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ULTRASSONOGRAFIA MODO B E DOPPLERFLUXOMETRIA MATERNO
FETAL NA AVALIACAO GESTACIONAL DE OVELHAS

RESUMO - O entendimento acerca da fisiologia do processo gestacional e
desenvolvimento embrionario/fetal oferece conhecimento para que se tome
decisbes acertadas em relacdo ao manejo da fémea gestante, além destes
animais serem utilizados como modelo experimental para a medicina humana, o
gue reforca a importancia do estudo da gestacdo em ovinos. Nesse contexto, a
ultrassonografia se apresenta como melhor op¢éo para avaliar o desenvolvimento
da gestacdo. E uma tecnologia segura que permite que se facam avaliacbes
repetidas durante todo o0 processo gestacional. Objetivou-se estudar o
desenvolvimento fisiolégico embrionario/fetal durante a gestacao de ovelhas por
meio da ultrassonografia a fim de se obter parametros de normalidade que possam
ser utilizados como referéncia para o diagnéstico de possiveis alteracbes do
desenvolvimento embrionério/fetal e desenvolver férmulas para predicédo de idade
gestacional. Foram utilizadas 30 ovelhas Santa Inés pesando 45,4+4,3 kg, entre
2 e 5 anos e realizados exames ultrassonograficos semanais desde a 32, até a 212
semana gestacional. Para a analise estatistica, realizou-se teste de “Shapiro” para
normalidade, com medidas reais ou transformadas correlacionadas com as
semanas gestacionais pelo teste de “Spearman”. Quando significativo, foram
testados os ajustes dos parametros e semanas gestacionais a modelos de
regressao. Foi utilizado nivel de significAncia de 5% e os resultados apresentados
como médiatDP (desvio padrao). Foram avaliados os diametros da vesicula
gestacional (VG), abdominal (DA), toracico (DT), biparietal (DBP), da 6rbita ocular
(OO0) e dos placentdnios (PL), além dos comprimentos craniocaudal (CC), da nuca
ao focinho (NF), da escapula (ESCA), do umero (UME), do radio (RD), do
metacarpo (MCAR), do fémur (FEM), da tibia (TI), do metatarso (MTAR) e dos rins
(RIM); mensuracédo da frequéncia cardiaca (FC em bat/min) obtida por meio do
“‘Doppler” Pulsado e as medidas de comprimento da base ao apice do coracéo
(CCOR) e de largura da parede esquerda a direita na regido mais proxima a base
(LCOR). Os maiores coeficientes de determinacédo (R?) foram obtidos para o
diametro biparietal foi de 96,5% e para o metacarpo de 93%. O diametro
abdominal apresentou 91,7% e a largura do coracao 90,2%. Estes ultimos podem
ser usados para estimar o periodo gestacional com precisdo comparavel da 42 a
212 semana, permitindo que o Médico Veterinario faca inferéncias quanto a
normalidade do desenvolvimento da gestacdo. As avaliacGes ultrassonograficas
permitiram acompanhar o desenvolvimento gestacional nas ovelhas, obtendo-se
resultados com alta correlacdo com o desenvolvimento das estruturas materno-
fetais, que podem ser utilizados como valores de referéncia para o
acompanhamento gestacional e deteccao de anormalidades no desenvolvimento
embrionario/fetal.

Palavras chave: ultrassom, gestagao, desenvolvimento, ovinos.



B MODE ULTRASONOGRAPHY AND DOPPLERFLUXOMETRY IN THE
GESTATIONAL EVALUATION OF SHEEP

ABSTRACT - The understanding about the physiology of the gestational process
and embryonic/fetal development offers tools to make wise decisions regarding the
management of the pregnant female, besides, these animals are used as
experimental models, which reinforces the importance of the study of gestation in
sheep. In this context, ultrasonography is the best option for the evaluation of
gestation. It is safe and allows repeated evaluations to be made throughout the
gestational process. The objective of this study was to assess the embryonic/fetal
physiological development during pregnancy of sheep by means of
ultrasonography in order to obtain normality parameters that can be used as a
reference for the diagnosis of embryonic/fetal development alterations and to
develop formulas for estimate gestational age. Thirty Santa Ines sheep weighing
45.4+4.3kg, between 2 and 5 years old were used. Ultrasound examinations were
performed weekly from the 3 to the 215t gestational week. For the statistical
analysis Shapiro test was performed for normality with real or transformed
measurements correlated with the gestational weeks by the Spearman test. When
significant, parameter adjustments and gestational weeks were tested for
regression models. A significance level of 5% was used and the results presented
as mean = SD (standard deviation). The gestational vesicle (GV), abdominal (AD),
thoracic (TD), biparietal (BPD), ocular orbit (OO) and placentonium (PL) diameters
were evaluated, as well as the crown-rump (CR), head-nose (HN), shoulder-blade
(SB) umerus (UM), radius (RD), femur (FEM), tibia (TIl), metatarsus (MTT),
metacarpal (MCAR), heart rate (HR in beat/min) measurements obtained with
Pulsed Doppler and measurements of the length of the base to the apex of the
heart (LCOR) and width in the region closest to the base (WCOR). The highest
coefficients of determination (R?) were obtained for the biparietal diameter was
96.5% and for the metacarpal 93%. The abdominal diameter had 91.7% and the
heart width 90.2%. The latter can be used to estimate the gestational period from
the 4th to the 21st week, allowing the Veterinarian to make inferences about the
normality of the development of gestation. Ultrasonographic evaluations allowed
the monitoring of gestational development in sheep, resulting in high correlation
with the development of maternal-fetal structures, which can be used as reference
values for gestational follow-up and detection of abnormalities in embryo/fetal
development.

Keywords: ultrasound, gestation, development, sheep.
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1. CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

O exame ultrassonogréafico tem demonstrado aplicabilidade singular na clinica
veterinaria. Por meio dessa técnica de imagem é possivel realizar diagnostico
gestacional preciso, bem como monitorar a prenhez e detectar possiveis
anormalidades da gestacao e nos fetos. Esse é 0 método de diagndstico mais preciso
para avaliacdo da gestagéo, além de ser totalmente in6cuo para a fémea e conceptos.
Permite estimar a idade gestacional, avaliar as condicbes dos ovarios e do Uutero e
verificar os sinais de viabilidade fetal (FELICIANO et al., 2008).

Atualmente, a ecobiometria do concepto pode auxiliar no diagnéstico precoce
de alteracbes de desenvolvimento, mediante a utilizacdo de transdutores de alta
resolucdo e aparelhos ultrassonograficos mais precisos. A ultrassonografia modo B
vem sendo utilizada para diagnostico de gestacdo em ovelhas desde os anos 80 como
em pesquisa realizada por White et al. (1984).

Em ovelhas o diagnéstico gestacional pode ser feito aos 15 dias, por via
transretal, sendo observado acumulo de liquido no utero com formato circular ou
alongado, devendo ser feita confirmacéo aos 17 dias quando é possivel identificar a
vesicula embrionaria (FELICIANO et al. 2013). A precocidade no diagndstico
gestacional em ovelhas auxilia o produtor e médico veterinario na tomada de decisbes
rapidas que visam tanto a maximizacdo do lucro como o bem-estar animal.

A aplicabilidade da ultrassonografia na avaliacdo clinica de ovelhas foi
reforcada por Scott e Sargison (2010). Os autores citam trabalho de Romano e
Christians (2008) no qual uma precisdo maior que 99% para diagnéstico de prenhez,
mais de 98% de precisdo na diferenciacdo entre fémeas nédo prenhes, com gestacao
simples ou gemelar, e determinacgéo da quantidade de fetos de 97% foram alcancadas
examinando-se pelo menos uma ovelha por minuto.

A fim de estimar a idade gestacional, Sergeev et al. (1990) avaliaram a
correlacdo entre diametro biparietal e profundidade de térax com a idade fetal em
ovelhas com gestac¢fes simples, gemelares e triplas, concluindo que existe correlacao
positiva entre as medidas e a idade gestacional. Utilizando transdutor transretal de 5
MHz e avaliando a medida dos placentonios, Doizé et al. (1996) e concluiram que



houve pouca correlacéo entre o tamanho dessas estruturas e a idade gestacional. De
Bulnes et al. (1998) mensuraram diferentes estruturas de fetos ovinos, com o mesmo
objetivo dos autores citados anteriormente, concluindo que os parametros que
apresentaram maior correlagdo com o periodo gestacional foram os comprimentos
craniocaudal, da nuca ao focinho e os diametros toracico, biparietal e das orbitas
oculares.

A tecnologia “Doppler” € usada em ovinos principalmente como modelo
experimental. Galan et al. (1998) induziram estresse por calor em ovelhas a fim de
desenvolver um modelo de estudo para fetos com restricdo de crescimento em
humanos. Observaram reducéo na relacado sistole/diastole, indice de pulsatilidade e
de resisténcia, tanto no grupo controle como no grupo tratado, porém, quando
comparados 0s grupos, nota-se maiores relacdo sistole/diastole e indice de
pulsatividade nos dois vasos citados.

Panarace et al. (2008) utilizaram em ovelhas a ultrassonografia “Doppler” para
determinar as velocidades e indices vasculares no ductus venosus de fetos,
concluindo que este método facilitou a avaliacdo do padréo de fluxo sanguineo nessa
regido entre 52 e 143 dias de gestacao.

O acompanhamento da gestacdo de ovelhas por meio da ultrassonografia de
alta resolucéo e “Doppler” se faz necessaria para que se obtenha novos valores de
ecobiometria e para melhor compreensao da dinamica vascular nos vasos envolvidos
na gestacédo, além disso, pode permitir o diagnostico de alteracdes morfolégicas com
maior precocidade.

A pesquisa € fundamental para que novas abordagens possam ser
desenvolvidas para o diagnéstico de anormalidades gestacionais. Utilizando
tecnologia de ponta como a ultrassonografia modo B de alta resolugcéo, espera-se
desenvolver uma metodologia para avaliacdo da gestacdo de ovelhas, que torne
possivel a deteccdo precoce de alteracbes que possam levar ao nascimento de um
produto que ndo atenda as expectativas de producdo ou natimorto.

A hipotese a ser testada € a de que a utilizacao da ultrassonografia modo B de
alta resolucéo e “Doppler” permitira, com melhor sensibilidade e especificidade, o
acompanhamento da gestagdo em ovinos o estudo ecobiométrico e a caracterizacao

da vascularizagdo em ovelhas gestantes.



Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da ultrassonografia
modo B de alta resolucdo na avaliacdo gestacional de ovelhas. Especificamente,
objetivou-se: 1) determinar novas medidas ecobiométricas que possam favorecer o
acompanhamento gestacional e do desenvolvimento dos conceptos; 2) avaliar a
possibilidade de se predizer anomalias no desenvolvimento dos conceptos de forma
precoce; e 3) determinar valores para os indices vasculares de vasos relacionados a

gestacao e sua correlagdo com o desenvolvimento e viabilidade fetais.

1.4 Revisao de literatura

Ultrassonografia gestacional em ovelhas - Reviséo de literatura
Gestational ultrasonography in sheep — Literature review

Resumo
A ultrassonografia € uma importante ferramenta para a avaliagdo de 6rgaos internos,

além de ndo invasiva e segura. Com o0 avanco da tecnologia, surgiram mais
possibilidades para sua aplicacdo por meio de novas técnicas que complementam a
avaliacao de forma mais acurada. Devido as semelhancas fisiologicas e por questbes
éticas, ovelhas sdo usadas como modelo experimental para humanos, especialmente
no que diz respeito ao estudo de tecnologias modernas e que precisam de maior
entendimento quanto ao seu funcionamento e aplicabilidade. O modo B ainda é o mais
utilizado na rotina clinica e tem grande importancia na Obstetricia Veterinaria, pois
permite 0 acompanhamento da gestacdo e do desenvolvimento embrionario e fetal
com avaliagOes repetidas durante todo o periodo gestacional. Esta revisédo se propde
a mostrar a evolugdo da ultrassonografia com enfoque no estudo da gestacdo de
ovelhas, seja como modelo experimental ou para aplicabilidade na Medicina
Veterinaria.

Palavras-Chave: diagnostico por imagem, prenhez, ovinos.



Abstract
Ultrasonography is an important tool to evaluate internal organs, since it can be done

in a non-invasive and safe way. Also, technological advancement opens a greater
range of possibilities for its application with new techniques that allows a more accurate
assessment. Due to physiological similarities and ethical issues, sheep are used as
experimental model especially regarding the study of modern technologies. B mode is
still the most used ultrasound mode in clinical routine and is especially important in
Veterinary Obstetrics, since it allows the monitoring of the pregnancy and development
of the embryo/fetus with repeated examinations throughout the gestational period. This
review brings a vast number of researches on the use of ultrasonography for evaluation
and study of the gestation in sheep.

Keywords: image diagnosis, pregnancy, ewe.

INTRODUCAO
As diferentes tecnologias ultrassonograficas possuem iniUmeras aplicacdes em

Medicina Veterinaria, permitindo avaliar 6érgdos de forma segura e ndo invasiva,
tornando-se assim, um dos principais exames complementares para o auxilio
diagnéstico em animais (Simdes, 2008). Para obstetricia e reproducdo de pequenos
ruminantes, podem ser utilizadas na avaliacdo do sistema reprodutor em machos
(Gouletsou, 2016) e fémeas (Souza et al. 2011 e Figueira et al. 2015), além de permitir
o0 acompanhamento do crescimento embrionério e fetal ao longo da gestacéo (Jones
et al. 2016).

Técnicas de imagem diagndstica por ultrassom tém evoluido desde escalas de
cinza e duas dimensdes (Wilkins, 1986; Buckrell, 1988) até tecnologias que permitem
a reconstrucao digital de imagens 3D - tridimensionais (Franz et al. 2004) e 4D —

ultrassonografia volumétrica (Banerjee et al. 2016). A ultrassonografia “Doppler”



possibilita a avaliacdo detalhada da circulacdo sanguinea, permitindo o estudo do
desenvolvimento vascular e seus aspectos relacionados ao periodo gestacional e
tecidos materno-fetais (Santos et al. 2015; Stock et al. 2017). Recentemente, a
elastografia tem possibilitado que se estime a consisténcia tecidual (Brito et al. 2015)
e apresenta-se como uma “extenséo da palpacéao”, dando melhor localizacéo espacial,
além de eliminar a subjetividade daquele método (Garra, 2015). Essas tecnologias
tém potencial de uso ainda pouco explorado na obstetricia de ovinos, sendo Uteis para
a aquisicao de informacdes relevantes sobre o desenvolvimento materno-fetal.

Ressalta-se a importancia de se utilizar modelos animais por questdes éticas e
devido as semelhancas fisiol6gicas entre ovinos e humanos (David et al. 2003).
Estudos séo realizados em ovelhas (Walsh et al. 2007) e fetos ovinos (David et al.
2003) como modelo experimental, por mais de 40 anos (Barry e Anthony, 2008).

Em razao disto, o entendimento acerca da fisiologia da gestacédo de ovinos é
fundamental seja para otimizar a sua exploracdo econdémica ou aprofundar o
conhecimento acerca da espécie ou como modelo para humanos. Assim, esta revisao
tem como objetivo trazer um panorama sobre a aplicabilidade da ultrassonografia para
o estudo da gestacdo em ovelhas.

Ultrassonografia bidimensional - Modo B
O primeiro ultrassom em tempo real, conhecido como fast B-scanner foi

desenvolvido por Walter Krause e Richard Soldner com Paetzold e Otto Kresse em
1965. No ano seguinte, Hofmann, Hollander e Weiser fizeram a primeira publicacéo
de um trabalho utilizando essa tecnologia em ginecologia e obstetricia humana
(Hofmann et al. 1966). Posteriormente, a tecnologia utilizada no “fast B-scanner” foi

aprimorada, tornando-se o que viria a ser conhecido como Modo B.



Em ovinos, ha relatos do uso da ultrassonografia Modo B para diagndéstico de
gestacdo desde os anos 80 com o trabalho de Wilkins (1986) buscando esclarecer
quando seria possivel realizar o diagnéstico de gestacdo pela via transretal e
caracterizou “bolsas” repletas de liquido que se formam no utero aos 18 dias de
gestacao, correspondendo ao primeiro sinal de gestacdo. O autor observou também
a presenca de embrides entre os dias 20 e 25 e batimentos cardiacos a partir do 24°
dia.

A precocidade no diagnostico gestacional € desejavel em todas as espécies de
interesse zootécnico, ja que permite adequacbes de manejo e planejamento
estratégico na producdo (Braganca, 2016). Medan et al. (2004) avaliaram a
aplicabilidade da ultrassonografia para avaliacdo gestacional em cabras,
diagnosticando gestacédo aos 19 dias e visibilizando saco gestacional aos 20,2+0,6
dias e batimentos cardiacos aos 24,3+0,7 utilizando frequéncias de 7,5 e 5MHz. Amer
(2010), diagnosticou gestacao aos 19,5+0,3 e batimentos cardiacos 22,9+0,7 dias de
gestacdo. Os autores utilizaram frequéncias entre 6 e 8 MHz para a via transretal e
3,5 a 5MHz pela via transabdominal. De acordo com Moraes et al. (2008) os primeiros
sinais de gestacao em ovelhas séo identificados no 15° dia quando se observa liquido
no Utero, porém, torna-se necessario aguardar até o 24° dia para realizar diagnéstico
fidedigno, ja que neste periodo é possivel observar o embrido, além de batimentos
cardiacos e, portanto, atestar a presenca e viabilidade deste. As conclusdes destas
pesquisas em cabras e ovelhas sdo muito proximas e permitem a extrapolacdo de
resultados de uma espécie para a outra. Pode-se inferir que mesmo os resultados das
primeiras pesquisas realizadas em ovinos por Wilkins (1986), Buckrell (1988) e Restall

et al. (1990) nédo diferiram muito dos resultados mais atuais.



Esse método também permite que se avalie a viabilidade fetal, que pode ser
definida pela identificacdo de batimentos cardiacos e movimentacao fetais (Barr,
1988). Os batimentos cardiacos foram percebidos por volta dos 25 dias e a
movimentacao a partir dos 32 dias (Wilkins, 1986; Moraes et al. 2008).

Além do diagnostico de gestacdo e de atestar a viabilidade fetal, a
ultrassonografia modo B pode ser utilizada para avaliacdo do crescimento e
desenvolvimento das crias por meio da biometria e permitir a estimativa fidedigna da
idade gestacional. Em ovelhas Santa Inés, Moraes et al. (2008) relataram achados
ultrassonograficos relacionados ao tempo de gestacao, permitindo inferir a idade
gestacional e identificar parametros para acompanhar o desenvolvimento fetal (Tab.
1).

Tabela 1. Primeiro momento de visibilizagdo ultrassonografica de estruturas

materno-fetais em ovelhas Santa Inés. Adaptado de Moraes et al. (2008).

Data
Estruturas IV (dias) CV (%)
(médiaxDP) (dias)
LI 16,3+1,3 15-19 1,6
VE 18,6+1,4 16 - 22 19
EB 22,8+1,9 18 - 26 3,6
MA 27,4+1,8 24 - 32 3,3
PL 25,1+2 20-29 4,1
BC 25,9+14 24 - 29 1,8
Cu 35,1+1,5 32 -39 2,2
CT 33,4+2,2 30 - 37 5,0

BG 36,7+1,5 34 -39 2,1




MF 34,2+2 30 - 38 3,9

GO 40,9+1,2 39 -43 15

IV: intervalo de visibilizacéo; CV: coeficiente de variacao.

LI: liquido intra uterino; VE: vesicula embrionaria; EB: embrido; MA: membrana
amniotica; PL: Placentdnios; BC: batimentos cardiacos; CU: cordao umbilical; CT:
diferenciacdo entre cabeca e tronco; BG: botdes germinativos dos membros; MF:
movimentacéao fetal; GO: globo ocular.

A biometria esquelética fetal foi avaliada como preditora da idade gestacional
em ovelhas por Greenwood et al. (2002) em 32 animais mesticos. ApoOs seis
avaliacdes entre os 60 e 120 dias de gestacdo com transdutor transabdominal, os
autores encontraram alta correlacdo entre diametro biparietal (r=0,93) e comprimento
do metacarpo (r=0,96), com a idade gestacional, propondo as seguintes férmulas para
predicdo da idade gestacional: Tempo de Gestacao (dias) = 28,4 + (1,06 x BPD) +
(0.0061 x BPD?) e Tempo de Gestacdo = 25,3 + (2,30 x MCL) — (0,0138 x MCL?2).
Sendo BPD o diametro biparietal e MCL o comprimento do metacarpo.

Amer (2010) obteve o comprimento cranio caudal do 40° ao 89° dia de gestacao
e o diametro biparietal em cabras do 40° até o 109° dia utilizando transdutor
transabdominal e encontrou alta correlacdo (P<0,0001) entre a idade gestacional e
esses parametros. As formulas sugeridas para o calculo da idade gestacional séo:
CRL = 0,464x — 17,767 e BPD = 0,055x — 1,431. Sendo CRL o comprimento cranio
caudal, BDP o diametro biparietal, e ‘X’ a idade gestacional em dias.

Em ovelhas leiteiras avaliadas a partir do 25° até 0 63° dia de gestacao pela via
transabdominal com transdutor linear, observou-se que o diametro biparietal e o

comprimento cranio caudal apresentaram alta correlacdo (r=0,93 e r=0,84

respectivamente) e grande acuracia na estimativa da idade gestacional (Metodiev et



al. 2012), demonstrando mais uma vez, a importancia e a precisao da biometria fetal
na avaliacao gestacional de ovelhas.

Para a realizacdo do exame, recomenda-se 0 posicionamento quadrupedal e
gue os animais sejam gentilmente contidos para minimizar o estresse (Garcia, 1993),
visto que o mesmo pode influenciar negativamente o desenvolvimento do concepto
(Elmetwally et al. 2016).

Ali e Hayder (2007) e Feliciano, Oliveira e Vicente (2013) recomendam que se
promova a elevacado do abdémen para que o Utero se aproxime do transdutor quando
utilizada a via transretal. Na tentativa de aprimorar a técnica de realizacdo do exame
ultrassonografico em ovelhas gestantes, Karen et al. (2004) avaliaram os beneficios
de se fazer jejum de 12 horas e elevar o abdémen dos animais para diagndéstico
gestacional e concluiram que essas medidas aumentam a precisdo do exame. Apesar
do resultado, o jejum néo faz parte da metodologia dos demais trabalhos avaliados e
pode-se creditar a melhora na qualidade das imagens, a elevacédo do abdémen. Para
adequada exequibilidade séo recomendados o transdutor linear - proprio para a via
transretal - (Garcia, 1993) e linear ou convexo — proprio para a via transabdominal -
(Jones et al. 2016).

Ultrassonografia “Doppler”
O efeito “Doppler” foi descrito primeiramente por Christian Johann Doppler em

1842 (Kawakama et al. 1993) e, atualmente tem sido amplamente utilizado na
avaliacdo ultrassonografica de parametros relacionados ao fluxo sanguineo e
vascularizagédo (Feliciano et al. 2013). Em 1974, Barber et al. descreveram pela
primeira vez o uso do modo B em tempo real em conjunto com o “Doppler”, chamando
de “Duplex Scanner” o seu equipamento, o que pode ser considerado um marco para

a ultrassonografia.
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A fim de avaliar a aplicabilidade do modo “Doppler” Colorido para o diagnostico
precoce de gestacdo, Braganca et al. (2016) avaliaram o fluxo sanguineo ovariano
como sugerido por Figueira et al. (2015) e concluiram que aos 12 dias apos a
cobertura a precisdo do diagnostico gestacional foi de 85% devido ao aumento do
fluxo sanguineo.

Esta tecnologia foi usada por Acharya et al. (2007) para medir o volume de fluxo
sanguineo na artéria uterina em ovelhas prenhes, como modelo de estudo para
humanos, a fim de investigar a correlacdo entre os valores calculados e os observados
por meio de afericdo direta no final da gestacdo e concluiram que houve alta
correlacdo (R=0,76; P<0,0001) entre os métodos, obtendo variacdo de 90 a 800
mL/min para afericdo direta e 110 a 900 mL/min para o calculo feito com uso do
“Doppler”.

Beltrame et al. (2017) obtiveram valores para varios parametros “Doppler” das
artérias uterinas esquerda e direita em ovelhas, contribuindo para o entendimento das
caracteristicas do fluxo sanguineo ao longo da gestacdo. Apés dividirem a gestacao
em tercos, observaram aumento nos valores de velocidade de pico sistolico,
velocidade diastdlica final, velocidade maxima e velocidade média conforme a
gestacdo avancava.

Elmetwally e Bollwein (2016) avaliaram o fluxo sanguineo da artéria uterina
ipsilateral ao corno gravidico na 20® semana gestacional e a cada trés dias, a partir do
dia do parto, durante quatro semanas e notaram reducdo no diametro da artéria
uterina e também correlacao positiva (P<0,05) entre volume sanguineo e diametro da
artéria uterina, aceleracdo do fluxo sanguineo e velocidade média do fluxo: (r=0,62),

(r=0,32) e (p=0,51) respectivamente. Os autores ainda ressaltam que € um estudo
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inovador que determina valores de referéncia para a espécie ovina durante o final da
gestacao e o puerperio.

Existe interesse na compreenséo da fisiologia dos ovarios de ovelhas prenhes.
Estudando a funcéo luteal, Figueira et al. (2015) avaliaram a vascularizacdo dos
corpos luteos em ovelhas Santa Inés e concluiram que houve correlacdo entre as
concentracbes de progesterona e a area vascularizada (r=0,48; p<0,05). As
concentracbes aumentaram acompanhando o aumento da area vascularizada. O
mesmo nao ocorreu com as concentracdes do referido horménio e a area
vascularizada apos lutedlise. Neste momento o0s niveis de progesterona diminuiram
mais rapidamente do que a area vascularizada do corpo luteo.

Elastografia
E uma tecnologia relativamente nova que cria imagens da “dureza” dos tecidos,

como um aprimoramento da técnica de palpacao, porém, fornece melhor informacéo
sobre localizacdo espacial e é menos subjetiva (Garra, 2015). Em Medicina
Veterinaria, ja foi utilizada na avaliacédo de rins, baco e figado de cdes (Holdsworth et
al. 2014). Os autores relatam que a profundidade dos 6rgéos avaliados, 0 peso e 0
sexo dos animais influenciam os valores obtidos.

A elastografia foi utilizada por Peralta et al. (2015) para estudar o
amadurecimento da cérvix de ovelhas com parto induzido pela administracdo de 8mL
de dexametasona. Por meio da elastografia “Shear Wave”, avaliaram a consisténcia
do segundo anel cervical e constataram que de quatro a cinco horas apds a injecao,
houve reducédo de rigidez. Concluiram que esta tecnologia pode ser utilizada para
identificar partos prematuros com antecedéncia.

Em estudo pioneiro, Silva (2017) avaliou a rigidez de placenténios, pulmdes,

figado e rins de fetos ovinos por meio da elastografia “Acoustic Radiation Force
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Impulse” (ARFI) a partir da 10* semana gestacional até o parto. Determinando que, a
velocidade de cisalhamento renal e dos placentbnios se mantém constantes durante
a gestacdo (P= 0,076 e 0,34, respectivamente) enquanto a mesma velocidade dos
pulmdes e figado fetal variaram com relacdo ao tempo gestacional (P < 0,001) e
estiveram correlacionadas com a idade gestacional (R2 = 0,80). Entre a 162 e a 352
semana, a velocidade de cisalhamento pulmonar decaiu gradativamente enquanto a
do figado aumentou a partir da 14 semana, com valor maximo registrado na dltima
semana gestacional. Neste estudo, a elastografia ARFI, permitiu identificar os padrdes
de rigidez e provavelmente pdde estimar o desenvolvimento e maturidade organica
fetal.

Considerac0es finais
Os resultados de pesquisas mais antigas acerca do diagndéstico gestacional de

ovelhas sdo similares aos de pesquisas mais recentes, o que permite inferir que se
pode obter o diagndstico gestacional com seguranca por volta do 20° dia de gestacéao,
guando se observa acumulo de liquido no Utero e presenca de embrido, sendo os
batimentos cardiacos observados entre os 20 e 30 dias. Quanto a biometria fetal,
apesar de diferencas entre racas e periodos gestacionais avaliados, o diametro
biparietal, o comprimento cranio caudal, o comprimento do metacarpo e a
circunferéncia abdominal parecem ser as medidas mais aplicaveis a determinacao da
idade gestacional. A tecnologia “Doppler”’ é bastante utilizada em ovelhas, sendo
muito Gtil no acompanhamento e estudo gestacionais nessa espécie e a elastografia
€ uma técnica promissora na avaliacdo do desenvolvimento e maturidade fetal em

ovinos, ainda que como modelo experimental.
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2. CAPITULO 2 - Ultrassonografia modo B e parAmetros ecobiométricos para
estudo do desenvolvimento embrionario/fetal em ovinos

Resumo. Objetivou-se avaliar o desenvolvimento materno-fetal durante a gestacao
fisiol6égica de ovelhas por meio da ultrassonografia modo B e desenvolver formulas
para predicdo de idade gestacional. Trinta ovelhas Santa Inés foram selecionadas
para o estudo. Foram realizados exames ultrassonograficos semanais desde a 32 até
a 212 semana gestacional durante toda a gestacdo. Para a analise estatistica,
realizou-se teste de Shapiro para normalidade, com medidas reais ou transformadas
correlacionadas com as semanas gestacionais pelo teste de Spearman. Quando
significativo, foram testados os ajustes dos parametros e semanas gestacionais a
modelos de regressdo. Foi utilizado nivel de significancia de 5% e os resultados
apresentados como médiatDP (desvio padrdo). Foram avaliados diametros da
vesicula gestacional (VG), abdominal (DA), toracico (DT), biparietal (DBP), da 6rbita
ocular (OO) e dos placentbnios (PL), além dos comprimentos craniocaudal (CC), da
nuca ao focinho (NF), da escapula (ESCA), do umero (UME), do radio (RD), do
metacarpo (MCAR), do fémur (FEM), da tibia (TI), do metatarso (MTAR) e dos rins
(RIM); mensuracdo da frequéncia cardiaca (FC em bat/min) obtida por meio do
“Doppler” Pulsado e as medidas de comprimento da base ao apice do coragao
(CCOR) e de largura da parede esquerda a direita na regido mais proxima a base
(LCOR). Os maiores coeficientes de determinacao (R?) foram obtidos para o diametro
biparietal foi de 96,5% e para 0 metacarpo de 93%. O diametro abdominal apresentou
91,7% e a largura do coracao 90,2%. Estes ultimos podem ser usados para estimar o
periodo gestacional com precisdo comparavel da 42 a 212 semana, permitindo que o
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Médico Veterinario faca inferéncias quanto a normalidade do desenvolvimento da
gestacdo. As avaliacbes ultrassonograficas permitiram acompanhar o
desenvolvimento gestacional nas ovelhas, obtendo-se resultados com alta correlacdo
com o desenvolvimento das estruturas materno-fetais, que podem ser utilizados como
valores de referéncia para o acompanhamento gestacional e deteccdo de
anormalidades no desenvolvimento dos tecidos avaliados.

Palavras-chave: ultrassonografia, gestagéo, desenvolvimento, ovinos.

Introducéo
O diagnostico gestacional, determinacdo da viabilidade fetal e estimativa do

tempo de gestacao sao fatores importantes na producéo e pesquisa com ovinos, uma
vez que permitem o planejamento consciente do manejo destes animais e crescimento
do rebanho. Neste contexto, a ultrassonografia é considerada ferramenta diagnéstica
relevante no exame gestacional, pois permite que multiplas avaliacdes sejam feitas
durante todo o periodo gestacional (Valasi et al. 2017). Este fato torna possivel a
adequacao do manejo a qualquer tempo durante a gestacao.

A ultrassonografia comecou a ser aplicada para avaliacdo gestacional em
ovelhas no final da década de 60 (Lindhal, 1968; Fraser e Robertson, 1968) permitindo
diagnostico gestacional de forma acurada aos 65 dias. Um ano depois foi relatado que
0 exame transretal utilizando “Doppler” (Lindhal, 1968) resultava em diagndsticos mais
precisos. A técnica foi validada em 2111 ovelhas por Lindhal no ano de 1971
permitindo também a determinacgéo da viabilidade fetal, porém, ainda ndo era possivel
obter imagens que representassem o fluxo sanguineo. O mesmo autor em 1976,
utilizando um aparelho de ultrassonografia com uma tecnologia ainda rudimentar, que
conhecemos hoje como modo B, obteve 100% de deteccdo de prenhez em 251
ovelhas e 84% de acuracia para diferenciar gestacdes simples de multiplas.

Os aparelhos de ultrassom atuais tém tecnologia mais desenvolvida e
proporcionam imagens de melhor qualidade, sendo que os primeiros sinais de
gestacdo em ovelhas podem ser identificados a partir do 15° dia (Moraes et al. 2008),
porém, mesmo estudos mais antigos como o de Wilkins (1986) apresentaram
resultados semelhantes, identificando a gestacéo no 18° dia e batimentos cardiacos
no 24°.

O momento no qual se realiza a identificacdo ultrassonogréfica das estruturas

do embrido/feto ou suas divisbes anatdmicas, também pode ser utilizado como
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método que auxilia na determinacdo da idade gestacional, além de avaliar se o
desenvolvimento esta adequado, correlacionando viabilidade e saude do concepto.
Os estudos de Moraes et al. (2008) e Valasi et al. (2017), identificaram pela primeira
vez: liquido intrauterino entre o 14° e 21° dia, embrido entre 0 23° e 25° dia, batimento
cardiaco entre o0 25° e 26° dia entre outras observacoes.

Greenwood et al. (2002) avaliaram 32 ovelhas a cada 10 dias desde o 60° até
0 120° dia gestacional e definiram que o diametro biparietal (DBP) e o comprimento
do metacarpo (MCAR) permitem a estimativa precisa da idade gestacional em dias
(R2=95%). J4 Metodiev et al. (2012) estudaram ovelhas leiteiras entre o0 25° e 63° dia
gestacional, identificando correlacdo semelhante (r=0,93) para o DBP e para o
comprimento craniocaudal (r=0,84).

Tendo em vista a inconteste importancia do diagnéstico e acompanhamento
gestacional ultrassonografico e com base na limitada disponibilidade de estudos que
avaliem todo o periodo gestacional de ovinos, o objetivo deste estudo foi acompanhar
o desenvolvimento da gestacdo em ovelhas a fim de se obter dados que possam ser
utilizados como referéncia para avaliar a saude do embrido/feto ovino, além de obter

férmulas mateméticas para a estimativa da idade gestacional.

Materiais e métodos
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, SP, Brasil (protocolo n°® 11708-14).

Foram selecionadas 30 ovelhas Santa Inés, pluriparas, adultas (idade entre 2
e 5 anos) e com peso corporal de 45,4+4,3 kg, consideradas saudaveis apos avaliacao
de historico clinico (sem antecedentes moérbidos ou anormalidades reprodutivas),
exame clinico geral e normalidade ao exame hematoldgico.

Os animais eram procedentes do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reprodugao Animal, mantidos em aprisco, alimentados com silagem de
milho, racdo comercial e agua ad libitum. Trinta dias antes de iniciar o periodo
experimental os animais foram condicionados para a realizacdo de tricotomia da
regido abdominal e exames ultrassonogréficos transretal e transabdominal, uma vez

por semana, para minimizar o estresse induzido pelo manejo.
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Findado o condicionamento, os animais foram submetidos ao protocolo de
inducao do cio como citado por Souza et al. (2007) (Fig. 1). Um dia depois da retirada
do CIDR®, as fémeas foram alocadas por um periodo de dois dias com um carneiro
com eficiéncia reprodutiva comprovada. No peito do animal foi aplicada mistura de

Oleo de soja e corante (tinta xadrez), para permitir a identificacdo das fémeas cobertas.

Do ) D‘E D7 (B3]
CIDR® Pgf2a Retirada MN MN
(0,33g P4) (1mL) CIDR®
ECG
(300 UI)

Fig. 1. llustragéo de esquema do protocolo curto de sincronizagao de cio e monta natural para
ovinos.

O dia posterior a identificacdo da cobertura foi considerado como o 1° dia
gestacional e ao 21° dia foi realizada avaliacdo ultrassonografica transretal para o
diagnéstico gestacional. Caso resultasse positivo, as avaliacdes ultrassonograficas
semanais eram iniciadas imediatamente, com 0s animais em posi¢cao quadrupedal
mediante contensdo fisica. Os exames foram realizados com o equipamento
MyLab™30 VET (Esaote S.p.A., Genova, Liguria, Italia) transdutor linear (7,5 MHz)
por via transretal até a 82 semana de gestacdo. A partir da 92 e até a semana que
antecedeu o parto, foi utilizado transdutor linear (7,5 MHz) por via transabdominal.

Ao exame ultrassonografico realizou-se varredura em cortes longitudinais e
transversais objetivando a identificacdo do Utero, placentbnios e as estruturas
embrionarias ou fetais: vesicula gestacional, abdome, torax, cabeca, garupa, oOrbita
ocular, escapula, umero, radio, metacarpo, fémur, tibia, metatarso, rins, coracao,
pulmao, figado, intestino e camaras gastricas, além de quaisquer outras estruturas
materno-fetais que pudessem ser identificadas. Para todos os resultados
apresentados, considerar o periodo de 11 a 34 dias de gestacdo como embrionério
(Jainudeen e Hafez, 2000) e o periodo fetal tendo inicio aos 35 dias de gestacao
(Hafez e Hafez, 2000).

Uma vez localizadas as estruturas descritas, era registrada a idade gestacional

da primeira visibilizagdo e todas as imagens salvas no aparelho ultrassonogréfico,
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para que apo0s o exame fossem mensurados em mm: diametros da vesicula
gestacional (VG), abdominal (DA), toracico (DT), biparietal (DBP), da orbita ocular
(O0) e dos placentbnios (PL), além dos comprimentos craniocaudal (CC), da nuca ao
focinho (NF), da escapula (ESCA), do umero (UME), do radio (RD), do metacarpo
(MCAR), do fémur (FEM), da tibia (Tl), do metatarso (MTAR) e dos rins (RIM);
mensuracao da frequéncia cardiaca (FC em bat/min) obtida por meio do “Doppler’
Pulsado e as medidas de comprimento da base ao apice do coracdo (CCOR) e de
largura da parede esquerda a direita na regido mais proxima a base (LCOR).

Analise estatistica
Foi realizada com auxilio do software R-project (R® foundation for statistical

computing, Austria). Inicialmente foi testada a distribuicdo dos parametros (teste de
Shapiro). Posteriormente as medidas reais ou transformadas foram correlacionadas
com as semanas gestacionais pelo teste de Spearman. Quando significativo, foram
entdo testados os ajustes dos parametros e semanas gestacionais a modelos de
regressao (linear, quadratico e cubico). Para os parametros cuja andlise gréafica
apresentasse algum tipo de platd com relagdo ao tempo gestacional, foi realizada
analise de curvas ROI (receiver-operating characteristic) utilizando as semanas
gestacionais como referéncia para o calculo do ponto de corte, sensibilidade e
especificidade na predicdo das semanas gestacionais posteriores a dito plato. O nivel
de significancia foi definido em 5% para todos os testes e 0s resultados apresentados

como a médiaxDP (desvio padrao).

Resultados
Foram avaliadas 30 ovelhas, totalizando 22 gestagcOes simples, sete duplas e

uma tripla. Todas as gestacdes foram a termo, os partos ocorreram sem necessidade
de intervencédo e 39 borregos nasceram saudaveis.

A via transretal foi utilizada até a 82 semana de gestacao visto que o Utero se
encontra mais dorsal nesta fase de avaliacdo, estando mais proximo ao transdutor,
facilitando assim, a aquisicdo de imagens. Além disso, o abdome das ovelhas foi
posicionado sobre a perna do operador para que a distancia entre o Utero e o

transdutor fosse reduzida. A partir da 9° semana, foi utilizada a via transabdominal,
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em razdo do desconforto com o posicionamento descrito anteriormente e pelo fato do
Utero localizar-se mais préximo a parede abdominal devido ao aumento de peso.

A primeira avaliagéo foi realizada ao 21° dia de gestagdo (32 semana).
Constatou-se que nesta fase é possivel visibilizar o embrido, vesicula gestacional,
batimentos cardiacos e placenténios apesar de ndo apresentarem o tipico formato de
‘C’ ou ‘O’ (Fig. 2). O embrido apresenta-se como estrutura ecogénica em contato com
0 Utero e seu coragdo pode ser identificado como uma pequena regido do embrido
que apresenta rapida movimentacdo (batimentos cardiacos). Neste momento,

também é possivel medir o comprimento craniocaudal.

Fig. 2. Imagem ultrassonografica em modo B de Utero ovino com trés semanas de gestacao.
Embrido (circulo pontilhado) e tracado “Doppler” (setas). Arquivo pessoal. FCAV/UNESP,
2017.

Na 42 semana, em alguns animais € possivel medir o coracdo. Neste momento,
também foi possivel verificar a diferenciacdo entre abdome, térax, cabeca e tronco
(Fig. 3). A partir da 62 semana detectaram-se os rins em alguns fetos (Fig. 4) e fémuir,
amero, tibia, radio, metacarpo e metatarso também foram visibilizados. Na 72 semana
a vesicula gestacional e o comprimento craniocaudal ndo puderam mais ser
mensurados, devido ao aumento de tamanho do feto e as estruturas pulmonares

foram visibilizadas (Fig.4).
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Fig. 3. Imagem ultrassonografica em modo B de Gtero ovino com quatro semanas de
gestacdo. A: seta amarela: cabeca; seta branca: tronco; linha amarela: térax e linha branca:
abdémen. B: seta amarela: cabeca; seta branca: térax. Arquivo pessoal. FCAV/UNESP, 2017.

Fig. 4. Imagem ultrassonografica em modo B de Gtero ovino gravidico com seis semanas. A:
circulo pontilhado delimita o rim. Utero ovino gravidico com sete semanas. B: poligono delimita
os pulmdes. Arquivo pessoal. FCAV/UNESP, 2017.

Da 82 até a 152 semanas foi possivel realizar a biometria da maioria dos 6rgaos
propostos na metodologia. No entanto a partir da 132 semana foi dificil mensurar a
distancia da nuca ao focinho devido ao tamanho fetal e a partir da 16% semana a
identificacdo dos ossos também se tornou dificil ndo s6 pelo tamanho, mas também
pelas caracteristicas ultrassonograficas, posicionamento e movimentos fetais. A
dificuldade de se obter imagens satisfatérias que permitam a mensuracdo dos
parametros aumentou gradativamente com o avanco da gestagcado para a maioria das
estruturas avaliadas.

As semanas gestacionais nas quais foi possivel visibilizar e identificar pela
primeira vez as estruturas anatbmicas materno-fetais pelo exame ultrassonografico

sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela. 1. Semana gestacional (SG) na qual foram visibilizadas pela primeira vez as
estruturas materno-fetais, em 30 ovelhas Santa Inés saudaveis, avaliadas
semanalmente (desde o 21° dia de gestacdo até a semana do parto) pela

ultrassonografia modo B.

*Exceto escapula

Estrutura SG Estrutura SG
Embrido 3 Movimentacao fetal 6
Placentonio 3 Ossos dos membros* 6
Batimentos cardiacos 3 Costelas 6
Vesicula gestacional 3 Membros proeminentes 6
Coracao 4 Focinho 6
Abdome 4 Pulméo 7
Cabeca 4 Cémaras estomacais 7
Diferenciacdo Cabeca/Tronco 4 Massa intestinal 8
Torax 4 Figado 8
Orbita ocular 5 Coluna vertebral 8
Cordao umbilical 5 Calices renais 11
Tubo neural 5 Alcas intestinais 12
Rins 6 Arvore brénquica 15

O periodo em que foi possivel a mensuracao de cada uma das estruturas, 0s
modelos de regressdo calculados para a estimativa da idade gestacional e o
coeficiente de determinacdo para cada um destes modelos encontram-se na Tabela
2. Todas as variaveis mensuradas apresentaram correlacdo significativa com as
semanas gestacionais (P<0,001 e r>0,500). Os parametros e modelos de regresséo
das variaveis que apresentaram coeficientes de determinacdo maiores que 90%

(R2>90%), assim como da FC, sdo apresentados na Figura 5.
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Tabela 2. Férmulas para determinacéo de idade gestacional em 30 ovelhas Santa
Inés saudaveis, avaliadas semanalmente (desde o 21° dia de gestacdo até a

semana do parto) pela ultrassonografia modo B.

SG: semana gestacional; R2: coeficiente de determinacéo; DBP: diametro biparietal;
MCAR: comprimento do metacarpo; DA: diametro abdominal; DT: diametro toracico;
RD: comprimento do radio; MTAR: comprimento do metatarso; LCOR: largura do
coracdo; FEM: comprimento do fémur; UME: comprimento do umero; NF: distancia
nuca-focinho; RIM: comprimento do rim; ESCA: comprimento da escapula; CCOR:
comprimento do coragcdo; TI: comprimento da tibia; OO: O6rbita ocular; CC:
comprimento do embrido/feto; PL: didmetro do placentdnio; VG: vesicula gestacional;
FC: frequéncia cardiaca. * Dificil mensuracédo. Das 180 medias esperadas, apenas 44
foram realizadas. # O comportamento desta variavel foi explicado por um modelo de
regressao cubico e nado linear como os demais parametros. Todas as variaveis foram

medidas em mm. Exceto a FC (bat/min).

Variavel SG R2 (%) Formula preditiva
DBP 4-17 96,5 SG =3,7+ 0,3 X DBP
MCAR 7-15 93,0 SG=70+0,2x MCAR
DA 4-21 91,7 S6=39+02xDA
DT 6-21 91,3 SG =4,8+0,2xDT
RD 7-18 91,2 SG6=71+02%xRD
MTAR 7-16 90,3 SG6=74+02xMTAR
LCOR 4-21 90,2 SG=49+05%XLCOR
FEM 7-16 89,0 S6=71+02XFEM
UME* 7-16 88,9 S6=72+02xUME
NF 6-14 88,7 SG =48+0,1xNF
RIM 7-20 88,0 SG =4,8+04XRIM
ESCA* 8-14 87,6 SG=72+03XESCA
CCOR 4-21 87,3 SG=51+04%xCCOR
TI 7-14 82,6 S6=72+02XxTI
(0]0) 6-14 81,8 SG=60+04x00

CcC 3-7 80,4 SG =2,65+011xCC




PL 3-8 71,6 SG=36+0,2xPL
VG 3-7 68,9 SG=31+01xVG
FC* 3-21 46,3 SG=-759+19 XxFC—0,01 x FC? + 0,00003 x FC?
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Fig. 5. Representacdo grafica do comportamento das variaveis que apresentaram
coeficientes de determinacéo maiores que 90% e da frequéncia cardiaca ao longo da
gestacao, avaliadas semanalmente por meio de ultrassonografia em 30 ovelhas Santa
Inés saudaveis. As linhas continuas correspondem ao modelo de regressao adaptado
a este parametro e as pontilhadas as bandas de previsdo a 95% de confianca. A)
Diametro Biparietal; B) Comprimento do Metacarpo; C) Diametro Abdominal; D)
Didmetro Toracico; E) Comprimento do Radio; F) Comprimento do Metatarso; G)
Largura cardiaca e H) Frequéncia cardiaca (bat/min).

Na andlise grafica do comportamento de FC, DBP e PL (Figura 6) foi possivel
determinar que esses parametros ndo apresentaram um comportamento
completamente linear durante os periodos nos quais foram mensuradas, por isso,
foram feitas as analises ROC para determinar se um valor de corte para cada uma
delas poderia indicar um periodo gestacional especifico. Assim, uma FC inferior a 144
bat/min permite indicar que a gestacdo se encontra na Ultima semana com uma
sensibilidade de 93%, especificidade de 95% e area sob a curva de 95%; um DBP
maior do que 47,4 mm indica que o periodo gestacional superou as 17 semanas com
sensibilidade de 100% e especificidade de 92,5% e area sob a curva de 97,2%; e um
didmetro do PL maior do que 22,3 mm sugere que a idade gestacional € maior que 9
semanas, com sensibilidade de 91,5%, especificidade de 80,7% e area sob a curva
de 92,6%.
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Fig. 6. Representacdo grafica da média e DP de: A) Frequéncia cardiaca (bat/min) e

B) Diametro biparietal (DBP, linha continua) e Diametro do Placenténio (PL, linha
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pontilhada). Avaliados semanalmente ao longo da gestacdo por meio de

ultrassonografia modo B em 30 ovelhas Santa Inés saudaveis.

Discusséo
Todos os parametros ultrassonogréaficos maternofetais mensurados mostraram

correlacdo significativa com as semanas gestacionais e permitem estimar a idade
gestacional com acuracia variavel e em diferentes periodos da gestacéo de ovelhas
Santa Inés. Dentre estes parametros, apenas o DA e a LCOR sdo mensuraveis desde
a 42 até a 212 semana gestacional e também permitem a estimativa mediante um
modelo de regressao linear (Tabela 2) com um coeficiente de determinacdo maior que
90%. Ou seja, estas duas variaveis, na maior parte da gestacédo, permitem estimar a
semana na qual o processo gestacional se encontra com apenas 10% de margem de
erro. Além disso, foi possivel determinar a semana gestacional na qual muitas
estruturas, 6rgaos e regides anatdbmicas materno-fetais de interesse para avaliacao
ultrassonografica gestacional sédo detectadas.

Segundo Carr et al. (2011) o DA, parece ser o parametro que melhor se
relaciona com crescimento fetal em ovinos (R?=82,5%) e esta conclusao corrobora
nossos resultados (R2=91,7%) se levamos em conta todo o periodo gestacional, ja
gue limitando os periodos de avaliacdo, este parametro seria o terceiro mais confiavel
entre as variaveis que estudamos. Esse resultado é equiparavel também ao relatado
por Barbera et al. (1995) entre a 82 e 192 semanas gestacionais.

Para Greenwood et al. (2002) e Metodiev et al. (2012) o DBP é o parametro
gque melhor estima a idade gestacional nesta espécie com coeficientes de
determinacdo de 95% e 83%, respetivamente. Nossos resultados efetivamente
acompanham as assertivas destes autores, pois o0 DBP resultou no maior coeficiente
de determinacédo da idade gestacional (R?=96%) entre as varaveis estudadas, mas é
aplicavel apenas entre a 42 e 172 semana gestacional, periodo em que é possivel
mensura-lo, o que acompanha o periodo de que os estudos supracitados avaliaram
(73-172 e 63-92 semanas gestacionais, respectivamente).

O MCAR também foi considerado um bom preditor da idade gestacional por
Greenwood et al. (2002) com coeficiente de determinacdo de 94%, similar ao que
encontramos neste estudo (R2=93%) e que ocupa o segundo lugar entre as variaveis

gue estudamos. Porém, esse parametro € confiavel apenas entre a 72 e 152 semana
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gestacional, quando é possivel identificar 0 0sso com seguranca, coincidindo com o
periodo gestacional que o citado autor avaliou.

Com coeficiente de determinacéo de 91,3%, o DT é o quarto parametro mais
confidvel entre as variaveis estudadas, sendo a sua acuricia bastante préxima da
resultante para o DA, porém deve-se ter em conta que o DT é apenas mensuravel
apos a 62 semana gestacional, tempo no qual as costelas tornam-se visiveis, o0 que
limita em duas semanas a aplicabilidade deste parametro em relacdo ao DA. Bulnes
et al. (1998) encontraram correlacdo de 96% para o DT.

A biometria do coracdo mostra-se bastante relevante para a estimativa da idade
gestacional com coeficientes de determinacdo de 90,2% para LCOR e 87,3 para
CCOR, ocupando o 7° e 13° lugares na escala de confiabilidade deste estudo. E
importante salientar que estes pardmetros sdo mensuraveis quase na totalidade do
processo gestacional (4% a 212 semana) e que sdo resultados inovadores nesta
espécie, pois em ruminantes apenas foram encontrados estudos em vacas (Lazim et
al., 2016) e mini-cabras (Kandiel et al., 2015) reportando coeficientes de determinacao
confidveis e similares aos encontrados no presente estudo (Rz=97% e 95%,
respetivamente) para a LCOR, que ainda, para mini-cabras foi descrito como mais
confiavel do que a CCOR (R2=93%).

Fémur e tibia apresentaram coeficientes de determinacdo de 89% e 82,6% e
foram visiveis da 72 a 162 e da 72 a 142 semanas, respectivamente. Esses resultados
sao mais relevantes do que os reportados por Barbera et al. (1995) que relataram que
o FEM obteve coeficientes de determinacéo de 43,5% e a tibia de 60,4% entre 82 até
a 192 SG e menos acurados do que os relatados por James et al. (2015) para o fémur
(R?=98,7%) entre a 5% a 162 semanas. Consideramos essas mensuracdes pouco
aplicaveis para determinar a idade gestacional, uma vez que a visibilizacdo dos 0ssos
é dificultada pelo crescimento e movimentacao fetais, além da ocorréncia de sombra
acustica, que dificulta e até impede a identificacdo apropriada destas estruturas e
podem explicar a variagcdo observada entre os estudos supracitados.

A NF resultou em coeficiente de determinacao de 88,7% para a estimativa da
idade gestacional entre a 62 e 142 semana, o0 comprimento craniocaudal 80,4% entre
a 32 e 72 semana e o diametro da orbita ocular 81,8% entre a 62 e 142 semana. Estes

parametros foram consideravelmente menos acurados para a estimativa da idade
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gestacional do que o descrito por Bulnes et al. (1998) nos mesmos periodos de
avaliacdo (R2=95%, 94%, 92%, respectivamente), com estas discrepancias podendo
ser resultantes da diferenca racial entre os animais estudados. Apesar do aceitavel
coeficiente de determinacdo destas variaveis, ndo € possivel a sua mensuragado
durante a maior parte do periodo gestacional, devido ao tamanho e movimentacao
fetais que dificultam a aquisicdo de imagens de qualidade, o que limita sua utilizacéo
como ferramenta para a estimativa da idade gestacional.

O rim foi mensuravel da 72 a 202 semana e apresentou acuracia moderada
(R2=88%) para estimar a idade gestacional. Bulnes et al. (1998) e Ali e Hayder (2007)
relataram resultados semelhantes aos nossos (R?=82,0% e 80,5%, respectivamente),
mas nao tracam comentarios quanto a aplicabilidade desta variavel, provavelmente
pela limitada eficAcia em comparacdo com outros parametros estudados assim como
demonstrado neste estudo. Para Carr et al. (2011) o célculo do volume renal tem
potencial para ser associado ao crescimento fetal.

O PL foi moderadamente confiavel (R2=71,6%) para estimar a idade
gestacional apenas entre a 32 e 82 semanas, apos esse periodo esta estrutura alcanca
didmetro maior de 22,3 mm e seu crescimento ndo se correlaciona mais com a idade
gestacional. Nota-se com o avanco da gestacdo, uma crescente dificuldade em se
visibilizar placenténios de maior tamanho. Outro fator a ser levado em conta na
avaliacdo dessa estrutura é a impossibilidade de se avaliar sempre o mesmo
placentbnio ao longo da gestacao, o que poderia resultar em uma andlise mais precisa
do desenvolvimento do mesmo. Estes achados corroboram os resultados expostos
por Bulnes et al. (1998) que descrevem grande variacdo no tamanho desta estrutura
entre a 52 e 132 semanas e de Doizé et al. (1997) que encontraram baixo coeficiente
de determinacao (R2=15,6%) entre o diametro do placentdnio e a idade gestacional
entre a 5 e 132 semanas.

Bulnes et al. (1998) obtiveram coeficiente de determinacdo de 76% para
estimar a idade gestacional com o VG entre a 32 e 52 semana gestacional. Este
resultado é préximo do obtido neste estudo (R?=68,9%) entre a 32 e 72 semana,
indicando que o VG nao é um parametro relevante na estimativa da idade gestacional,

como o0 é em outras espécies domésticas como cées e gatos (Beccaglia et al., 2016).
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A FC apresentou correlacdo aceitavel com a idade gestacional (r=-0,65) e seu
comportamento durante a gestacao (32 a 212 semana) é explicado por um modelo de
regressao cubica (R2=46,3%), no qual a frequéncia se eleva gradativamente até a 82
semana para depois diminuir paulatinamente até a 212, este mesmo resultado foi
observado por Godfrey et al. (2010) entre a 32 e 102 semana gestacional obtendo um
coeficiente de determinacdo similar (R2=39%) para o modelo cubico. Apesar da FC
nao permitir a estimativa adequada da idade gestacional nesta espécie, como ja tinha
sido relatado por Moreno et al. (1996), esta variavel pode ser (til na avaliagdo da
viabilidade fetal e ainda indicativa de maturidade fetal, como inferido a partir do estudo
realizado por Unno et al. (1999). Estes autores elucidaram a funcéo do cortisol fetal
durante o periodo final da gestacdo (120° dia até o parto) e definiram este hormdnio
como o responsavel parcial pela ontogénica elevagcédo da pressao arterial e reflexa
reducdo da FC (de 178+2 bat/min no dia 120 para 143+2 bat/min no dia 140)
considerado fator necessario para a funcionalidade poés-natal do sistema
cardiovascular. Essas assertivas corroboram os resultados obtidos neste estudo, que
revelam valores inferiores a 144 bat/min como indicadores acurados (sensibilidade
93% e especificidade 95%) de que a gestacdo se encontra na ultima semana e
condizem com os reportados anteriormente para este periodo na espécie ovina
(Aiumlamai et al. 1992; Moreno et al. 1996).

O momento a partir do qual sao identificadas estruturas anatbmicas materno-
fetais como placent6nios, al¢cas intestinais fetais ou eventos relacionados a gestacdo
como a movimentacéao fetal, pode auxiliar tanto na estimativa da idade gestacional,
como na avaliacdo do desenvolvimento embrionario e fetal. Estes eventos ja tinham
sido descritos por Moraes et al. (2008) em ovelhas da raca Santa Inés entre 0 15° e
45° dia gestacional; e por Valasi et al. (2017) em ovelhas Chios-cross durante o
periodo gestacional inteiro. Os resultados destes autores sdo compativeis com nossas
observacbes, no entanto, nas condi¢cdes estudadas foi possivel identificar
placenténios, batimentos cardiacos e diferenciar a cabeca do tronco uma semana
antes do estipulado por eles (32 SG vs 42 SG); a cavidade toracica da abdominal foram
diferenciadas duas semanas antes (52 SG vs 32 SG); os rins cinco (112 SG vs 62 SG)
e os pulmdes oito semanas antes (152 SG vs 72 SG). A antecipacéo na identificagao

dos acontecimentos supracitados pode ser resultante da diferenca na qualidade de
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imagem dos equipamentos de ultrassom utilizados, bem como da técnica para a
obtencéo das imagens, frequéncia e periodo de avaliacao.

O comprimento da escapula e umero, apesar de resultarem em coeficientes de
determinacdo aceitaveis (88,9% e 87,6%, respectivamente), sdo parametros
tecnicamente dificeis de mensurar e o periodo no qual sdo aplicaveis € bastante
limitado. Além disso, ndo foram encontrados estudos prévios que avaliassem estas
medidas para a estimacao da idade gestacional ovina, tornando-as pouco relevantes
para este fim. Em espécies similares como caprinos, Rihab et al. (2012) e Lega et al.
(2007) definiram que o comprimento do Umero permite estimativa acurada (R?=95%)
da idade gestacional, enquanto o comprimento da escépula foi considerado parametro
limitado (R?=80,0%) para este fim, em comparagdo com outras variaveis.

O conhecimento sobre a fisiologia da gestacdo faz possivel o diagnéstico de
anormalidades, nesse sentido, os achados encontrados neste experimento se
constituem em importante padrao de avaliacdo gestacional e na tomada de decis6es
estratégicas acerca da producdo e possiveis interven¢des necessarias para a garantia
da saude das matrizes e das crias.

Variaveis com comportamento linear, além de serem Uteis para a estimativa da
idade gestacional, também podem ser usadas para averiguar se 0 desenvolvimento
fetal transcorre dentro da normalidade. Se estas variaveis apresentarem valores
menores ou maiores do que o esperado, conclui-se que pode haver anormalidades
que conduzem ao subdesenvolvimento ou malformacdes fetais. E o caso dos
diametros biparietal, abdominal, tordcico e comprimentos do metacarpo, radio,
metatarso e largura do coracdo. Devendo-se levar em conta os periodos nos quais as
variaveis sdo confiaveis para serem utilizadas. Destacam-se o diametro abdominal e

a largura cardiaca por serem mensuraveis desde a 32 até a 212 semana gestacional.

Concluséo

Todas as variaveis biométricas materno-fetais avaliadas mostraram correlagéo
significativa com o tempo de gestacéo, sendo as mais acuradas para a estimativa da
idade gestacional, o diametro biparietal e o comprimento do metacarpo. No entanto, a
avaliacdo desses parametros é possivel apenas da 42 a 172 semana gestacional,
enguanto que o diametro abdominal e a largura do coracao permitem uma estimativa

com precisao equiparavel e na maior parte do periodo gestacional (42 a 212 semana).
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Também foi possivel identificar estruturas antes do estipulado pela literatura, como
placentdnios, rins, pulmdes, além de batimentos cardiacos, e a diferenciacéo entre a
cabeca, o torax e 0 abdome. Estes resultados podem auxiliar na estimativa da idade
gestacional, na avaliacdo do desenvolvimento embrionario/fetal e na identificacédo de
alteracdes proprias deste processo fisiolégico em ovelhas Santa Inés. Destaca-se a
frequéncia de avaliacdo, que proporciona uma quantidade de dados que da mais
credibilidade aos calculos estatisticos e a simplicidade e precisdo das formulas

desenvolvidas neste estudo.
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3. CAPITULO 3 - Avaliacdo dos indices dopperfluxométricos de estruturas
materno-fetais em ovelhas gestantes

Resumo. O objetivo deste estudo foi avaliar o fluxo sanguineo das principais
estruturas materno-fetais da gestacédo fisiolégica de ovelhas por meio do Doppler
espectral durante todo periodo gestacional em ovelhas. Trinta ovelhas Santa Inés com
peso entre 45,4 + 4,3 kg e idade de 2 a 5 anos foram selecionadas. As avaliacdes
foram realizadas semanalmente da 32 até a 212 semana gestacional. Foram obtidas
as velocidades de pico sistolico (VPS), diastdlica final (VDF) e o indice de resisténcia
(IR) da artéria uterina, artérias ovarianas, aorta fetal e artéria umbilical e dos
placentdnios utilizando o Doppler espectral. Realizou-se a andlise de variancia e a
comparagcdo minima significativa das médias foi obtida pelo teste de BH com P
ajustado < 0,05. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo. Para a aorta
fetal foi observado aumento dos valores da VDF e reducdo da VPS e do IR ao longo
da gestacdo. Para a artéria uterina a VPS e a VDF ndo apresentaram variacao
significativa, ja o IR apresentou reducgdo na Ultima semana. Para os placentbnios, a
VDF e a VPS nédo apresentaram um padrao de comportamento. O IR apresentou maior
valor nas semanas iniciais e reducao a partir da 14 semana. Para a artéria umbilical
foram encontrados aumento dos valores da VDF ao longo da gestacdo. Para a
velocidade de pico sistélico ndo houve diferenca significativa, ja o IR foi reduzido no
final da gestacdo. Os indices das artérias ovarianas ndo apresentaram relevancia
estatistica. Observa-se de modo geral, aumento do fluxo sanguineo que coincide com
o avanco do desenvolvimento fetal. Espera-se que os resultados obtidos contribuam
para um entendimento mais completo acerca das mudancas hemodinamicas
decorrentes da gestacao.

Palavras chave: Ultrassonografia, Doppler, ovinos, materno fetal.
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Introducéo
E fundamental que o embridio/feto e estruturas relacionadas a gestacéo

recebam adequado aporte sanguineo e, para tal, diversas modificacbes (Sarafana et
al. 2007) envolvendo a hemodindmica do sistema circulatério ocorrem e sé&o
caracterizadas principalmente pelo aumento do débito cardiaco e diminuicdo na
resisténcia vascular sistémica (Hameed e Sklansky, 2007), visando garantir adequada
perfusdo uterina e desenvolvimento fetal (Eghbali et al. 2005; Blanco et al. 2008).

Para avaliagdo de parametros relacionados ao fluxo sanguineo e
vascularizacdo de diferentes tecidos do sistema reprodutor dos animais, a
ultrassonografia Doppler tem sido utilizada com sucesso (Feliciano et al. 2013), sendo
gue sua aplicabilidade foi testada e validade em pequenos ruminantes como um
método preditor de gestacdo, pela avaliacdo do fluxo sanguineo ovariano (Braganca
et al. 2016) com 100% de precisdo aos 17 dias de gestacdo, e em estudos
concernentes a vascularizacdo gestacional (Acharya et al. 2007; Elmetwally e
Bollwein, 2016; Beltrame et al. 2017).

Segundo Khong (2004), a perfusdo placentaria prejudicada, devido a
inadequada invasdo trofoblastica das artérias espirais, estd associada a pré-
eclampsia e a restricdo do crescimento fetal intrauterino. Por este motivo, Acharya et
al. (2007) ressaltam que o Doppler pode ser usado para identificar gestagcdes com
risco de desenvolver tais complicacbes. Esses autores mediram o volume do fluxo
sanguineo na artéria uterina durante a gestacdo de ovelhas e concluiram que as
velocidades absolutas desse fluxo refletem o volume do fluxo sanguineo
uteroplacentario em ovelhas prenhes.

Elmetwally e Bollwein, (2016) avaliaram o comportamento do fluxo sanguineo
na artéria uterina ipsilateral ao corno gravidico com o objetivo de avaliar a
aplicabilidade da tecnologia Doppler na avaliacdo gestacional de ovelhas. O resultado
demonstrou alteraces no decorrer da gestacdo. Os autores ressaltam ainda o
potencial para a predicdo da idade gestacional e possibilidade de se realizar
mapeamento do fluxo sanguineo, com aplicabilidade pratica na rotina obstétrica.

Em ovelhas sédo poucos os trabalhos que avaliam, durante todo o periodo
gestacional, o fluxo sanguineo nos vasos envolvidos neste processo e sabe-se que a
hemodinamica na gestacéo esta relacionada ao desenvolvimento embrionario/fetal,

portanto, objetivou-se obter os indices dopplerfluxométricos dos principais vasos
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envolvidos na gestacao de ovelhas avaliadas durante todo o periodo gestacional a fim
de se contribuir para o incremento do conhecimento acerca da fisiologia da gestacao

nesta especie.

Materiais e Métodos
Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, SP, Brasil (protocolo n® 11708-14). Foram selecionadas 30 ovelhas Santa
Inés, pluriparas, adultas, saudaveis (idade entre 2 e 5 anos) e com peso corporal
meédio de 45,4+4,3 kg.

Os animais eram procedentes do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reprodugao Animal, mantidos em aprisco, alimentados com silagem de
milho, racdo comercial e 4gua ad libitum. Trinta dias antes de iniciar o periodo
experimental os animais foram condicionados para a realizacdo de tricotomia da
regido abdominal e dos exames ultrassonograficos, para minimizar o estresse
induzido pelo manejo experimental.

Findado o condicionamento, os animais foram submetidos ao protocolo de
inducao do cio como citado por Souza et al. (2007) (Fig. 1). Apds 24 horas, as fémeas
foram alocadas por um periodo de dois dias com um carneiro com eficiéncia
reprodutiva comprovada. No peito do animal foi aplicada mistura de 6leo de soja e
corante (tinta xadrez), para permitir a identificacdo das fémeas cobertas.

Do D5 EI‘E o7 Da
CIDR® Pgf2a Retirada MN MN
(0,33g P4) (1mL) CIDR®
ECG
(300U

Figura 1. llustracdo de esquema do protocolo curto de sincronizacao de cio e monta
natural para ovinos.

O dia posterior a identificacdo da cobertura foi considerado como o 1° dia
gestacional e ao 21° dia foi realizada avaliagédo ultrassonografica utilizando-se o0 modo

B por via transretal para o diagnostico de gestacao, caracterizada pela visibilizacao
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da vesicula embrionaria com embrido em seu interior e avaliacdo de viabilidade fetal
por meio da identificacdo de batimentos cardiacos. O modo B também foi utilizado
para obter a localizacao aproximada dos vasos avaliados, que foi confirmada por meio
do Doppler em cores. Caso o diagnéstico de gestacdo fosse positivo, as avaliagdes
ultrassonograficas semanais eram iniciadas imediatamente, com 0s animais em
posicdo quadrupedal mediante contensao fisica.

A via transretal foi utilizada até a 8% semana de gestacédo visto que o Utero se
encontrou mais dorsal nesta fase de avaliagcdo, estando mais proximo ao transdutor,
facilitando assim, a aquisicdo de imagens. Além disso, o abdome das ovelhas foi
posicionado sobre a perna do operador para que a distancia entre o Utero e o
transdutor fosse reduzida. A partir da 9° semana, foi utilizada a via transabdominal
(adaptado de Elmetwally et al, 2016), em razdo do desconforto com o0 posicionamento
descrito anteriormente e pelo fato do uUtero localizar-se mais proximo a parede
abdominal devido ao aumento de peso. Foi nhecessario realizar a tricotomia abdominal
quando a via utilizada foi a transabdominal e com o avanc¢o da gestacao foi necessario
ampliar a area tricotomizada devido ao tamanho dos fetos que passaram a ocupar
grande parte da cavidade abdominal.

Os exames foram realizados com o equipamento MyLab™30 VET (Esaote
S.p.A., Genova, Liguria, Italia) transdutor linear (7,5 MHz) por via transretal até a 82
semana de gestacdo. A partir da 92 e até a semana que antecedeu o parto, foi utilizado
transdutor linear (7,5 MHz) por via transabdominal.

Apos a identificacdo dos vasos pelo Doppler em cores, um volume de amostra
(gate) teve seu tamanho ajustado (2+t4mm), dependendo do diametro dos vasos, e foi
posicionado na porgao central dos mesmos. Em seguida, foi acionado o Doppler
pulsado para a obtencdo do tracado espectral e indices vasculares. Um minimo de
trés ondas foi utilizado na avaliacdo. ApGs a correcao do angulo de insonacéo (maximo
de 60°) e com o tracado livre de artefatos, as imagens foram congeladas e realizou-
se analise da morfologia das ondas, sendo obtidos a velocidade de pico sistélico
(VPS), velocidade diastdlica final (VDF) e indice de resisténcia (IR = [VPS-VDF] /

VPS). Os indices foram determinados automaticamente (Feliciano et al. 2012).
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Foram avaliados semanalmente os seguintes vasos: artérias uterina (n = 299),
ovariana esquerda (n = 46) e direita (n = 64), umbilical (n = 311) e aorta fetal (n = 236)
além do fluxo sanguineo nos placenténios (n = 340).

A estatistica foi realizada utilizando-se o software R (R® foundation for
statistical computing, Austria) e de acordo com as recomendacdes de Chen e Peace
(2010) e de Avriva e Watson (2013). Foi feita a analise de variancia para medidas
repetidas no tempo com a aproximacao dos graus de liberdade de Satterthwaite, para
tal foi utilizado o pacote ImerTest (Kuznetsova et al. 2016) e a comparagdo minima
significativa das médias foi obtida pelo teste de BH (Benjamini e Hochberg,1995)

sendo considerada significativa para o p ajustado menor que 0,05 (p.adj < 0,05).

Resultados
Das 30 ovelhas avaliadas, 22 gestacOes foram simples, sete duplas e uma

tripla. Todas as gestacdes foram a termo, 0os partos ocorreram sem necessidade de
intervencao e 36 borregos nasceram saudaveis.

O condicionamento contribuiu para que 0s animais aceitassem ser manipulados
sem que isso Ihes causasse grande estresse, o que foi fundamental para que as
gestacdes ocorressem sem intercorréncias. A utilizacdo da via transabdominal a partir
da 92 semana foi fundamental devido a impossibilidade de se continuar as avaliacdes
pela via transretal. Isso trouxe dificuldade na localiza¢éo dos ovarios, motivo pelo qual
s6 ha dados referentes a estas estruturas até a 82 semana.

As imagens em corte transversal do feto facilitaram a avaliacdo da aorta fetal,
localizada ventral & coluna vertebral e caracterizada como estrutura circular com
presenca de fluxo sanguineo confirmada pelo Doppler colorido. Também foi possivel
localiza-la no corte transversal, porém, muitas vezes o equipamento encontrava
dificuldade em formar o tracado Doppler espectral.

A Tabela 1 mostra o periodo durante o qual foi possivel fazer a avaliacdo nas
artérias propostas. Para todos os graficos, considerar que letras diferentes
demonstram (P<0,005).

Tabela 1. Periodos gestacionais nos quais foi possivel avaliar ao Doppler espectral o
fluxo sanguineo de estruturas vasculares envolvidas na gestacao de 30 ovelhas Santa

Inés.
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Artérias Semanas Gestacionais
Ovariana 3-7

Uterina 3-21
Umbilical 4-21

Aorta Fetal 5-19
Placentbnio 5-21

Aorta fetal
Para aorta fetal, a velocidade diastdlica final apresentou valores menores nas

semanas iniciais, com maiores registros sendo feitos nas Ultimas semanas de
gestacao (Figura 3), velocidade de pico sistélico com maiores valores obtidos nas
semanas finais de gestacdo quando comparados as semanas iniciais (Figura 4) e
houve uma reducéo nos valores do indice de resisténcia ao longo da gestacao (Figura

5).

Velocidade Diastdlica Final da Aorta Fetal

ab

AOVDF (cm/s)

5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Semanas Gestacionais

Figura 3. Grafico da média * erro padrao da velocidade diastolica final da artéria aorta

de fetos ovinos da raga Santa Inés ao longo da gestacao.
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Velocidade de Pico Sistdlico da Aorta Fetal

ab

AOVPS (cm/s)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Semanas Gestacionais

Figura 4. Grafico da média + erro padrdo da velocidade de pico sistdlico da artéria

aorta de fetos ovinos da raca Santa Inés ao longo da gestacao.

indice de Resisténcia da Aorta Fetal

ab

bed

AQIR (adimencional)

5 8 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19
Semanas Gestacionais

Figura 5. Gréfico da média + erro padréo do indice de resisténcia da artéria aorta de

fetos ovinos da raca Santa Inés ao longo da gestacéo

Ovérios esquerdos
Para a velocidade diastdlica final e velocidade de pico sistdlico foi encontrada

diferenca apenas entre os valores obtidos nas semanas 4 e 6 (Figura 6). Ja a analise



43

no valor do indice no ultimo momento de

do indice de resisténcia, revelou reducao

avaliacao (Figura 7).

Velocidade de Pico Sistdlico do Ovério Esquerdo

a

OEVPS (cm/s)

3 a :
Semanas Gestacionais

Velocidade Diastoélica Final do Ovario Esquerdo

OEVDF (cm/s)

3 5
Semanas Gestacionais

Figura 6. Graficos mostrando médias + erro padrdo da velocidade diastélica final e

velocidade de pico sistdlico dos ovarios esquerdos de 30 ovelhas Santa Inés ao longo

da gestacéo.
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indice de Resisténcia do Ovario Esquerdo

a

OEIR (adimencional)

3 4 5 6
Semanas Gestacionais

Figura 7. Gréafico mostrando média + erro padrédo do indice de resisténcia dos ovarios
esquerdos de 30 ovelhas Santa Inés ao longo da gestacéo.

Ovarios direitos
N&o houve diferenca estatistica para as variaveis estudadas (Figura 8).

Velocidade de Pico Sistélico do Ovario Direito Velocidade Diastélica Final do Ovério Direito

ODVPS (cmvs)
ODVOF (cmis)

5 & 5 6
Semanas Gestacionais Semanas Gestacionais

indice de Resisténcia do Ovério Direito

ODIR (adimencional)

5 &
Semanas Gestacionals
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Figura 8. Graficos mostrando médias * erro padrdo da velocidade diastélica final,

velocidade de pico sistdlico e indice de resisténcia dos ovarios direitos de 30 ovelhas

Santa Inés ao longo da gestacéo.

Artéria uterina
A velocidade diastdlica final e a velocidade de pico sistolico da artéria uterina

nao apresentaram variacao significativa ao longo da gestacao (P<0,055) (Figura 9).
Ja o indice de resisténcia apresentou valores maiores nas semanas iniciais com

reducdo acentuada na ultima semana de gestacao (Figura 10).

Velocidade de Pico Sistdlico Artéria Uterina

MFVPS (cm/s)

8 9 10 1 14 18 16 17 18

Semanas Gestacionais

Velocidade Diastolica Final Artéria Uterina

MFVDF (cm/s)

8 9 10 1 12 13 14 15 16
Semanas Gestaclonais

Figura 9. Gréaficos mostrando médias + erro padrdo da velocidade diastdlica

final e do pico de velocidade sistolica da artéria uterina de 30 ovelhas Santa Inés ao

longo da gestacao.



46

indice de Resisténcia Artéria Uterina

MFIR (adimencional)

3 a 5 8 7 8 9 1 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21
Semanas Gestacionais

Figura 10. Grafico da média * erro padrdo do indice de resisténcia da artéria uterina
de 30 ovelhas Santa Inés ao longo da gestacéao.
Placenténios

A velocidade diastolica final e a velocidade de pico sistélico apresentaram
oscilagdes dos valores nas semanas em que foi possivel fazer as avaliagdes, ndo
apresentando um padrdo de comportamento (Figura 11). Observou-se reducédo no
indice de resisténcia (P<0,001), com acentuada reducdo a partir da 142 semana
(Figura 12).
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Velocidade de Pico Sistdlico do Placentonio

PVPS (cm/s)

6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semanas Gestacionais

Velocidade Diastélica Final do Placenténio

a

PVDF (cm/s)

6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2
Semanas Gestacionais

Figura 11. Gréfico da média + erro padrdo da velocidade diastdlica final, velocidade

de pico sistdlico e indice de resisténcia de placentdnios de 30 ovelhas Santa Inés

durante a gestacéo.

indice de Resisténcia do Placentdnio

abcde

PIR (adimencional)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semanas Gestacionais
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Figura 12. Gréafico da média + erro padréo do indice de resisténcia de placentdnios

de 30 ovelhas Santa Inés durante a gestacéo.

Artéria umbilical
Foi observado aumento da velocidade diastdlica final com o avanco da

gestacdo (P<0,001). Para a velocidade de pico sistélico ndo houve diferenca
significativa (P<0,1) (Figura 13). O indice de resisténcia apresentou diferenca
significativa (P<0,001) tendo sido registrados os maiores valores nas semanas iniciais,

com evidente reducao a partir da 102 semana (Figura 14).

Velocidade Diastdlica Final da Artéria Umbilical

UBVDF (cms)

11 12 13 14 15

4 5 6 7 8 9 10
Semanas Gestacionais

Velocidade de Pico Sistélico da Artéria Umbilical

UBVPS (cm/s)

4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semanas Gestacicnais

Figura 13. Grafico da média + erro padrdo da velocidade de pico sistélico e

velocidade diastodlica final da artéria umbilical em fetos ovinos da raga Santa Inés

medido por meio da ultrassonografia Doppler.
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indice de Resisténcia da Artéria Umbilical

UBIR (adimencional)

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semanas Gestacionais

Figura 14. Gréafico de médias + erro padrédo do indice de resisténcia da artéria
umbilical em fetos ovinos da raga Santa Inés medido por meio da ultrassonografia

Doppler.

Discusséo
Como observado por Reynolds et al. (1986), as alteracdes no fluxo sanguineo

observadas no presente estudo sdo esperadas e decorrem de modificacdes
fisiolégicas nos vasos sanguineos relacionadas ao processo gestacional devido a
crescente demanda nutricional dos fetos e crescimento placentario. As alteracdes
envolvem incremento no volume sanguineo e reducdo do indice de resisténcia e
também sdo consequéncia do aumento do didmetro dos vasos (Ousey et al. 2012).
indices de resisténcia elevados estariam relacionados a retardo no crescimento fetal
em mulheres (Ogueh et al. 2011).

Existem poucos trabalhos que avaliam os indices vasculares em ovelhas
durante a gestacao. Os de Elmetwally, Rohn e Meinecke-Tillmann (2016) e Beltrame
et al. (2017) séo talvez os Unicos ja publicados com esse intuito. Esses autores
avaliaram o fluxo sanguineo na artéria uterina, porém, falta informacéo a respeito de
outros vasos relacionados a gestacao como artéria umbilical, artéria aorta fetal, artéria
ovariana e circulagdo sanguinea nos placenténios. O conhecimento a respeito do fluxo

sanguineo nesses vasos pode contribuir para um entendimento mais completo acerca
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da hemodinamica gestacional fisiologica em ovelhas, o que confere singular
importancia para este estudo e seus resultados.

Em relacdo a artéria uterina, nao foi identificada diferenca para VPS e VDF.
Houve apenas reducdo no indice de resisténcia na ultima semana gestacional.
Beltrame et al. (2017) perceberam aumento da velocidade de pico sistélico e da
velocidade diastolica final e reducdo nos valores do indice de resisténcia. A artéria
uterina foi avaliada em nosso estudo utilizando-se a via transretal até a 82 semana de
gestacao, a partir dai foi utilizada a via transabdominal. No periodo em que a via
utilizada coincide entre os dois trabalhos (até a 82 semana) os autores citados também
nao observaram diferenca significativa nos indices avaliados.

Elmetwally, Rohn e Meinecke-Tillmann (2016) utilizaram a via transretal até a
142 semana gestacional e apds esse periodo, a via transabdominal, metodologia
semelhante a utilizada neste estudo e encontraram reducdo no indice de resisténcia
e aumento da velocidade de pico sistdlico ao longo da gestacdo. As alteracdes
parecem ser mais evidentes a partir da 62 semana gestacional, sendo que a
velocidade de pico sistélico apresentou aumento significativo na 82 semana. Essas
mudancas sao explicadas pelo crescimento do feto e desenvolvimento placentério,
gue aumentam a necessidade de um maior aporte sanguineo (Fowden et al. 2006).

A reducéo no indice de resisténcia encontrada neste estudo esta de acordo
com resultados encontrados pelos autores supracitados e considerando-se as
alteracdes fisioldgicas esperadas, foi a Unica variavel que refletiu o que se espera
como consequéncia das adaptacdes necesséarias ao desenvolvimento normal da
gestacdo e o fato de a reducdo do indice ser acentuada na ultima semana, pode
indicar que o IR tem relacdo com a proximidade do parto.

No estudo da artéria umbilical, com excecédo da velocidade de pico sistélico, as
alteracdes observadas na velocidade diastélica final e no indice de resisténcia séao
condizentes com as observadas por Beltrame et al. (2017) e Elmetwally, Rohn e
Meinecke-Tillmann (2016) na artéria uterina e sdo explicadas pela crescente
necessidade de um maior aporte sanguineo para o feto em desenvolvimento.

Como relatado por Riesen et al. (2002), o aumento na velocidade diastélica tem
como consequéncia o aumento do fluxo sanguineo e reducéo do indice de resisténcia.

O que também se aplica a artéria umbilical segundo Serin et al. (2010). Estes autores
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também relatam que encontraram reducao acentuada no indice de resisténcia a partir
do 85° dia de gestacéao (132 semana) em cabras. O mesmo foi observado neste estudo
(Figura 14). Também relatam que um segundo momento de reducdo do indice
acontece no dia 130 (192 semana gestacional). O mesmo s6 foi observado neste
estudo na ultima semana de gestacdo e essa reducdo pode estar relacionada a
proximidade do parto, como parece ocorrer em cadelas segundo (Giannico et al.
2015).

Em Medicina Humana o fluxo sanguineo na aorta fetal vem sendo estudado,
pelo menos, desde os anos 80. Foi reportado que a auséncia de fluxo diastdlico na
aorta fetal estd relacionada a retardo no desenvolvimento fetal, além de estar
relacionada a predicdo de doencas nos neonatos (Hackett et al. 1987). O fluxo
sanguineo na aorta fetal também foi avaliado em mulheres com hipertenséo e foram
observadas alteracbes na velocidade diastdlica final e em alguns pacientes, na
velocidade de pico sistolico, que podem ser relacionadas a este problema (Cameron
et al. 1988).

Neste estudo foram observados, com o0 avanco da gestacdo, aumento da
velocidade diastdlica final, reducéo do indice de resisténcia e da velocidade de pico
sistélico. As alteracBes no indice de resisténcia e na velocidade diastélica final sdo um
indicio de que o fluxo sanguineo esta sendo facilitado, isso pode significar que o feto
se torna cada vez menos dependente da circulacdo materna e a aorta fetal passa a
assumir importancia cada vez maior na circulacdo sanguinea fetal.

Como relatado por Reynolds et al. (2005) ha aumento da vascularizacao
placentaria ao longo da gestacdo em ovinos devido a aumentos tanto no nimero
guanto na densidade superficial dos capilares, particularmente na porcéo fetal dos
placentbnios. Os autores também apontam que essas mudancas sdo acompanhadas
por um aumento exponencial no fluxo sanguineo umbilical e uterino e pela expressao
placentaria aumentada do fator de crescimento vascular endotelial e seu receptor.

A restricdo do fluxo sanguineo nos cotilédones, que resulta em aumento de
resisténcia, causou alteracbes no fluxo sanguineo da artéria umbilical em ovelhas
(Adamson et al. 1990). Estes autores sugerem que existe alta correlacao entre a

circulacdo sanguinea da artéria umbilical e dos cotilédones, com o aumento da
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resisténcia nos cotilédones, causando reducao da velocidade diastélica, chegando a
eliminar este indice da onda do cordao umbilical.

Neste estudo foi observada reducéo do indice de resisténcia nos placentonios
e aumento da velocidade diastolica na artéria umbilical. Como foram avaliadas
somente gestacbes normais e esse resultado difere do encontrado pelos autores
supracitados, que induziram o aumento de resisténcia nos cotilédones, sugere-se que
existe correlacdo entre a circulagdo sanguinea nesses vasos. Também, a reducao da
resisténcia nos vasos dos placentbnios pode ser uma resposta a maior necessidade
de troca sanguinea entre ovelha e feto, dado o acelerado ritmo de desenvolvimento
deste no terco final de gestacéo.

Neste estudo o periodo de detecgdo dos ovarios foi limitado (Figuras 6 e 7).
Isso se deu pela crescente dificuldade de localizacao dos ovérios devido ao aumento
de tamanho do Utero e do feto. De fato, os ovarios somente foram detectados até a 72
semana gestacional, enquanto as avaliagdes foram feitas pela via transretal (até a 82

semana). Também ndo houve relevancia estatistica nos resultados encontrados.

Concluséo
O estudo do fluxo sanguineo em vasos envolvidos na gestacdo de ovelhas,

além da artéria uterina, e com frequéncia semanal foi importante para que se obtivesse
um quadro mais completo das alteragbes hemodindmicas decorrentes desse
processo. Espera-se que os resultados obtidos contribuam para um entendimento

mais amplo acerca das mudancas hemodinamicas decorrentes da gestacao.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A precocidade do diagndstico gestacional é desejavel por permitir adequacdes
de manejo do rebanho. Apesar do desenvolvimento tecnoldgico, ndo ha diferenca
relevante entre os resultados de pesquisas mais antigas e mais recentes com este
objetivo. Podendo-se concluir que pode ser obtido aos 20 dias de gestacao, quando &
possivel visibilizar liquido no interior do Utero e embrido aderido a parede uterina.
Também a viabilidade embrionaria pode ser obtida nesse momento, com a

observacéo de batimentos cardiacos.

Foi possivel visibilizar placentdnios, rins, pulmdes, além de batimentos
cardiacos, e a diferenciagdo entre cabeca, torax e abdome antes do estipulado pela
literatura. Também destacam-se o diametro abdominal e a largura do coragéo, que
podem ser mensurados durante a maior parte da gestacao e tem alta correlacdo com
o0 tempo de gestacdo. A ultima, sendo descrita pela primeira vez neste estudo. A
frequéncia cardiaca merece destaque ja que valores inferiores a 144 bat/min podem
indicar que a gestagdo se encontra na Ultima semana. Até 0 momento ndo se tem

conhecimento de pesquisas relacionando essa variavel ao tempo de gestacao.

Com o modo Doppler, foi possivel obter um panorama das alteracdes
hemodindmicas que ocorrem como consequéncia do desenvolvimento gestacional,
principalmente pela necessidade de maior aporte sanguineo necessério ao bom
desenvolvimento fetal. Os resultado obtidos acrescentam informacao relevante para
o entendimento da circulacdo sanguinea nos vasos mais relevantes para 0 processo

gestacional.

Com maior conhecimento acerca do desenvolvimento fetal fisiolégico ovino,
tém-se a base de comparacdo que torna possivel diagnosticar anormalidades do
desenvolvimento. Os achados obtidos nesta pesquisa podem auxiliar o Médico
Veterinario de campo na rotina obstétrica. Constituem-se em ferramentas praticas
para a avaliacdo da gestacdo e do desenvolvimento embrionério/fetal em ovelhas,
também é relevante o fato desses animais serem usados como modelo experimental
para a medicina humana, fato que torna importante o conhecimento acerca da

fisiologia da gestacdo em ovelhas.



