacial. Na medicina humana, a tecnologia 3D ja vem
sendo utilizada para estudar o desenvolvimento e as malformacdes fetais
(WERNER JUNIOR et al., 2016). Na medicina veterinaria, estudos vém sendo
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desenvolvidos para a aplicacao dessa tecnologia na avaliacao de gestacao
em animais silvestres (ROELLIG et al., 2011) e de producao (KOTOYORI et al.,
2012; LE CLEACH et al., 2012).

Nos equipamentos 3D, o modelo tridimensional é gerado por um
software interno, com base em imagens bidimensionais, geradas de forma
convencional, pela varredura manual da estrutura em estudo (Figura 4A).
Consequentemente, diferencas na velocidade da movimentacao da probe
podem causar distorcées no modelo final. Os equipamentos 4D sao equi-
pados com probes que fazem a varredura de forma automatica, evitando
essas distorcées. Em ambos os casos, contudo, a contencao do animal e a
imobilidade da estrutura avaliada sdo condicdes de garantia da qualidade
do modelo final. Alternativamente, a modelagem computacional pode ser
utilizada na construcao de modelos tridimensionais com base em sequén-
cias de imagens bidimensionais (geradas em modo B, em equipamentos
convencionais). Essa abordagem foi utilizada no estudo da vascularizacao
ovariana (ARASHIRO et al,, 2013; VIANA et al., 2013).

Apesar das dificuldades técnicas e do alto custo dos equipamentos, a
ultrassonografia 3D/4D apresenta um amplo campo de possibilidades de
aplicacao no estudo e na avaliacdo do trato genital e gestacao. Modelos
tridimensionais possibilitam uma visualizacdo direta de alterag¢des estrutu-
rais, como no caso da sexagem fetal ou da caracterizacdo de malformacoes
fetais, algumas das quais ndo sao claramente identificaveis em imagens
bidimensionais. Da mesma forma, avaliagdes volumétricas sdao de grande
importancia para a avaliacao funcional de determinados érgaos e estrutu-
ras, particularmente nos casos em que a massa de tecido tem implicacdo
direta na fisiologia. Modelos tridimensionais também permitem a geracao
de modelos fisicos por manufatura aditiva (também conhecida como im-
pressdo 3D), para fins didaticos e de pesquisa (Figura 4B).

A modelagem tridimensional vem sendo utilizada rotineiramente na
medicina humana, associada a tecnologias de imagem de alta energia,
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que geram imagens de alta definicao, como a tomografia computadori-
zada e a ressonancia magnética. Seu uso associado a ultrassonografia foi
inicialmente limitado por questdes técnicas, particularmente relacionadas
a qualidade de imagem. Entretanto, a melhoria da qualidade tecnolégica
dos equipamentos de ultrassonografia, associada a incorporacao de outras
tecnologias, como a analise computacional e o Doppler, abrem a perspecti-
va para um crescente uso da ultrassonografia 3D/4D.

Figura 4. Imagem tridimensional gerada por ultrassonografia 3D de um feto bovino
com cerca de 40 dias. E possivel observar a regido da cabega e os membros anterio-
res e posteriores; a parte caudal do modelo tridimensional foi distorcida por causa da
movimentagao do animal durante o exame (A). Modelo fisico gerado por manufatura
aditiva (impressdo em 3D) com base em imagem ultrassonografica tridimensional,
usando aparelho MyLab Vet 30 Gold, Esaote, com probe de 7,5 MHz (B).
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