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ULTRASSONOGRAFIA MODO B DE ALTA DEFINICAO DO SISTEMA
REPRODUTOR DE CADELAS NA FASE FOLICULAR DO CICLO ESTRAL

RESUMO - Obijetivou-se avaliar ultrassonograficamente o Utero e os ovarios
de cadelas durante a fase folicular do ciclo estral utilizando a tecnologia HD. Oito
fémeas higidas, foram avaliadas em cinco momentos diferentes ao longo do proestro
e estro, determinados com auxilio de exames colpocitolégicos e dosagem sérica de
progesterona. Os exames ultrassonograficos foram realizados com o aparelho
ACUSON S2000/SIEMENS equipado com um transdutor multifrequencial (5,5 a
18MHz) com a tecnologia HD e imagem harménica. Videos da varredura dos ovarios
foram obtidos e avaliados em software de visualizacdo de imagens médicas em
formato DICOM para mensuracao das estruturas ovarianas, as quais foram contadas
e separadas em quatro grupos em relacdo ao seu diametro:G1: até 1mm; G2: de
1,01lmm a 3,5mm; G3 de 3,51mm a 5,5mm; G4: de 5,51mm a 10mm. Os dados
quantitativos foram inicialmente testados quanto a homocedasticidade das variancias
(Teste de Bartlett) e a distribuicdo normal dos residuos (Teste de Shapiro-wilk). As
medidas reais ou transformadas, resultantes do exame ultrassonogréafico foram
comparadas entre os momentos pelo teste da ANOVA e correlacionadas entre si pelo
teste de Spearman e a significancia foi fixada em 5% para todos os testes. Foi possivel
observar que houve um aumento significativo da espessura uterina com a progressao
do ciclo (P < 0,05). A parede uterina apresentou aspecto “multicamadas”, sendo
possivel identificar seis por¢cdes de ecogenicidade distintas. As dimensdes ovarianas
também aumentaram de forma significativa (P < 0,05) com a progressdo dos
momentos de avaliacdo. Uma pequena quantidade de liquido anecogénico ao redor
dos ovarios foi observada ap6s a ovulacdo. Uma reatividade tecidual ao redor dos
ovarios também foi observada em todos os momentos de avaliagdo. Houve diferenca
significativa quanto a quantidade de estruturas ovarianas de cada grupo entre 0s
momentos (P < 0,05). Houve também diferenca estatistica na mensuragdo da maior
estrutura ovariana e na espessura média da parede das estruturas em relacdo aos
momentos de avaliacdo (P < 0,05). A ultrassonografia HD proporcionou o6tima
resolucado de imagem, permitindo melhor caracterizagéo dos tecidos reprodutivos da
cadela e suas mudancas ao longo do periodo estral, permitindo a identificacdo de
achados inéditos na literatura.

Palavras-chave: Ciclo estral; Utero; Canino; High Density; Foliculo ovariano; Corpo
luteo.



HIGH DEFINITION B MODE ULTRASONOGRAPHY OF THE CANINE
REPRODUCTIVE SYSTEM IN THE FOLLICULAR PHASE OF THE ESTROUS
CYCLE

ABSTRACT —The aim of this study was to sonographically evaluate the uterus
and ovaries of bitches in the follicular phase of the estrous cycle using the HD
technology. Eight healthy females were evaluated at five different times along the
proestrus and estrus, determined with the aid of colpocytological exams and serum
progesterone levels. The ultrasound examinations were performed with the ACUSON
S2000 / SIEMENS machine equipped with a multifrequency transducer (5.5 to 18MHz)
with HD technology and tissue harmonic imaging. Videos of the scan of the ovaries
were obtained and evaluated using a software to visualize medical images in DICOM
format to measure the ovarian structures, which were counted and separated into four
groups in regarding their diameter: G1: up to 1mm; G2: from 1.01mm to 3.5mm; G3
from 3.51mm to 5.5mm; G4: from 5.51mm to 10mm. Quantitative data were initially
tested for the homoscedasticity of variances (Bartlett's test) and the normal distribution
of residues (Shapiro-wilk test). Measurements resulting from the ultrasound
examination were compared between the moments by the ANOVA test and correlated
with each other by the Spearman test and the significance was set at 5% for all tests.
It was possible to observe that there was a significant increase in uterine thickness
with the progression of the cycle (P <0.05). The uterine wall had a “multilayer” aspect,
making it possible to identify six distinct echogenic zones. The ovarian dimensions also
increased significantly (P <0.05) with the progression of the moments. A small amount
of anechogenic fluid around the ovaries was observed after ovulation. Tissue reactivity
around the ovaries was also observed at all times of assessment. There was a
significant difference in the number of ovarian structures in each group between the
moments (P <0.05). There was also a statistical difference in the measurement of the
largest ovarian structure and in the average wall thickness of the structures in relation
to the moments of evaluation (P <0.05). HD ultrasonography provided excellent image
resolution, allowing a better characterization of the bitch's reproductive tissues and
their changes over the estrous period, allowing the identification of novel findings in
the literature.

Keywords: Estrous cycle; Uterus; Canine; High Density; Ovarian follicle; Corpus
luteum.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1 Introducéao

O manejo reprodutivo de cadelas apresenta uma série de desafios para os
meédicos veterinarios devido a diversos fatores relacionados a espécie, sendo o
principal deles as particularidades fisiologicas das fémeas e a grande variagdo entre
animais a respeito da duracdo das fases do ciclo estral, bem como diferencas

individuais quanto a manifestacao clinica desses periodos (Wilborn et al., 2012).

Diversas mudancas ocorrem no periodo periovulatério, sendo importante
identificar esse periodo adequadamente visando o0 sucesso reprodutivo da espécie
(Groppetti et al., 2015). A monitoracao das fases reprodutivas da cadela pode ser feita
de diferentes formas, como pela avaliagdo dos sinais clinicos, exame colpocitolégico,
vaginoscopia, dosagem hormonal e ultrassonografia reprodutiva (Lindsay, 1983; Silva
et al., 1996; England e Concannon, 2002; Moxon et al., 2012; Lévy, 2016). Entretanto,
todas essas abordagens requerem um conhecimento adequado da fisiologia
reprodutiva da cadela, bem como considerar as circunstancias individuais de cada
paciente e experiéncia ao interpretar as informacdes obtidas por cada exame (Wilborn
et al., 2012).

A ultrassonografia € um método de imagem importante em reproducao animal
e obstetricia veterinaria, rotineiramente utilizado na pratica clinica para deteccdo da
gestacdo e seu acompanhamento (Davidson e Baker, 2009), além de auxiliar no
estudo das caracteristicas ovarianas e uterinas das cadelas, colaborando no
diagnostico do status reprodutivo e deteccéo das fases do ciclo estral (Barbosa et al.,
2013). Essa técnica, entretanto, requer treinamento extensivo e experiéncia do
operador ao avaliar o trato reprodutivo da fémea, visando auxiliar no manejo

reprodutivo da fémea (Wilborn, et al., 2012).

Diversos estudos foram realizados com o intuido de demonstrar as
modificacdes do tecido reprodutivo de cadelas durante o ciclo estral por meio da

ultrassonografia bidimensional (Wallace et al., 1992; Boyd et al., 1993; Lévy e



Fontbonne, 2007; England et al., 2009; Freitas et al., 2017). Com o desenvolvimento
de novas tecnologias relacionadas a melhora das imagens ultrassonogréficas, vé-se
a necessidade de avaliar os beneficios das tecnologias de ponta com a identificacéo
das estruturas reprodutivas, a fim de verificar o aspecto do sistema reprodutivo e
correlacionar com os eventos fisiolégicos relacionados a reproducéo animal.

A ultrassonografia HD (High Density) vem ganhando espaco e aplicabilidade
na area do diagndstico por imagem, porém em medicina veterinaria, s6 ha um estudo
a respeito dessa técnica, relacionado a avaliacdo gestacional e organogénese fetal
em racas braquicefalicas (Maronezi, 2019).

O objetivo do presente trabalho foi realizar o estudo das mudancas
ultrassonogréficas no tecido reprodutivo de cadelas higidas por meio da
ultrassonografia HD. Esse capitulo tem como intuito apresentar as informacdes
disponiveis na literatura a respeito do ciclo estral da cadela e os achados

ultrassonografico dos tecidos reprodutivos de cadelas higidas ao longo desse periodo.

2 Revisao de Literatura

2.1 Fisiologia Reprodutiva da Cadela

A cadela pode ser classificada como monoéstrica, ndo sazonal, politécica e
de ovulacao espontanea (Concannon, 2011). De forma geral, a puberdade da fémea
canina ocorre entre dois a trés meses ap6s o animal atingir o tamanho corporal adulto
(seis a dezoito meses de vida), havendo, portanto, variacdo de acordo com o porte do
animal, visto que caes de pequeno porte atingem seu peso adulto relativamente mais

cedo do que cées de grande porte (Hewitt e England, 1999).

2.1.1 Ciclo Estral

Quatro fases distintas e recorrentes podem ser observadas no ciclo estral da

espécie canina, correspondendo ao proestro, estro, diestro e anestro (Goodman,



2001, Kustritz, 2012). A fase do proestro tem seu inicio marcado pela identificacéo
inicial dos sinais clinicos, como edema vulvar e secrecdo vulvar sanguinolenta, que
aumenta progressivamente ao longo dessa fase. (Concannon, 2011). O proestro tem
uma duracdo média de 9 dias, entretanto, pode variar entre as fémeas, podendo durar
entre 3 até 21 dias, terminando ao ocorrer o pico do horménio luteinizante (LH)
(Concannon, 2011; Kustritz, 2012). Nessa fase ocorre o desenvolvimento folicular e o
aumento progressivo das concentracdes sericas de estrogeno, hormonio responsavel
pelas modificacdes fisicas supracitadas e inicia o preparo dos tecidos reprodutivos

para copula e concepcéo (Goodman, 2001; Concannon, 2011).

O estro é demarcado pela intensificacdo do interesse dos machos e inicio da
receptividade sexual da fémea, com duracdo média de 9 dias, podendo variar de 3 a
21 dias (Goodman, 2001; Concannon, 2011; Kustritz, 2012). Os foliculos pré
ovulatorios da cadela passam por um processo denominado “luteinizagao pré
ovulatéria”, onde ocorrem modificacdes morfolégicas das células da granulosa e da
teca e passam a produzir e secretar progesterona (Kustritz, 2012). Os niveis de
estrogeno passam a cair, proporcionando uma alta liberacdo de pulsos de LH pela
adenohipofise, que promove a ovulacdo entre 36 a 50 horas ap0s seu pico
(Concannon, 1993).

O periodo do diestro € demarcado pelo término do comportamento sexual da
fémea e a atuacdo da progesterona durante toda fase (periodo luteal do ciclo), que
tem duracdo média de 50 a 80 dias (Concannon, 2011; Kustritz, 2012). As
concentracbes séricas de progesterona permanecem altas, provocando hiperplasia
endometrial e aumento da atividade secretéria das glandulas uterinas, bem como

desenvolvimento mamario (Kustritz, 2012).

Ao término desse periodo, ocorre a regressdo do corpo luteo, o que
proporciona uma queda das concentragdes de progesterona e leva a fase de anestro,
que tem duracdo média de 4,5 a 5 meses, porém pode durar até 8 meses em alguns
animais (Concannon, 2011; Kustritz, 2012). Nesse periodo ocorre o reparo
endometrial e as concentragcdes das gonadotrofinas apresentam discretas flutuacoes,
mas permanecem estaveis, além de ocorrer uma supressao do desenvolvimento

folicular até o término desse periodo (Goodman, 2001; Kustritz, 2012).



2.2 Teécnicade Varredura Ultrassonografica do Sistema Reprodutor da Cadela

Para a avaliacéo do sistema reprodutor de cadelas, transdutores de frequéncias
altas (7,0 a 10,0MHz) séo ideais (Webster, 2009), visto que eles proporcionam
maiores detalhes, permitindo a visibilizacdo do desenvolvimento folicular. Entretanto,
transdutores de frequéncias inferiores podem ser Uteis na avaliacdo das dimensdes
ovarianas e uterinas e na deteccdo de condi¢cdes patoldgicas, como piometra e
tumores ovarianos, porém esses transdutores nao fornecem resolucédo adequada para

detector mudancas sutis (Mantis, 2008).

Para a realizacdo do exame, o0 animal € posicionado em decubito dorsal, o pelo
abdominal é removido desde o apéndice xifoide até o ultimo par de glandulas
mamarias inguinais e aplica-se o gel condutor na pele do paciente para iniciar a
varredura (Feliciano et al., 2007). O jejum alimentar € recomendado, bem como a
administracao de antifiséticos e manter o animal sem urinar antes do exame, de forma
gue a bexiga urinaria repleta promova uma janela acustica adequada para a varredura
(Davidson e Baker, 2009).

O corpo uterino é identificado no abdémen caudal, onde € possivel identificar
uma estrutura tubular hipoecogénica e homogénea entre a bexiga urinaria e o célon
descendente em plano longitudinal (Barbosa et al., 2013), j& em corte transversal, €
possivel visibilizar o corpo uterino como uma estrutura ovoide hipoecogénica
(Davidson e Baker, 2009). O utero pode ser diferenciado de algas intestinais devido a
auséncia de gas intraluminal, fluido, peristaltismo e pela diferenca de estratificacdo
parietal (Mantis, 2008).

Os ovarios séo estruturas ovoides localizados caudalmente ao polo caudal dos
rins, que sao utilizados como referéncia anatdbmica para a varredura. Apds a
identificagéo dos rins, o transdutor € movido no sentido caudal, onde sé&o realizadas
varreduras sutis em planos sagitais e transversais, para identificacdo do ovario
ipsilateral (Figura 1) (Davidson e Baker, 2009; Webster, 2009).



Figura 1. Imagem ultrassonografica em plano longitudinal do ovario esquerdo de uma
cadela. Observe uma estrutura de contornos bem definidos (seta branca) localizada
caudalmente ao rim esquerdo (R), predominantemente isoecogénica em relacdo ao
parénguima renal e homogénea, contendo uma pequena area cavitaria com contetdo
anecogénico homogéneo, correspondendo a um pequeno foliculo (asterisco). (Fonte:
Laboratdrio de Pesquisa em Ultrassonografia Veterinaria FCAV/UNESP).

2.3 Achados Normais ao Modo B

2.3.1 Utero

O aspecto ultrassonografico do Utero e seu diametro varia com a influéncia
hormonal, numero de gestacdes prévias e porte da cadela, portanto, € importante
considerar que o utero de cadelas de racas grandes e cadelas multiparas podem
apresentar um diametro maior do que de fémeas de racas pequenas ou nuliparas
(Freitas et al., 2017).

No periodo de anestro, o corpo uterino é achatado, homogéneo, sem
modificacdes no endométrio e ndo ha conteudo luminal (Davidson e Baker, 2009).
Nesse periodo, o didametro do corpo uterino pode variar de 5 a 8mm, podendo variar
em cadelas pré-puberes e nuliparas (England et al., 2003) e de acordo com o porte



da cadela. Durante o proestro e estro, ha um espessamento da parede uterina devido
ao edema causado pela influéncia do estrogeno, de forma que se torna possivel
distinguir as camadas da parede uterina, especialmente em plano transverso, sendo
também possivel observar uma quantidade discreta de fluido no Iimen, visto como

uma fina linha ecogénica (Figura 2) (Davidson e Baker, 2009; Freitas et al., 2017).

Figura 2. Imagens ultrassonograficas dos diferentes aspectos do corpo uterino sob
influéncia hormonal. A. No periodo do anestro e no inicio do proestro, o Utero (entre
calipers) apresenta aspecto homogéneo, sem distin¢do clara das porces da parede
uterina ou conteudo luminal. B. Ao longo do proestro e estro, o Utero passa a aumentar
em diametro e é possivel identificar uma ligeira distincdo na parede uterina devido ao
espessamento endometrial. O limen pode ser identificado nesse periodo devido a
presenca de uma discreta linha ecogénica (seta), representando o conteddo luminal
presente nesse periodo. (Fonte: Laboratorio de Pesquisa em Ultrassonografia
Veterinaria FCAV/UNESP).

No diestro, o Utero apresenta seu espessamento fisiolégico maximo devido a
acao da progesterona, que promove desenvolvimento glandular do endométrio, além
de ser possivel observar uma pequena quantidade de fluido anecogénico no limen
(Davidson e Baker, 2009)

Em um estudo conduzido por Freitas et al. (2017), foi possivel observar que o
porte do animal e 0 niumero de gestacfes e partos afetam diretamente o diametro
uterino ao longo do ciclo estral. Nesse contexto, torna-se dificil estabelecer um
parametro de normalidade em relacdo ao diametro uterino nas diferentes fases do
ciclo estral devido a grande variacdo de animais em relacdo ao porte, bem como o

namero de gestacbes e parto (normal ou cesariana). Dessa forma, ao avaliar



ultrassonograficamente o Gtero de uma cadela, todos esses fatores devem ser levados
em consideracdo e a mensuracao por si sO nao pode determinar a capacidade
reprodutiva de uma fémea, sendo necessaria uma avaliagdo clinica reprodutiva

completa.

2.3.2 Ovarios

A aparéncia ecografica dos ovarios também varia de acordo com as mudancgas
ciclicas da cadela (Davidson e Baker, 2009). Durante o anestro, pode ser
demasiadamente dificil localizar os ovarios devido a semelhanca ecogénica com 0s
tecidos adjacentes (Mantis, 2008). Nesse periodo, os ovarios apresentam formato
ovalado, com ecogenicidade semelhante a cortex renal e tecidos gordurosos
adjacentes e ecotextura homogénea, porém, em cadelas adultas, € possivel que eles
apresentem uma ecotextura ligeiramente heterogénea devido a presenca de
remanescentes de corpos luteos de ciclos anteriores (Wallace et al., 1992; Lévy e
Fontbonne, 2007; Mantis, 2008; Davidson e Baker, 2009).

No inicio do proestro, € possivel observar o desenvolvimento folicular, com a
presenca de estruturas anecogénicas que aumentam em quantidade e tamanho ao
longo dessa fase (Wallace et al., 1992; Hayer et al., 1993; England et al., 2009). Ao
final desse periodo, a identificacdo dos ovarios é facilitada devido ao grande numero
de foliculos com dimensdes aumentadas devido a grande quantidade de contetdo
anecogénico em seu interior (Figura 3) (Lévy e Fontbonne, 2007). Bergeron et al.
(2013) reportaram uma variagdo de 3 a 4 foliculos contados pelo exame
ultrassonografico, entretanto, Lévy e Fontbonne (2007) afirmam que esse exame
geralmente subestima a quantidade real de foliculos presentes. O tamanho e diametro
folicular varia de 3 a 12mm ao longo do seu desenvolvimento, porém Mantis (2008)

afirma que em algumas cadelas, alguns foliculos podem atingir até 25mm.



Figura 3. Imagens ultrassonograficas de ovéarios de cadelas demonstrando o
desenvolvimento folicular e inicio da formacéo do corpo lateo. A. Inicio do proestro,
sendo visibilizadas areas anecogénicas muito pequenas no parénquima ovariano,
dando um aspecto ligeiramente heterogéneo. B. Fase final do proestro, sendo
possivel identificar os foliculos como estruturas arredondadas com paredes finas e
preenchidas por contetdo anecogénico (asteriscos). C. Apds a ovulacdo, pode ocorrer
uma diminuicdo na quantidade de estruturas ovarianas e o inicio da formagé&o do corpo
liteo. Observe como a estrutura folicular a esquerda em B ndo é mais claramente
visivel em C e em sua topografia, nota-se uma reducdo importante do contetdo
presente no interior da estrutura (colapso folicular), que apresenta modificacédo de sua
ecogenicidade, associado ao espessamento significativo da parede circundante,
(formacdao inicial do corpo Iuteo). Ainda é possivel notar uma estrutura anecogénico
de paredes espessas (asterisco) no mesmo ovario, que pode corresponder a um
foliculo ndo ovulado. (Fonte: Laboratdrio de Pesquisa em Ultrassonografia Veterinaria
FCAV/UNESP).

O periodo periovulatorio € marcado por uma série de mudancgas no aspecto dos
ovarios, porém, para uma avaliacdo adequada desse periodo, avaliacdes seriadas séo
necessérias, sendo recomendadas até trés avaliacdes por dia (Davidson e Baker,
2009). A deteccdao ultrassonografica da ovulacdo pode ser realizada quando hd uma
reducdo do numero de foliculos de um dia para o outro, bem como reducéo
significativa da cavidade e conteldo anecogénico, um evento denominado colapso
folicular (Wallace et al., 1992). Entretanto, a literatura € um tanto quanto divergente
em relacdo a esse evento, visto que Davidson e Baker (2009) afirmam que o colapso
folicular ndo ocorre na cadela. Lévy e Fontbonne (2007) reportam que em seus
experimentos, as cavidades foliculares desapareceram por completo em 37,5% das

cadelas. Ja Domostawska et al. (2014) reportaram esse evento em 28% dos animais,



o qual eles denominaram de “colapso rapido” e o restante dos animais apresentaram
o que foi consideraram como “colapso prolongado”. Em alguns casos, € possivel
identificar uma pequena quantidade de liquido entre a superficie do ovario e a bursa
ovariana apos a ovulacao (Figura 4) (Lévy e Fontbonne, 2007).

Figura 4. Imagem ultrassonogréfica do ovério direito de uma cadela demonstrando a
presenca de fluido anecogénico entre o ovario e a bursa ovariana (seta branca). Esse
achado indica que a ovulagdo ja ocorreu. (Fonte: Laboratério de Pesquisa em
Ultrassonografia Veterinaria FCAV/UNESP).

O conteudo das estruturas foliculares passa por uma modificacdo de
ecogenicidade apos a ovulacdo, tornando-se hipoecogénico e as paredes dessas
estruturas se tornam marcadamente espessadas, correspondendo ao inicio da
formacao do corpo lateo (Figura 4) que possui 0 aspecto cavitario nesse periodo e se

torna solido longo do tempo (Hayer et al., 1993; Davidson e Baker, 2009).

Durante o diestro, os ovarios podem apresentar um formato ligeiramente
lobular, com contornos irregulares devido a presenta dos corpos luteos
hipoecogénicos, que se projetam além da superficie do 6rgado (Davidson e Baker,
2009).

2.4 Ultrassonografia HD
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A tecnologia High Density utiliza transdutores com maior quantidade de
pequenos elementos piezoelétricos (podendo chegar até 4096) separados por um
espaco (pitch) reduzido, diferente dos transdutores convencionais (que costumam ter
por volta de 128 elementos), resultando em imagens de maior resolugéo espacial axial
(capacidade de distinguir dois pontos na direcdo do feixe), lateral (capacidade de
distinguir dois pontos no plano perpendicular ao feixe) e de elevacéo (capacidade de
distinguir dois pontos no terceiro eixo espacial, perpendicular ao feixe), além de
melhor contraste e maior detalhe das estruturas, proporcionando uma qualidade de
imagem muito superior as convencionais (Lieu, 2010; Szabo, 2014; Merrit, 2018).

A ultrassonografia de alta definicdo ja foi aplicada em medicina humana na
avaliac@o de nervos periféricos (Karmakar et al., 2013) e do tunel do carpo (Tan et al.,
2011). Até o presente momento, em medicina veterinaria, essa tecnologia foi pouco
explorada, onde apenas um estudo sobre avaliacdo gestacional e organogénese fetal
em racas braquicefalicas (Maronezi, 2019) foi realizado, o qual demonstrou a
precocidade da deteccdo das estruturas fetais e seu desenvolvimento ao longo do
periodo gestacional quando comparado a outros autores, além de facilitar a
identificacdo de estruturas fetais dificilmente visibilizadas, como as glandulas adrenais

e 0 pancreas.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar ultrassonograficamente o trato reprodutivo de cadelas no periodo folicular
utilizando a tecnologia HD. Oito fémeas higidas foram avaliadas em cinco momentos diferentes
ao longo do ciclo, determinados com auxilio de exames colpocitolégicos e dosagem hormonal.
Os exames ultrassonogréaficos foram realizados com o aparelno ACUSON S2000/SIEMENS
com transdutor multifrequencial HD (5,5 a 18MHz). Videos dos ovarios foram obtidos e
avaliados em software de visualizagdo DICOM para contagem e mensuracdo das estruturas
ovarianas, que foram separadas em grupos em relagdo ao seu didmetro: G1: até 1mm; G2: de
1,01mm a 3,5mm; G3 de 3,51mm a 5,5mm; G4: de 5,51mm a 10mm. Notou-se um aumento
significativo da espessura uterina com a progressdo do ciclo (P < 0,05). Seis zonas de
ecogenicidade distintas foram identificadas na parede uterina. As dimensfes ovarianas
aumentaram significativamente (P < 0,05) com a progressdo dos momentos de avaliagéo.
Liquido ao redor dos ovarios foi observado apés a ovulacdo. Uma reatividade tecidual ao redor
dos ovarios foi visibilizada em todos os momentos. Houve diferenca significativa quanto a
quantidade de estruturas ovarianas de cada grupo entre os momentos (P < 0,05). Observou-se
diferenca na mensuragdo da maior estrutura ovariana e na espessura média da parede das
estruturas em relacdo aos momentos de avaliagdo (P < 0,05). A ultrassonografia HD
proporcionou oOtima resolucdo de imagem, permitindo melhor caracterizagdo dos tecidos
reprodutivos da cadela e suas mudancas ao longo do periodo estral, gerando achados inéditos
na literatura.

Palavras-chave: Ciclo estral; Utero; Canino; High Density; Foliculo ovariano; Corpo luteo.

1 Introducéao
A complexidade da fisiologia reprodutiva da cadela € um grande desafio para um

adequado manejo reprodutivo, visto que a correta identificacdo das mudangas no periodo
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periovulatorio € um dos fatores determinantes para o sucesso reprodutivo da espécie (Groppetti
etal., 2015).

A monitoracao dos eventos relacionados ao periodo periovulatorio da cadela pode ser
feita de diferentes formas, como pela avaliacdo dos sinais clinicos, exame colpocitoldgico,
vaginoscopia, dosagem hormonal e ultrassonografia reprodutiva (England e Concannon, 2002;
Lévy, 2016; Lindsay, 1983; Moxon et al., 2012; Silva et al., 1996). Entretanto, devido as
variacOes fisioldgicas da cadela e circunstancias individuais de cada fémea, como diferengas
nas manifestacOes clinicas, duracdo das fases do ciclo estral, intervalo entre ciclos e achados
dos exames complementares, todas essas técnicas exigem conhecimento, treinamento,
experiéncia e os dados obtidos devem ser interpretados em conjunto (Wilborn et al., 2012).

O papel da ultrassonografia na avaliacdo reprodutiva das fémeas evoluiu do diagndéstico
seguro e precoce da gestacdo para aplicacbes no manejo reprodutivo clinico, permitindo
avaliacOes obstétricas, estudo das desordens urogenitais e das mudangas ovarianas e uterinas
relacionadas ao status reprodutivo da fémea (Barbosa et al., 2013; Davidson e Baker, 2009),
porém requer conhecimento a respeito das particularidades fisioldgicas da cadela, bem como
extenso treinamento e habilidade do operador (Wilborn et al., 2012).

O desenvolvimento das tecnologias em ultrassonografia relacionadas aos transdutores e
aos equipamentos de forma geral vém permitindo ao longo do tempo a obtencdo de imagens de
melhor qualidade do sistema reprodutivo, desenvolvimento gestacional e organogénese fetal
(Davidson e Baker, 2009; Gil et al., 2015a; Gil et al., 2015b; Gil et al., 2018).

A literatura conta com diversos estudos que foram conduzidos para elucidar as
modificagdes do tecido reprodutivo de cadelas durante o ciclo estral por meio da
ultrassonografia bidimensional (Boyd et al., 1993; England e Allen, 1989; England et al., 2009;

Freitas et al., 2017; Kim et al., 2009; Lévy e Fontbonne, 2007; Renton et al., 1992; Wallace et
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al.,, 1992). Todavia, com o avanco dos equipamentos ultrassonograficos, que vém
proporcionando imagens de qualidade cada vez melhor, vé-se a necessidade de avaliar os
beneficios das tecnologias de ponta com a identificagdo das estruturas reprodutivas, a fim de
verificar o aspecto do sistema reprodutivo e correlacionar com os eventos fisiol6gicos
relacionados a reproducdo animal, visando utilizar esses achados de forma que auxilie 0 manejo
reprodutivo das fémeas.

A ultrassonografia HD (High Density Ultrassonography), que também pode ser
denominada de ultrassonografia de alta definicdo, vém ganhando espaco e aplicabilidade na
area do diagndstico por imagem, mostrando sua eficicia em medicina humana na avaliacdo de
nervos periféricos (Karmakar et al., 2013) e do tunel do carpo (Tan et al., 2011). Em medicina
veterindria had apenas um estudo sobre sua aplicabilidade na avaliacdo gestacional e
organogénese fetal em racas braquicefalicas (Maronezi, 2019), ndo havendo trabalhos que
demonstrem sua utiliza¢do na avaliagéo dos tecidos reprodutivos de cadelas ndo gestantes, bem
como as modificacdes desses tecidos ao longo do ciclo estral.

A técnica HD se baseia no uso de transdutores com maior quantidade de pequenos
elementos piezoelétricos (podendo chegar até 4096) separados por um espaco (pitch) reduzido,
diferente dos transdutores convencionais (que costumam ter por volta de 128 elementos),
resultando em ondas sonoras de menor largura e, consequentemente, uma maior resolucdo
espacial axial (capacidade de distinguir dois pontos na direcdo do feixe), lateral (capacidade de
distinguir dois pontos no plano perpendicular ao feixe) e de elevagdo (capacidade de distinguir
dois pontos no terceiro eixo espacial, perpendicular ao feixe), além de melhor contraste e maior
detalhe das estruturas, proporcionado pelo aumento de nimero de pixels gerados no monitor,
resultando em qualidade de imagem muito superior as convencionais (Lieu, 2010; Merritt,

2018; Szabo, 2014).
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Objetivou-se realizar a avaliagdo em modo B com transdutores com a tecnologia HD do
tecido uterino e ovariano de cadelas no periodo folicular para padronizar os achados normais
de acordo com as mudancas hormonais desse periodo, bem como avaliar a possibilidade de
aplicacdo desses achados para auxiliar em condutas clinicas na avaliagdo de cadelas
reprodutoras.

A hipotese é que a alta definicdo proporcionada pelo transdutor HD permitird melhor
detalhamento do tecido reprodutivo, sobretudo das estruturas ovarianas ao longo do periodo

ciclico, fornecendo maiores informagdes a respeito da atividade hormonal.

2 Material e métodos

2.1 Animais

O presente estudo obteve aprovacao pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da instituicdo sede (protocolo n° 003074/19). Os animais eram oriundos de um canil
experimental da Instituicdo ou de tutores externos. Todos 0s pormenores do experimento foram
explanados e a permisséo para participacdo dos animais no estudo foi obtida por meio de termo
de consentimento livre e esclarecido.

Os dados de todos os pacientes, bem como o histdrico foram obtidos e exames fisicos e
reprodutivos foram realizados para avaliar o status geral de saude das fémeas. Os critérios de
incluséo adotados foram: animais em idade reprodutiva (até 6 anos, sem historico de alteracdes
reprodutivas e de anormalidades gestacionais, sem alteracbes aos exames fisicos gerais e
obstétricos e de alteragcbes morfoldgicas do trato reprodutivo ao exame ultrassonografico.
Animais que ndo atendessem aos critérios foram excluidos.

Foram avaliadas oito cadelas, sendo sete Beagles (87,5%) e uma (12,5%) sem raca

definida, com peso entre 7,4kg a 11,3kg. A idade variou entre 9 meses a 5 anos. Todas as



118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

19

cadelas foram consideradas saudaveis pelos critérios estabelecidos previamente. Das oito
fémeas, sete eram nuliparas e o periodo estral acompanhado foi o primeiro ciclo apresentado
por elas. A cadela mais velha (5 anos) era primipara, com historico de uma gestacdo bem-

sucedida, parturicdo normal sem intercorréncias e sem alteracdes nos neonatos da ninhada.

2.2 Momentos de avaliacdo

As cadelas foram avaliadas ultrassonograficamente em cinco momentos diferentes. O
primeiro momento (M1) consistiu no momento do inicio da manifestacdo de proestro
(sangramento vulvar) e posterior confirmacédo colpocitolégica e hormonal. Apés esse periodo,
as cadelas eram acompanhadas por meio das manifestagdes clinicas, mudancas
comportamentais e exames colpocitoldgicos seriados (intervalo de dois dias ou de acordo com
a necessidade, avaliada pelos parametros mencionados). O periodo no qual a colpocitologia
demonstra a transi¢cdo do proestro para o estro, com subsequente confirmacdo pela dosagem
hormonal, compds o segundo momento de avaliagdo (M2).

Apos essa segunda avaliacdo, as cadelas foram avaliadas em mais trés momentos (M3,
M4 e M5), com intervalo de dois dias entre si, a partir do M2, nos quais o exame colpocitoldgico

e dosagem hormonal também foram realizados.

2.3 Exame colpocitolégico e dosagem hormonal

As fémeas eram monitoradas com o intuito de detectar o inicio da secrecdo vulvar
sanguinolenta, data que foi considerada o primeiro dia do proestro. A partir desse momento, 0
exame colpocitoldgico era realizado a cada dois dias visando o monitoramento da atividade
ciclica e identificacdo das transices de periodos. As amostras obtidas pelo exame

colpocitolégico eram fixadas em Iamina de microscopia e avaliadas em microscépio (Nikon
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Eclipse E2000) em magnificagdo de 100x e interpretadas de acordo com o percentual de células
superficiais queratinizadas, conforme estabelecido na literatura (Johnston et al., 2001).

A dosagem hormonal foi efetuada para confirmacdo das fases reprodutivas nos
momentos previamente descritos. Para a realizacdo da dosagem sérica de progesterona (P4),
foram realizadas coletas de sangue por puncdo da veia jugular ou cefalica. Em seguida, o sangue
era transferido para um tubo a vacuo sem anticoagulante para posterior centrifugacdo e
obtencdo do soro, o qual era utilizado para a dosagem sérica de progesterona por meio da técnica
de Quimioluminescéncia (Immulite® 1000 Progesterone - Siemens). Os resultados obtidos
foram interpretados de acordo com o definido na literatura para essa técnica (Gloria et al.,
2018): proestro: 0,09 — 1,04ng/mL; periodo pré-ovulatério: 1,29 — 2,7ng/mL; periodo
ovulatério: 3,18 — 12,28ng/mL; periodo de maturacdo oocitaria (pds-ovulatério): 17,17 —
24,7ng/mL.

De acordo com os dados supracitados, os valores de progesterona obtidos em cada
momento associados ao exame colpocitolégico revelam que o0 M1 comp6s o periodo de inicio
ao meio do proestro. O M2 correspondeu aos periodos pré-ovulatorio e ovulatério. O M3
englobou uma porcdo do periodo ovulatério e pds ovulatério. Os momentos seguintes (M4 e
M5) representaram o periodo pos ovulatorio, conforme os valores estabelecidos por Gloria et
al. (2018) por meio da técnica de quimioluminescéncia. Apenas em duas cadelas, 0 M5

correspondeu & manifestacdo de um diestro citologico.

2.4 Exame ultrassonografico
Para realizacdo dos exames ultrassonograficos das fémeas, foi realizada a tricotomia
amplamente no abdémen e os animais foram encaminhados para a sala de ultrassonografia

previamente climatizada a temperatura de 23°C. Os animais foram submetidos a jejum de seis
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horas previamente ao exame. Por meio da contencéo fisica, as cadelas foram colocadas em
decubito dorsal e/ou lateral, com a cabeca na dire¢do do monitor e o corpo paralelo ao aparelho.
Foi aplicado gel acustico para possibilitar a varredura ultrassonogréafica.

O exame ultrassonografico modo-B foi realizado com a utilizacdo do aparelho
ACUSON S2000/SIEMENS, com transdutor multifrequencial (5,5 a 18MHz) linear de alta
resolucdo com a tecnologia HD, associada a utilizacdo da imagem harmonica. A frequéncia foi
padronizada entre 12 e 16MHz para permitir ajuste de acordo com o0 necessario para
visibilizacdo completa do trato reprodutivo. Todas as avaliages foram realizadas por um Unico
operador.

Os exames eram iniciados pela varredura do corpo uterino em regido de abdome caudal,
entre a bexiga e o colon descendente em plano longitudinal. Ajustes técnicos, como adequacao
do ganho, faixa dindmica, ponto focal e frequéncia (mantendo-a sempre na padronizagéo
supracitada) foram realizados para obtencdo de imagens de qualidade adequada. Foram
avaliados pardmetros qualitativos (ecogenicidade e ecotextura) e quantitativos (espessura do
corpo uterino em plano longitudinal).

A varredura dos ovarios foi realizada em topografia caudal ao rim ipsilateral, em planos
longitudinais e transversais, movimentando-se o transdutor sutilmente em sentido laterolateral
e craniocaudal, a fim de avaliar toda a extensdo do 6rgdo e presenca de estruturas
parenquimatosas (foliculos e corpo liteo). Os ajustes técnicos relacionados a qualidade da
imagem eram efetuados de acordo com a necessidade. Os parametros qualitativos
(ecogenicidade, ecotextura e presenca ou auséncia de liquido ao redor do ovario) e quantitativos
(altura e comprimento, em plano longitudinal) foram avaliados. Videos da varredura ovariana
foram obtidos para posterior anélise em software de visualizacdo de imagens médicas em

formato DICOM (RadiAnt DICOM Viewer Versdo 2020.1.1 64bits).
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Pela avaliacdo dos videos em formato DICOM, frames que promoviam a visibilizacdo
completa das estruturas ovarianas foram selecionados para realizar a mensuracdo de seus
didmetros. Essas estruturas foram contadas e distribuidas em relagdo ao diametro em quatro
grupos: G1: até 1mm; G2: de 1,01mm a 3,5mm; G3 de 3,51mm a 5,5mm; G4: de 5,51mm a
10mm. A espessura da parede das estruturas também foi mensurada em sua por¢ao mais espessa

e uma média de cada ovério foi obtida por momento.

2.5 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada com ajuda do software R® (R Foundation for
Statistical Computing; Vienna, Austria). Nos valores resultantes das avaliagdes quantitativas
foram inicialmente testadas a homocedasticidade das variancias (Teste de Bartlett) e a
distribuicdo normal dos residuos (Teste de Shapiro-wilk). As medidas reais ou transformadas,
resultantes do exame ultrassonografico foram comparadas entre 0s momentos pelo teste da
ANOVA e correlacionadas entre si pelo teste de Spearman. A significancia foi fixada em 5%

para todos os testes (P < 0,05).

3 Resultados

3.1 Ultrassonografia uterina

Ao exame ultrassonogréafico, foi possivel identificar o corpo uterino e os ovarios de
todos os animais com facilidade (8 Uteros e 16 ovarios). Foi possivel identificar os cornos
uterinos, entretanto, sua visibilizagdo completa em eixo longitudinal nem sempre era possivel
devido ao seu posicionamento no abdémen e sobreposicao de alcas intestinais.

O Utero apresentou ecotextura homogénea e areas de ecogenicidade distintas devido a

identificacdo de diferentes porgdes na parede uterina em todos os momentos de avaliagdo em
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todos os animais, proporcionando um aspecto de “multicamadas”. A identificagdo dessas
porcdes de ecogenicidade distintas foi mais perceptivel nos cornos uterinos do que no corpo
uterino. No total, foi possivel distinguir seis por¢oes de ecogenicidade diferentes entre si na
parede uterina em todos os animais.

No sentido do lumen para a superficie serosa, foi visibilizada uma camada
hipoecogénica, com intima relacdo com a camada seguinte, que se apresentou como uma linha
hiperecogénica, seguida de uma zona hipoecogénica, uma linha hiperecogénica bem delimitada.
Em seguida, notava-se outra regido hipoecogénica e por fim, uma fina linha hiperecogénica.
Em todos os momentos, foi possivel identificar também uma fina linha ecogénica ao nivel do
l[imen. (Figura 1). Nenhuma quantidade de liquido anecogénico no ldmen uterino foi

visibilizada nos momentos de avaliag&o.

Figura 1. Imagens ultrassonogréficas em corte longitudinal do corno uterino esquerdo de uma

cadela em estro (P4 = 8,9ng/mL), demonstrando o aspecto multicamadas da parede uterina. A.
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regido relativamente hipoecogénica mais interna entre tracejado branco, em contato com o
lumen (seta). B. Em seguida, visibiliza-se linha hiperecogénica em intimo contato com a regido
anterior entre o tracejado vermelho. C. Regi&o hipoecogénica entre o tracejado azul. D. Area
linear hiperecogénica entre o tracejado amarelo. E. Regido hipoecogénica delimitada pelo

tracejado em verde. F. Fina linha hiperecogénica entre o tracejado laranja.

Houve um aumento significativo (P <0,05) na espessura do corpo uterino entre o M1 e
0 M2, sendo que nos momentos seguintes, ndo houve diferenca significativa da espessura

uterina em relacdo ao M2 (Tabela 1).

3.2 Ultrassonografia ovariana

A aparéncia ultrassonografica dos ovarios apresentou modificagdes intensas nos
momentos de avaliacdo. No M1, os ovarios apresentavam formato ovalado, contornos regulares
e ecogenicidade reduzida em relacdo ao tecido adjacente e ecotextura homogénea, com
presenca de pequenas estruturas ovarianas de paredes finas e conteddo anecogénico. A partir
do M2, os ovarios passaram a apresentar modificacGes relacionadas as suas caracteristicas
qualitativas (Tabela 2). Além disso, houve diferenca estatistica na altura e comprimento dos
ovarios em relacdo aos momentos de avaliacdo (P <0,05), como observado na Tabela 1. As
dimensdes ovarianas apresentaram correlacdo positiva com a concentracdo sérica de
progesterona (altura: r = 0,775; comprimento: r = 0,624) e a espessura uterina (altura: r = 0,411;
comprimento: 0,384).

No M1, nenhuma cadela apresentou liquido ao redor dos ovarios, na bursa ovariana. No
momento seguinte (M2), foi possivel identificar liquido ao redor de 12 ovarios (75%) (Figura

2). Apds esse momento, houve uma reducdo na ocorréncia desse achado, sendo identificado em
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50% (8) no M3, 31,25% (5) no M4 e no M5, tal achado ndo foi observado em nenhum animal

novamente (Tabela 2).

Figura 2. Imagens ultrassonograficas em corte longitudinal de estruturas ovarianas e
modificacdes qualitativas dos ovarios e tecidos adjacentes ao longo das avaliacfes. A presenca
de liquido ao redor do ovario (seta branca preenchida), localizado na bursa ovariana, presente
em A, B e C. foi mais comumente observado no M2, mas esteve presente no M3 e M4. A
reatividade tecidual (setas vazias em A, B e C) esteve presente em todos os momentos de
avaliacdo. Nota-se em C um aumento da ecogenicidade no conteudo da estrutura ovariana

cavitaria (asterisco).

Outro achado qualitativo observado foi a reatividade tecidual devido ao aumento da
ecogenicidade nos tecidos gordurosos adjacentes aos ovarios presente em todos 0s momentos
de avaliagdo (Figura 2), com ocorréncia variada a cada momento. Esse achado esteve presente
ao redor de 75% (12) dos ovarios avaliados no M1. J& no M2, todos os animais (100%)

apresentaram esse achado. No M3, a reatividade foi encontrada em 87,5% (14 ovérios) dos
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casos. Houve uma reducéo no M4 para 81,25% (13 ovarios) e no M5, tal achado foi observado
apenas em 25% (4 ovarios) dos casos. Quando presente, a reatividade focal foi observada
bilateralmente em todas as cadelas, exceto no M4 de uma fémea sem raca definida, a qual

apresentou o achado apenas ao redor do ovario esquerdo.

3.2.1 Estruturas ovarianas

Em todos os momentos, foi possivel notar que para adequada varredura do ovério,
movimentos sutis eram necessarios tanto em plano longitudinal quanto transversal, permitindo
melhor identificacdo das estruturas ovarianas. A medida que os ovarios e suas estruturas
internas aumentavam de tamanho, tornava-se mais dificil de selecionar um Unico “frame” no
qual era possivel visibilizar o ovario em seu maior comprimento e altura e no qual todas as
estruturas eram visibilizadas por completo. Diversos “frames” tiveram que ser selecionados
para completa identificacdo do ovario em sua maior dimensdo em plano longitudinal e
visibilizacdo das estruturas ovarianas em suas maiores areas.

No M1, todas as cadelas apresentavam pequenas estruturas cavitarias, arredondadas de
paredes finas e preenchidas por contetido anecogénico, correspondendo aos foliculos ovarianos.
Nesse periodo, as cadelas apresentaram em média cinco estruturas em cada ovario (média de
4,5 no esquerdo e 5,5 no direito). A quantidade de estruturas ovarianas nesse periodo diferiu
entre ovarios em 5 cadelas (62,5%).

Na avaliacdo do M2, foi possivel notar que em 7 cadelas (87,5%), houve reducdo no
nimero das estruturas ovarianas quando comparadas ao M1 e dentre elas, 5 (74,43%)

apresentaram essa reducdo em ambos 0s ovarios.
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Somente uma cadela (12,5%) apresentou nova reducdo da contagem das estruturas no
momento seguinte (M3). O restante dos animais (87,5%) apresentou quantidade constante de
estruturas em cada ovario ap6s o0 M2.

Apenas em uma cadela foi possivel identificar uma estrutura ovariana de didmetro
inferior & 1mm. A quantidade de estruturas ovarianas de alguns grupos previamente
estabelecidos de acordo com o didmetro apresentou diferenca significativa entre 0s momentos.
Dentre elas, o nimero de estruturas do G2 apresentou diferenca significativa em ambos os
ovarios (P <0,5). As estruturas do G4 apresentaram diferenca estatistica entre 0s momentos
apenas no ovario direito (P <0,5) (Tabela 3).

Embora as estruturas do G4 apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos momentos
apenas no ovario direito, a quantidade de estruturas desse grupo de ambos os ovarios apresentou
correlacdo positiva com a concentracdo sérica de progesterona (ovario esquerdo: r = 0,451;
ovario direito: r = 0,647) e espessura uterina (ovario esquerdo: r = 0,368; ovario direito: r =
0,281).

Houve diferenca estatistica na mensuracao da maior estrutura ovariana em relacao aos
momentos de avaliacdo (P < 0,05) (Tabela 3). No ovario esquerdo, o tamanho da maior estrutura
ovariana teve correlacdo positiva com a concentracdo sérica de progesterona (r = 0,505), a altura
(r=0,664), comprimento (r = 0,386) e quantidade de estruturas do G4 (R = 0,726) e correlacdo
negativa com as estruturas do G2 (r = -0,591). No ovario direito, houve correla¢éo positiva com
a concentracdo sérica de progesterona (r = 0,784), espessura uterina (r = 0,34), altura (r = 0,742)
e comprimento (r = 0,765).

A média de espessura da parede das estruturas ovarianas também pode ser avaliada sem
dificuldades. Houve diferenca significativa (P < 0,05) na média de espessura da parede das

estruturas ovarianas de ambos 0s ovarios e 0s momentos de avaliacdo (Tabela 3). Essa variavel
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apresentou em ambos 0s ovarios uma correlagcdo positiva com a concentracdo sérica de
progesterona (ovario esquerdo: r = 0,749; ovario direito: r = 0,633).

A identificacédo ultrassonogréafica da ovulagdo se baseou na presenca de liquido na bursa
ovariana e/ou na reducdo do numero de estruturas foliculares quando comparadas ao M1, bem
como correla¢do colpocitolédgica e pela concentracdo sérica de progesterona. Em 6 cadelas
(75%), a primeira deteccdo de liquido na bursa ovariana ocorreu no M2, ja nas outras 2 (25%)
esse evento foi identificado pela primeira vez no M3. Houve uma pela reducéo significativa da
area cavitaria das estruturas ovarianas apos a ovulagdo, promovendo quase uma obliteracdo

completa da estrutura (Figura 3).

Figura 3. Imagens ultrassonograficas em corte longitudinal de estruturas ovarianas e
modificacfes no ovério direito de uma cadela (Beagle, nulipara, 10 meses) nos diferentes
momentos de avaliacdo. A. No M1, o ovério apresentava contornos regulares, formato ovalado,
parénguima hipoecogénico com presenca de quatro estruturas cavitarias (1, 2, 3 e 4) de paredes
finas, preenchidas por conteido anecogénico homogéneo (P4 = 0,56ng/mL). B. No M2, nota-

se que o0 parénquima ovariano adquiriu um aspecto grosseiro, com aumento da ecogenicidade
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e as estruturas ovarianas apresentam espessamento da parede e a area cavitaria sofreu uma
reducdo importante de sua area, principalmente as estruturas 2 e 4, além de pequena quantidade
de liquido na bursa ovariana e reatividade tecidual adjacente (P4 = 8,9ng/mL). C. No momento
seguinte (M3), nota-se aumento das dimensdes das estruturas ovarianas, que apresentam
paredes evidentes e hiperecogénicas e sao preenchidas por conteldo anecogénico homogéneo
(P4 =14,6ng/mL). D. No M4, houve um espessamento significativo da parede de cada estrutura,
que demonstram margens internas ligeiramente irregulares e o ovario assume um aumento da
ecogenicidade do parénguima. O conteudo das estruturas ovarianas continua
predominantemente anecogénico, mas uma discreta quantidade de debris celulares pode ser
visto na estrutura 1 (P4 = 22,6ng/mL). E. No M5, as paredes das estruturas ovarianas se
tornaram mais espessadas e a &rea cavitaria demonstrou reducdo significativa, dando um
aspecto quase sélido para a estrutura. Os achados colpocitoldgicos demonstraram um diestro

citolégico nesse momento (P4 = 23,3ng/mL).

4 Discussao

Até o presente momento, para 0 conhecimento dos autores, ndo foram encontrados
estudos na literatura que utilizem a técnica HD na avaliacdo reprodutiva de cadelas, portanto,
esse € o primeiro estudo com o emprego dessa tecnologia. A ultrassonografia € o método de
imagem de escolha para a avaliagdo reprodutiva de pequenos animais por ser ndo invasivo e
permitir a avaliacdo das modificagdes nas estruturas foliculares e luteais na cadela (England et
al., 2009). O presente estudo mostra o potencial da tecnologia HD na complementacdo dos
achados ultrassonograficos obtidos no modo B convencional, evidenciado pela alta resolucao
das imagens obtidas, facilitando o entendimento das mudancas morfofisiol6gicas ocorridas

durante as fases do ciclo estral da cadela.



351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

30

Embora a grande maioria das cadelas do estudo estar na fase da puberdade, todos os
animais demonstraram proestro e estro regulares, evidenciados pelos exames colpocitoldgicos
e pela concentracdo sérica de progesterona, bem como pelas manifestacGes clinicas, havendo
evidéncias de ovulacdo em todas as fémeas. A literatura relata que, embora a primeira
manifestacdo de proestro é geralmente considerada como a puberdade da cadela, muitas fémeas
podem apresentar “split heats” € estros silenciosos nesse periodo (Johnston et al., 2001).
Gobello (2014) afirma que a atribuicdo da puberdade da cadela deve levar em consideracao
alguns fatores, como a primeira manifestagdo de uma fase folicular regular, evidéncias de
ovulagdo e de uma fase luteal normal. Diante do exposto, acreditamos que 0s animais do
presente estudo atendem critérios que diminuam o viés metodoldgico relacionado a
experimentacdo com animais puberes.

O corpo uterino de todos os animais p6de ser identificado dorsalmente a bexiga urinaria
e ventralmente ao célon descendente em corte longitudinal. Ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que evidenciem seis porcoes distintas na parede uterina da cadela, sendo esse estudo,
portanto, pioneiro nesse achado. O aspecto ultrassonografico “multicamadas” do ttero sob
estimulo hormonal foi descrito anteriormente em cadelas (England e Allen, 1989; Davidson e
Baker, 2009; Kim et al., 2009; Freitas et al., 2017) e gatas (Gatel et al., 2016), entretanto, o
presente estudo demonstrou uma quantidade maior de zonas distintas ultrassonograficamente
na parede uterina do que descrito anteriormente em pequenos animais.

Histologicamente, o Gtero da cadela é composto de trés camadas distintas, sendo a mais
externa a camada serosa (perimétrio), seguida pela camada muscular (miométrio) e por fim, em
contato com o lumen, a camada mucosa/submucosa (endométrio), as quais possuem
subdivisbes (Augsburger e Kirzi, 2004; Priedkalns e Leiser, 2006). As mudangas no tecido

uterino de acordo com a atividade hormonal ja foram estudadas, evidenciando o aspecto
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edemaciado do endométrio, maior evidéncia de algumas subcamadas, bem como fases
proliferativas distintas (Galabova et al., 2003; van Cruchten et al., 2004). Os achados do
presente estudo apresentam relacdo direta com a qualidade da imagem proporcionada pelo
aparelho e transdutor devido a melhora das resolugdes axial, lateral e espacial fornecida pelos
transdutores HD (Lieu, 2010; Szabo, 2014; Merritt, 2018).

No presente estudo, notou-se a interface luminal como uma linha hiperecogénica,
seguida por uma camada relativamente hipoecogénica e uma fina linha ecogénica logo abaixo
(Figura 1). Em mulheres, ao exame ultrassonografico transvaginal, no periodo proliferativo
tardio, o endométrio adquire um aspecto “trilaminar”, onde centralmente observa-se uma linha
ecogénica representando o limen, uma camada hipoecogénica que representa a camada
funcional do endométrio associada a uma fina linha ecogénica, correspondendo a camada basal
do endométrio (Forrest et al., 1988; Lenz e Lindenberg, 1990; Bakos et al., 1993; Tetlow et al.,
1999; Nalaboff et al., 2001), semelhante ao observado em nosso estudo.

Devido a semelhanca do nosso estudo com o observado em mulheres, bem como a
atribuicdo prévia da linha ecogénica central no periodo de proestro da cadela como a interface
luminal, hipotetizamos que o0 endométrio da cadela também possua 0 aspecto “trilaminar”
durante a fase folicular do ciclo estral, sendo a porcao central o limen, a camada hipoecogénica
corresponde a camada funcional do endométrio e a linha hiperecogénica corresponde a camada
basal do endométrio. Entretanto, vé-se a necessidade de novos estudos a fim de atestar essa
hipétese.

Logo abaixo do aspecto “trilaminar” observado, notou-se uma camada hipoecogénica
em todos os animais. Em mulheres, uma camada hipoecogénica entre 0 miométrio e o
endométrio também pode ser visibilizada por meio da ultrassonografia transvaginal e foi

descrita como “halo subendometrial” ou “zona juncional” (Fleischer et al., 1988; Tetlow et al.,
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1999). Entretanto, histologicamente, essa porcao corresponde a um compartimento distinto do
miomeétrio altamente vascularizado, na qual as células musculares estdo mais compactadas, o
que justifica seu aspecto hipoecogénico (Tetlow et al., 1999).

Acreditamos que a camada hipoecogénica observada em todas as cadelas do presente
estudo também apresente semelhangas com o encontrado em mulheres, portanto, hipotetizamos
que essa “zona juncional” observada no tutero canino na fase folicular corresponda a camada
interna circular do miométrio. A porcdo hiperecogénica observada em seguida no presente
estudo pode corresponder a camada vascular do miométrio e a Gltima camada hipoecogénica
pode corresponder a camada externa longitudinal do miométrio. Por fim, a Gltima camada
hiperecogénica corresponde a camada serosa. Novos estudos sdo necessarios para confirmar
essas hipoteses.

Com a progressdo do ciclo estral, houve aumento na espessura uterina entre o inicio do
proestro (M1) e estro (M2) e ap6s esses momentos, ndo houve mudancas significativas. O
aumento da espessura uterina esta diretamente relacionado a atividade estrogénica durante o
proestro (England e Allen, 1989), fato esse observado no presente estudo. Entretanto, apds a
ovulacdo, seguida de queda das concentracfes de estrogeno, o Utero passa a responder ao
aumento gradativo da concentracdo sérica de progesterona, nao havendo diferencas
significativas no aspecto uterino no periodo do estro pds ovulatorio, como evidenciado no
presente estudo e corroborando Kim et al., (2009), os quais utilizaram a ultrassonografia modo
B convencional em cadelas para avaliar o aspecto ultrassonografico do utero nas diferentes
fases hormonais.

Acreditamos que a identificacdo das diferentes camadas uterinas no periodo folicular do

ciclo estral da cadela pode trazer beneficios na avaliacdo ultrassonograficas do trato
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reprodutivo, podendo atestar a fase de desenvolvimento uterino de uma fémea em questéo, bem
como detectar lesdes uterinas e determinar sua localiza¢éo especifica.

No periodo pré ovulatorio e ovulatorio, todas as cadelas apresentaram reatividade focal,
evidenciada pelo aumento de ecogenicidade dos tecidos gordurosos adjacentes aos ovarios. De
forma diferente ao nosso trabalho, um “halo” hiperecogénico circunscritos aos ovarios em
alguns dias do periodo periovulatério foi descrito anteriormente pelo método ultrassonografico
convencional (Bergeron et al., 2013), o qual foi atribuido a bursa ovariana. Até o presente
momento, ndo foram encontrados estudos que relatem reatividade dos tecidos gordurosos
adjacentes aos ovarios na literatura de forma semelhante ao nosso estudo.

O processo ovulatério ja foi comparado com o processo inflamatério, visto que a
atividade angiogénica, aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagdo e edema sdo
caracteristicas essenciais de ambos (Duffy et al., 2019). Em um estudo conduzido com ovarios
de mulheres, foi possivel observar que a ovulagdo também envolve uma via de sinalizacdo de
citocinas, onde o pico de gonadotrofina inicia um processo inflamatorio nas células da
granulosa (Poulsen et al., 2019). Considerando que esse achado foi mais frequentemente
observado no periodo pré ovulatério e ovulatorio, nds hipotetizamos que sua ocorréncia possa
ser secundaria ao processo inflamatdrio nos ovarios com a proximidade da ovulacdo. Novos
estudos sao necessarios para validar essa hipotese.

A presenca de liquido ao redor dos ovarios observada no presente estudo também j& foi
descrita na literatura e foi atribuido ao acimulo do fluido intra folicular na bursa ovariana apds
a ruptura folicular e ovulagdo (Lévy e Fontbonne, 2007). Em um estudo conduzido por Lévy e
Fontbonne (2007), 39,6% das cadelas apresentaram esse achado nas horas seguintes a ovulagao,
ja no estudo conduzido por Barbosa et al. (2013), todas as cadelas apresentaram esse achado

trés dias apds a ovulagdo. Em nosso estudo, esse achado foi observado do M2 ao M4. Dessa
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forma, como a presenca desse fluido anecogénico pode permanecer por alguns dias, deve-se ter
cautela ao interpretar esse achado na tentativa de determinar o dia da ovulagdo, sendo
necessarias avaliagdes ultrassonograficas diarias e correlagio com demais achados
(manifestacéo clinica, colpocitologia e dosagem hormonal).

Foi possivel observar aumento significativo das estruturas foliculares do periodo do
proestro (M1) para o estro (M2), corroborando com os achados de England et al. (2009),
demonstrando um grau de dindmica nas populagdes foliculares. Até o presente momento, em
cadelas, ndo ha informacGes na literatura que demonstrem de forma clara a cronologia dos
eventos relacionados ao recrutamento folicular, dominéncia, atresia ou até mesmo se o
crescimento folicular ocorre em ondas ou € continuo (Evans, 2003). Devido ao detalhamento
proporcionado pela tecnologia HD, acreditamos que novos estudos utilizando essa modalidade
possam auxiliar em uma melhor compreensdo dos mecanismos relacionados a dindmica
folicular da cadela.

No presente estudo, foi possivel evidenciar aumento da espessura das estruturas
ovarianas entre 0s momentos, onde valores acima de 1mm foram observados a partir do periodo
pré-ovulatorio. O aumento da espessura da parede das estruturas ovarianas de cadelas ja foi
atribuido na literatura a luteinizacdo pré ovulatoria dos foliculos (Lévy e Fontbonne, 2007) e a
formacao inicial do corpo lateo (England et al., 2009), onde estruturas com espessura de parede
até 1mm sdo consideradas foliculos pré ovulatérios e acima desse valor, sdo consideradas
corpos luteos. Devido ao aspecto inicial corpo IGteo da cadela, que se apresenta cavitario e
preenchido por liquido, a diferenciagdo ultrassonografica dessas estruturas em relagdo a
foliculos pré ovulatérios e corpos hemorragicos pode se tornar dificil (Bergeron et al., 2013;
Hollinshead e Hanlon, 2019). Como em nosso estudo, algumas estruturas ovarianas que

correspondiam a foliculos pré ovulatdrios apresentaram espessura de parede acima de 1mm, é
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possivel observar que ndo foi possivel diferenciar foliculos pré ovulatorios para corpos luteos
em inicio de formacao apenas pela mensuracdo da parede da estrutura, diferindo, portanto, do
trabalho de England et al (2009).

Groppetti et al. (2015) conduziram estudo de analise histoldgica de ovarios de cadelas
e evidenciaram sinais precoces de luteinizacdo dos foliculos grandes durante o proestro,
caracterizado pela mucificacdo do cumulus nas células da granulosa e que no periodo
ovulatério, foliculos grandes podem coexistir com corpos hemorrégicos, sendo que esses
ultimos persistem até o final do periodo fértil, se desenvolvendo em corpos IUteos no inicio do
diestro. Nossos achados evidenciaram um espessamento das estruturas ovarianas a partir do M2
e essas estruturas apresentaram mudancas relacionadas a ecogenicidade do contetido presente
no antro.

Esse fato demonstra que as estruturas ovarianas com paredes espessas no periodo pos
ovulatério podem, na verdade, corresponder a corpos hemorréagicos, Vvisto que
histologicamente, os corpos lteos se desenvolvem apenas no inicio do diestro (Groppetti et al.,
2015). Nesse contexto, a ultrassonografia HD demonstra resolucdo adequada para um melhor
entendimento das modificacdes ovarianas no periodo pds ovulatério. Entretanto, vale ressaltar
gue em nosso estudo, 0 acompanhamento ultrassonografico diario nao foi realizado, limitando
a compreensdo das modificacGes relacionadas & formacdo dos corpos hemorragicos e suas
transicOes para corpos lateos. Portanto, novos estudos utilizando essa técnica podem ser
realizados na tentativa de elucidar as caracteristicas ultrassonograficas dos ovarios no periodo
pos ovulatério e na fase do diestro.

E prudente também ressaltar que, embora acreditemos que os animais do estudo
atendam critérios que diminuam o viés metodoldgico relacionado a maturidade sexual da

espécie canina, os dados obtidos devem ser interpretados com cautela quando extrapolados para
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animais adultos, portanto, novos estudos sao necessarios para avaliar a reprodutibilidade desses

achados nesses animais.

5 Concluséo

O presente estudo traz informagdes inéditas a respeito de achados qualitativos do
sistema reprodutor da cadela, onde foi possivel detectar porc¢des distintas na parede uterina na
fase folicular, bem como modifica¢6es do tecido ovariano no periodo folicular e periovulatério
por meio da ultrassonografia de alta definicdo, fornecendo uma nova perspectiva da
ultrassonografia reprodutiva de pequenos animais. Os avancos das tecnologias em
ultrassonografia vém permitindo a cada vez um maior detalhamento das estruturas avaliadas,
que consequentemente permitem melhor entendimento da anatomia ultrassonogréfica e novas
aplicabilidades da técnica de imagem, permitindo padronizar novos parametros fisiol6gicos. A
tecnologia HD empregada no estudo trouxe uma grande riqueza as imagens, permitindo
avaliacBes mais precisas do trato reprodutivo, que podem auxiliar no manejo reprodutivo de
animais de alto valor zootécnico. Adicionalmente, esses achados abrem portas para que novos
estudos possam ser realizados para atestar o potencial da técnica na melhora das condutas
reprodutivas, bem como facilitar o entendimento das mudancas morfofisiol6gicas ocorridas

durante as fases do ciclo estral da cadela.
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662  Tabelas:
663
664  Tabela 1 — Média e desvio padrdo das variaveis de progesterona sérica, espessura uterina, e dimensdes ovarianas (altura e comprimento em
665  plano longitudinal) realizadas pela ultrassonografia HD em cadelas, em relagdo aos momentos de avaliagdo (Jaboticabal, SP, 2021).
Progesterona (ng/mL) Espessura uterina (mm) Altura (mm) Largura (mm)

Ovério Esquerdo Ovaério Direito Ovério Esquerdo Ovaério Direito
M1 0,756 + 0,9042 10,495 + 1,479? 7,413 £ 0,5462 8,2 +1,948? 11,563 £ 2,243? 13,762 + 1,5452
M2 6,03 + 4,32% 12,35 + 1,269° 8,588 + 1,502 9,425 + 1,35% 14,725 +1,1° 16,512 +1,716%
M3 10,81 + 6,23 12,21 +1,371° 10,475 + 1,724 10,475 + 2,491% 15,6 + 1,546° 19,037 + 2,385°
M4 16,96 + 6,29% 12,875 + 1,314P 10,475 + 1,861 11,463 + 2,326" 15,1 +1,552° 19,325 + 1,952°
M5 20,69 + 5,12¢ 13,163 + 0,944° 10,563 + 1,115° 10,721 + 1,654 16,563 + 2,467" 19,2 + 2,368°
666  Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa na mesma coluna (P < 0,05).
667
668
669
670
671

672
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673  Tabela 2 — Percentual de ocorréncia dos achados qualitativos dos ovarios de 8 cadelas (16 ovarios) por meio da ultrassonografia (Jaboticabal,
674  SP, 2021).
Reatividade Adjacente
Contetdo das Estruturas Ovarianas Liquido Bursa Ovariana Contornos Ecogenicidade Ecotextura
An Mis Ec Pr Au Pr Au Re Ir Hiper Hm Gr

M1 100% 0% 0% 0% 100% 75% 25% 81,25% 18,75% 0% 100% 0%
M2 50% 50% 0% 75% 25% 100% 0% 43,75% 56,25% 0% 6,25% 93,75%
M3 0% 87,5% 12,5% 50% 50% 87,5% 12,5% 18,75% 81,25% 31,25% 0% 100%
M4 0% 50% 50% 31,25% 68,75% 81,25% 18,75% 31,25% 68,75% 62,5% 0% 100%
M5 0% 31,25% 68,75% 0% 100% 25% 75% 37,5% 62,5% 100% 0% 100%

675  Legenda: An: anecogénico; Mis: misto; Ec: ecogénico, Pr: presente; Au: ausente; Re: regulares; Ir: irregulares; Hipo: hipoecogénica; Hiper:

676  hiperecogénica; Hm: homogénea; Gr: grosseira
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Tabela 3 — Quantidade de estruturas ovarianas por momento de acordo com o respectivo tamanho, avaliada por meio da ultrassonografia HD

686
687  em cadelas (Jaboticabal, SP, 2021).
Gl G2 G3 G4 Maior estrutura (mm) Espessura média parede
(< 1mm) (1,01 a 3,5mm) (3,51 a5,5mm) (5,51 a 10mm) (mm)
E D E D E D E D E D E D
M1 0° 0,125 + 3,375+ 325+32°  1+1,069 2,125 + 0,125 + 0° 3,85+ 3,812+ 06112 + 0,5513 +
0,354 2,3872 2,3572 0,354 1,2912 0,5832 0,1222 0,13432
M2 0° 0,125 + 1+1,309° 15+0,756°  2+1,69° 1,625 + 0,875 + 5,919 + 5,944 + 1,241 + 1,466 +
0,354 1,188? 0,5 + 0,535 0,835% 1,646 1,376 0,4042 0,523°
M3 0° 0,125 + 0,75 + 0125+  15+1512% 1625+ 0,75+ 1,5+1,195° 5944+ 6,75 + 2,356 + 2,199 +
0,3542 1,035° 1,246° 1,188? 0,886° 2,157% 2,108° 0,496° 0,695
M4 0° 0° 0,75 + 1+0,756° 1,25 + 2,125 + 0,875 + 1,125+ 6,519 + 7,169 + 2,574 + 2,446 +
1,035° 1,1652 0,8352 0,835 0,835%® 1,915° 1,997° 0,697° 0,847¢
M5 0° 0° 1,375+ 0,875 + 0,75+ 2,25 + 0,625 + 1,125+ 5,681 + 7,431 £ 2,976 + 2,753 +
1,188 1,126° 0,886° 1,488? 0,744 0,641% 2,1% 1,415° 0,998° 0,591°
688  Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa na mesma coluna (P < 0,05)
689

690



