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ULTRASSONOGRAFIA MODO B E ELASTOGRAFIA ACOUSTIC RADIATION
FORCE IMPULSE (ARFI) DE TECIDOS MATERNO FETAIS DURANTE A
GESTACAO EM OVINOS

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a rigidez de tecidos materno
fetais em ovinos a partir da décima semana de gestacado, por meio da elastografia
ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse), determinando padrdées qualitativos e
guantitativos, com o intuito de verificar a aplicabilidade da técnica elastografica no
estudo do desenvolvimento desses tecidos. Foram avaliadas 24 ovelhas multiparas,
com peso entre 40 e 60 quilos e idade entre 2 e 5 anos, da raca Santa Inés. Apos a
realizacdo de exames prévios e verificada a higidez dos animais, estes foram
submetidos a um protocolo de sincronizacdo de estro seguido da monta natural.
Quando confirmada a prenhez, foram submetidos aos exames ultrassonografico
convencional e elastografia (método ARFI quantitativo e qualitativo) do tecido
pulmonar, hepético, renal e placentdnios, com a utilizacdo do aparelho
ultrassonografico ACUSON S2000/SIEMENS e softwares especificos. Os exames
foram realizados semanalmente, a partir da décima semana gestacional (64 a 70
dias) até a semana da paricdo, sendo verificados os achados sonograficos destes
tecidos, velocidade de cisalhamento (avaliacdo elastogréfica quantitativa) e suas
caracteristicas de rigidez (avaliacdo elastografica qualitativa). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e se utilizou nivel de significancia de 5%
para todos os testes realizados. Os animais ndo apresentaram quaisquer alteracdes
clinicas e obstétricas durante o periodo gestacional e parto. Os neonatos
apresentaram-se saudaveis e normais. A elastografia ARFI foi realizada de forma
consistente e sem qualquer dificuldade. A elastografia qualitativa de todos os tecidos
ndo se apresentou deforméavel, demonstrando imagem homogénea. A avaliacéo
guantitativa, as velocidades de cisalhamento pulmonar (95% CI = 0.70 a 0.62 m/s) e
hepatica (95% IC = 0,79 a 0,96 m/s) variaram ao longo das semanas gestacionais (p
< 0,001), enquanto as velocidades renal (95% IC = 1,53 a 1,36 m/s) e do placenténio
(95% IC = 2,34 a 2,28 m/s) ndo apresentaram diferenca (p = 0,076 e 0,34
respetivamente). A elastografia ARFI demostrou ser uma técnica pratica e segura
para a avalicdo do binbmio materno-fetal, permitindo identificar os padrdes de rigidez
do placentdnio, pulmao, figado e rim fetais; apresentando correlagdo com o
desenvolvimento gestacional das ovelhas por meio dos resultados da velocidade de
cisalhamento dos tecidos pulmonares e hepaticos. Sugere-se que este método pode
ser utilizado para estudos fisiolégicos e patoldgicos na gestacdo de diversas
espécies mamiferas.

Palavras-chave: Santa Inés, avaliagao gestacional, maturidade fetal.



B-MODE ULTRASSONOGRAPHY AND ACOUSTIC RADIATION FORCE
IMPULSE (ARFI) ELASTOGRAPHY OF MATERNAL-FETAL TISSUES DURING
PREGNANCY IN OVINES

ABSTRACT — The aim of this study was to evaluate the stiffness of maternal
fetal tissues of ovines from the tenth week of gestation, using elastography ARFI
(Acoustic Radiation Force Impulse), with the purpose of verifying the applicability of
the elastographic technique in the study of the development of these tissues
throughout the gestational period. Twenty - four multiparous ewes, weighing between
40 and 60 kilos and age between 2 and 5 years, of the Santa Inés breed were
evaluated. After conducting preliminary exams and checked the healthiness of the
animals, these were submitted to an estrus synchronization protocol and natural
mating. When the pregnancy was confirmed, they were submitted to the conventional
ultrasound examinations and elastography (quantitative and qualitative method ARFI)
with the use of the ultrasound equipment ACUSON S2000 / SIEMENS and specific
software. The exams were performed weekly, from the 10th gestational week (64 to
70 days) until the week of parturition and the shear wave velocity (quantitative
elastographic evaluation) and stiffness characteristics were verified (Qualitative
elastographic evaluation).The experimental lineation was completely randomized and
used 5% significance level for all tests. The animals did not present any clinical and
obstetric alterations during pregnancy and birth. The newborns presented themselves
healthy and normal. ARFI elastography was performed consistently and without any
difficulty. Qualitative elastography did not appear deformable, demonstrating
homogeneous image. For quantitative evaluation, pulmonar (95% CI = 0.70 to 0.62
m/s) and hepatic (95% CI = 0.79 to 0.96 m/s) shear waves velocities varied over the
gestational weeks (P <0.001), whereas renal (95% ClI = 1.53 a 1.36 m/s) and
placentomes velocities (95% CI = 2.34 to 2.28 m/s) did not present difference (p =
0.076 and 0.34 respectively). ARFI-elastography has shown to be an applicable and
safe technique for placentomes, pulmonary, renal and hepatic fetal tissues stiffness
evaluation in ovine experimental model. Enabled qualitative and quantitative tissues
elastographic characterization, and allowed to detect pulmonary and hepatic stiffness
modifications related with fetal development and gestational age. We suggest that
these results could be used as reference for pregnancy pathophysiological studies in
ovine and extrapolated for gestational researches in other mammal species.

Keywords: Santa Inés, gestational evaluation, fetal maturation.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao

O diagnostico intrauterino da maturacdo fetal e avaliacdo do
desenvolvimento das estruturas materno fetais sdo essenciais na tentativa de
instituir meios para deteccdo de intercorréncias durante a gestacao nos
animais, estabelecendo terapias pré-natais que aumentem as chances de
sobrevivéncia fetal (CANELLO et al., 2015).

Dada a importancia do acompanhamento gestacional, em medicina
avalia-se a maturidade pulmonar de individuos via exames ultrassonograficos,
por meio do estudo da ecotextura de tecidos fetais (PRAKASH et al., 2002) e
diagnostico de doencas pulmonares fetais (MOEGLIN et al., 2005).
Especificamente em ovinos, devido a impossibilidade de palpacédo retal, a
ultrassonografia fornece informacdes diagndsticas e de acompanhamento
obstétrico importantes (OLIVEIRA et al., 2014).

Entre as novas técnicas ultrassonogréficas, a elastografia comecou a ser
desenvolvida cerca de 20 anos atras, apresentando como principal objetivo
verificar a “dureza” tecidual, o que fornece uma informagado adicional e
clinicamente relevante na avaliacdo dos diferentes tecidos em humanos e
animais (GENNISSON et al., 2013). Consiste em uma avaliacéo da elasticidade
dos tecidos, permitindo uma espécie de “palpacao virtual” (QUARELLO et al.,
2016; FINK, 2013).

O uso da técnica elastogréfica na avaliagdo tecidual de conceptos ovinos
ainda ndo fora descrito em medicina veterinaria. Neste contexto, surge a
necessidade de se desenvolver estudos sobre reprodutibilidade, confiabilidade
e qualidade efetiva dos resultados dessa técnica para avaliacdo gestacional
dos animais de producédo, avaliando metodologias de realizacdo do exame e
implementando o método na pratica obstétrica em diversas espécies.

Espera-se que a avaliacao elastografica das estruturas materno fetais de
ovelhas gestantes possa contribuir para o estudo do desenvolvimento dos
conceptos, avaliagdo da maturidade gestacional e predicdo de um momento
ideal de parto para os animais. Especificamente, buscamos padronizar a

técnica elastografica qualitativa e quantitativa na avaliacdo do paréngquima



pulmonar, hepatico, rins fetais e placenténio de ovinos, determinando
caracteristicas de rigidez e valores de referéncia para velocidade de

cisalhamento desses tecidos.
2. Revisao de Literatura

2.1 Fisiologia da gestacdo em ovelhas

A gestacdao consiste no processo fisiolégico que se inicia na fecundacao
e se conduz até o momento do parto. O periodo médio de gestacdo da ovelha
€ de 150 dias, podendo sofrer variacbes de acordo com fatores nutricionais,
manejo, sanitério, idade da mée, numero de fetos, raca, dentre outros (HAFEZ;
HAFEZ, 2004).

Nos ovinos, o estabelecimento da prenhez se inicia com o estagio de
blastocisto e inclui a sinalizacdo do reconhecimento da gestacédo, implantacao
do concepto e placentacdo. O reconhecimento materno da prenhez é mediado
pelo interferon T, secretado pelo concepto entre os dias 12 e 13 da gestacdo
(TAVERNE; NOAKES, 2009). Para que se estabeleca e desenvolva uma
gestacdo devem ocorrer uma série de mudancas enddcrinas desencadeadas
por interagBes ocorridas entre o concepto e Utero materno (AISEN, 2008;
FTHENAKIS et al., 2012).

Em pequenos ruminantes o corpo luteo é mantido durante toda a
gestacao, entretanto, nas ovelhas a gestacdo € placenta-dependente, sendo
esta a fonte de progesterona responsavel pela manutencdo do processo
gestacional a partir da segunda metade da prenhez. A placenta atua no
intercambio entre o feto e a mae. Em ovelhas € do tipo cotiledonaria e a juncéo
dos cotilédones distribuidos no coério com as projecbes do endométrio
denominadas carunculas, formando os placentdnios. (AISEN, 2008; HYTTEL et
al., 2012).

O mecanismo antiluteolitico do interferon T baseia-se na estabilizacéo e
aumento gradativo dos receptores de progesterona, inibicdo da sintese
endometrial de receptores de estrégeno e ocitocina, o0 que leva a uma
interrupcdo da liberagédo pulsatil de PGF,,. A implantacdo do embrido se da

pela adesédo das células trofoblasticas mononucleares ao epitélio endometrial



do lumen e fusdo de células gigantes binucleadas com o epitélio luminal
(SPENCER et al., 2004).

A vida pré-natal pode ser dividida em trés periodos principais: periodo de
fertilizacdo, que acaba com o acoplamento inicial do embrido; embrionario: do
12° ao 34° dia, aproximadamente, quando ocorre o rapido crescimento e
diferenciacdo com formacao inicial da maioria dos 6rgaos e caracteristicas do
corpo; e periodo fetal, caracterizado pelo crescimento e maturacdo do feto
(JAINUDEEN; HAFEZ, 2000).

O parto espontaneo em ovinos ocorre em torno de 150 dias (variacao de
144-156), depois de um abrupto declinio na concentracdo de progesterona
circulante. Anteriormente ao parto, ocorrem mudancas morfofisioldgicas e de
comportamento das fémeas gestantes como relaxamento da parede abdominal
e dilatacdo da vulva, além de serem percebidos inquietude e isolamento do
animal. Estudos prévios demonstram que a ativacdo do eixo pituitario-adrenal
do feto e consequente queda dos niveis de progesterona dao inicio ao trabalho
de parto (CURRIE, 1934; FTHENAKIS et al., 2012). E demonstrado que nos
animais domésticos ha um brusco aumento do nivel de cortisol e ACTH fetais
coincidindo com o fim da gestacdo, sobretudo nas 48 horas que antecedem o
parto (AISEN, 2008).

2.2 Desenvolvimento e maturidade fetal

O termo maturidade fetal é definido como um estado de completo
desenvolvimento, perfeicdo e exceléncia, ou seja, um feto maduro é aquele que
passou por um desenvolvimento tal que ja se encontra apto a sobreviver fora
do ambiente materno (CANELLO et al., 2015).

2.2.1 Pulméo

O desenvolvimento do aparelho respiratorio fetal € um fenémeno
complexo e continuo, que engloba o crescimento e maturacdo pulmonar, sendo
gque a adaptacdo imediata a vida extrauterina depende diretamente da
presenca de uma funcdo pulmonar adequada, correta maturacdo morfologica,
fisiolégica e bioquimica do parénquima pulmonar (CUELLO et al.,, 1993;
KOPELMAN et al., 1998).



A ocorréncia do desenvolvimento dos bronquios e dos pulmdes pode ser
didaticamente dividida em periodos: embrionario, fetal e pds-natal.
Especificamente no periodo fetal, as ramificacbes brénquicas e estruturas
alveolares preliminares sao formadas. Este periodo pode ser subdividido em
pseudoglandular, canalicular, sacular e alveolar (HYTTEL; SINOWATZ;
VEJLSTED, 2012), onde ocorrem bifurcacdes do brénquio segmentar e origem
dos bronquiolos terminais; formacédo de alvéolos primordiais decorrente de
sucessivas bifurcacbes dos bronquiolos respiratérios; formacado dos saculos
cegos; e formacao definitiva dos alvéolos, respectivamente (DROZDOWSKA,
2016).

No periodo fetal, o limen do sistema respiratorio é preenchido com
fluidos resultante da secrecdo de glandulas em desenvolvimento e fluido
amnidtico aspirado nos movimentos respiratdérios pré-natais e esses
mecanismos combinados sdo determinantes no processo de crescimento
pulmonar fetal (JOSHI; KOTECHA, 2007). Este liquido pulmonar é produzido
principalmente por células epiteliais das vias aéreas distais e, especificamente
em ovinos, sao produzidos cerda de 2ml/kg/h na metade da gestacao,
chegando a 5ml/kg/h proximo da paricdo (KOTECHA, 2000).

A deficiéncia na maturidade fetal pode ser clinicamente caracterizada,
entre outros fatores, pela insuficiéncia respiratéria. Logo, é de grande
importancia que o grau de maturidade pulmonar fetal seja avaliado,
considerando que qualquer defeito na formacdo de componentes pulmonares
ou ainda em nascimentos prematuros, pode acarretar problemas respiratérios
ao neonato, como a sindrome da angustia respiratoria (SAR). Evitar o
nascimento prematuro constitui a principal medida preventiva para reduzir 0s
riscos e sequelas da morbidade respiratdria neonatal (TABORDA et al.,1998).

Na medicina, a maturidade fetal pulmonar é avaliada pelo fluido
amnidtico utilizando amniocentese. Conforme o pulmdo se desenvolve,
quantidades significativas de surfactante séo eliminadas dos pulmdes do feto e
se acumulam no liquido amniotico (FIELD & GILBERT, 1997). Basicamente, os
testes de maturidade pulmonar dosam a presenca do material surfactante no
liguido amniético ou testam a fungéo surfactante presente nesse liquido (LUZ,
2001). A aplicabilidade de tais testes em veterinaria ainda € recente, sendo na

maioria das vezes utilizados em pesquisa.



2.2.2 Figado

O figado desenvolve-se a partir de brotos endodermais que surgem na
regido mais caudal do intestino embrionario sendo regulado por uma série
complexa de eventos de desenvolvimento, incluindo a especificacdo de células
progenitoras (HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2012; NISSIM et al., 2016).
Durante o processo gestacional, cresce rapido e expande-se ocupando a maior
parte da cavidade abdominal. Apesar de este sistema sofrer diferenciacao
embriogénica precoce, muitas das funcbes metabdlicas ndo sé&o
completamente desenvolvidas ao nascimento (GRUNDY, 2006; HYTTEL;
SINOWATZ; VEJLSTED, 2012).

2.2.3 Rins

A nefrogénese inicia-se com trés geracdes sucessivas de primordios
renais. pronefro, mesonefro e metanefro. Os eventos importantes na vida fetal
que precedem a aquisicdo da funcgéo renal incluem: induc&o de populacdes de
células progenitoras que se diferenciarem em células especificas, o
desenvolvimento e diferenciacdo de glomérulos e vascularizacao, diferenciacao
segmentar-especifica dos tubulos renais e diferenciacdo terminal dos
compartimentos celulares (LINTON et al., 2007).

A funcéo renal fetal durante o periodo de gestacdo ocorre por meio de
mudancas sucessivas, tanto fisiolégicas como morfolégicas. O conhecimento
deste processo € importante uma vez que a urina, durante a ultima metade da
gestacdo, é a principal fonte de liquido amnidtico e, embora imaturo, o rim fetal,
durante seu periodo de formacao contribui para a sobrevivéncia do concepto
durante seu crescimento (CANELLO et al., 2015).

2.2.4 Placentbnios

A placenta dos mamiferos € um o6rgdo transitorio formado pela
justaposicdo entre os tecidos maternos e fetais, sendo responséavel pelas
trocas fisioldgicas e sintese de horménios fundamentais para a manutencéo da
gestacdo. As ceélulas placentarias possuem propriedades metabdlicas,
endocrinas e angiogénicas especificas e sdo essenciais para o0

desenvolvimento adequado do concepto. Em ruminantes possui uma estrutura



macroscopica uniforme: os placenténios (CUNNINGHAM, 1999; HAFEZ;
HAFEZ, 2004). Estas estruturas durante a gestacdo crescem e aumentam de
tamanho (no inicio séo planos e arredondados; com a progressao tomam forma
anular com bordas proeminentes, com concavidade diretamente dirigida ao
feto) (AISEN, 2008; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.3 Ultrassonografia gestacional em ovelhas

O uso do exame ultrassonogréafico em tempo real na reprodugéo animal
representou um grande avango no conhecimento cientifico dessa area. Na
veterinaria, o primeiro uso da ultrassonografia foi no diagndstico gestacional de
ovelhas, na década de 60. Especificamente em pequenos ruminantes, a
difusdo do exame ultrassonografico torna-se mais relevante que de outras
espécies de criacdo (como bovinos e equinos), em virtude da impossibilidade
de palpacdo retal, possibilitando o diagndstico obstétrico, deteccédo de prenhez
e estudos cientificos e aprimoramento do manejo e biotécnicas reprodutivas
nas fémeas ovinas (OLIVEIRA et al., 2014).

Para a deteccdo de prenhez em ovelhas, a ultrassonografia modo B é
considerada um método seguro e de facil aplicacdo, podendo ser utilizada via
transretal a partir do 15° dia pds-cobertura, com a visibilizacdo de liquido no
Utero; e confirmacao diagndéstica da gestacdo a partir do dia 21 p6s-cobertura,
quando é possivel verificar a presenca do embrido, caracterizado como uma
estrutura hiperecoica localizada no interior da vesicula embrionaria. Neste
periodo inicial, ja se pode ser verificada a presenca dos batimentos cardiacos e
placentbnios (pequenas areas ecogénicas na superficie do endométrio)
(DESCOTEAUX et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014).

A avaliacdo ultrassonografica gestacional via transretal (Figura 1A) é
realizada com a utilizagdo de transdutor linear com frequéncia de 7,5 MHz.
Para tanto, o animal deve ser mantido em posi¢ao quadrupedal, podendo ter a
parede abdominal comprimida para facilitar a visibilizacdo das estruturas
uterinas. Apos a aplicacéo de gel e introducéo do transdutor no canal retal, este
deve ser lentamente rotacionado em ‘movimento de leque’, para esquerda e
direita (KAHN, 1994).

A abordagem transabdominal (Figura 1B) € recomendada a partir dos 50

dias de gestacdo. Neste momento, a ultrassonografia transretal é prejudicada



pelo tamanho demasiado do feto, o que dificulta a avaliacao e distincdo de boa
parte das estruturas materno fetais. O método transabdominal permite a
identificacdo de uma maior porcdo do Utero gravidico, podendo ser utilizada
para monitoracdo da viabilidade gestacional ou ainda deteccdo de prenhez
(KAHN, 1994; DESCOTEAUX et al., 2010).

Para o exame transabdominal, transdutores convexos e de frequéncias
menores sao preferidos (3,5 a 4,5 MHz). A tricotomia ampla de toda a regiao
inguinal e abdominal deve ser realizada previamente. O exame pode ser
realizado com o animal em estacédo, sentado ou ainda em decubito, entretanto,
observa-se que a posicdo em estacdo € eficiente e mais confortavel para o
animal. O transdutor deve ser posicionado na regido inguinal direita,
angulando-se em direcdo ao Utero e promovendo a varredura completa em
direcéo cranial. Para facilitar o posicionamento do examinador o animal pode
ser colocado sobre uma superficie elevada (Figura 2) (FTHENAKIS et al., 2012;

OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 1. Esquema do sistema reprodutor da fémea ovina, com posicionamento
dos transdutores pela abordagem A) transretal e B) transabdominal (KAHN,
1994).

Em ovelhas gestantes, a ultrassonografia vem sendo utilizada para diagnostico
da gestacdo desde os anos 80 (WHITE et al., 1984). Sua aplicabilidade foi
reiterada por Scott & Sargison (2010) que citam informacgdes relevantes sobre a
técnica como: 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 determinacdo da quantidade de fetos de 97% foram

alcancadas utilizando a ultrassonografia no acompanhamento gestacional.

— o & |

Figura 2. Imagem fotografica de exame elastografico de ovelhas Santa Inés,
com animal em estacéo e transdutor localizado em regido inguinal.

De forma geral, o acompanhamento gestacional das ovelhas visa
garantir o correto desenvolvimento da gestacdo e nascimento de animais
saudaveis, com condicdes 6timas de desenvolvimento e peso (FTHENAKIS et
al., 2012). O diagndstico gestacional ultrassonografico contribui para aumentar
a eficiéncia reprodutiva dos animais, de modo a adequar precocemente o0
manejo as novas necessidades da fémea gestante. Com o0 uso da
ultrassonografia, € possivel estimar a maturacao fetal (nas diferentes fases do
desenvolvimento do concepto) por meio da deteccdo do aparecimento de
membros, encéfalo, calcificacdo e visceras como o figado, coragdo, rins,
intestinos, estdbmago e vesicula urinéria (AISSI et al., 2008; DAVIDSON &
BAKER, 2009).

2.4 Elastografia Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI)

A elastografia é considerada um método diagndstico promissor que
permite a avaliacdo da elasticidade dos tecidos (DUDEA et al., 2011). Consiste
em uma técnica de imagem, segura e nado invasiva, que fornece medidas
guantitativas e qualitativas da rigidez dos tecidos com uma variabilidade

interobservador reduzida.



O software da elastografia ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) &
diretamente integrado a um aparelho especifico de ultrassonografia (Acuson
S2000, Siemens AG, Erlangen, Alemanha) e a onda de cisalhamento é
localizada, permitindo a selecdo da area de interesse de mensuracdo pelo
operador em modo B e em tempo real (CASSINOTTO et al., 2014). Essa onda
de pressdo se propaga e permite estimar a elasticidade tecidual e calcular a
velocidade da onda de cisalhamento nos diferentes tecidos pelo deslocamento
das ondas transversais (FRIEDRICH-RUST et al., 2009).

A magnitude do deslocamento € inversamente proporcional e a
velocidade da onda de cisalhamento é diretamente proporcional a rigidez
tecidual local. Um Unico transdutor é usado tanto para aplicar forcas de
radiacdo localizadas dentro do tecido por curtos periodos de tempo como para
rastrear os deslocamentos de tecido resultantes. Os resultados sdo expressos
em metros por segundo (m/s), esta velocidade de propagacdo da onda de
cisalhamento é proporcional a raiz quadrada da elasticidade do tecido
(GOERTZ et al., 2016).

Para avaliacdo qualitativa, este método utiliza impulsos acusticos curtos
e de alta intensidade para deformar os elementos do tecido e criar um mapa
estatico (elastograma) de rigidez tecidual relativa. A avaliacdo elastogréfica
qualitativa (Figura 3A) fornece mapeamento em escala de cinza que demonstra
a rigidez relativa dos tecidos da regidao estudada, comparando-se com a
imagem ultrassonografica convencional correspondente. De forma geral, as
areas mais claras representam os tecidos mais deformaveis do que as areas
escuras (GODDI et al., 2012).

O estudo quantitativo ARFI utiliza um impulso acustico primario em
direcdo a uma regido de interesse, promovendo a formacdo de ondas de
pressdo em propagacao, capazes de deformar os tecidos, captando a
velocidade de propagacéo das ondas de pressao (cisalhamento). A velocidade
de propagacao e a atenuacdo das ondas estdo relacionadas com a rigidez e
viscoelasticidade do tecido. O estudo quantitativo (Figura 3B) tem se mostrado
promissor para a andlise quantitativa da rigidez difusa de tecidos, diferenciacao
de lesdes malignas e benignas, com base no estudo da rigidez absoluta e na
monitorizacdo da progressdo de uma enfermidade (NIGHTINGALE, 2011;
FELICIANO et al., 2014a).
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Em veterinaria, a ARFI € um método de imagem recente e tem sido
usada na avaliacdo de neoplasias mamarias em cadelas (FELICIANO et al.,
2014b), afeccdes testiculares em cées (FELICIANO et al., 2016). Também ja foi
utilizada para padronizagdo de valores de referéncia na avaliacdo hepatica,
renal e esplénica em caninos adultos (HOLDSWORTH et al., 2014), baco de
gatos adultos (FELICIANO et al., 2014c), baco de cédes de diferentes idades
(MARONEZI et al., 2015), prostata e testiculos de cédes (FELICIANO et al.,
2015b), rim de gatos (GARCIA et al., 2015), testiculo de gatos (BRITO et al.,
2015) e no estudo do desenvolvimento do parénquima pulmonar e hepatico de
fetos caninos (SIMOES, 2016).

Figura 3. Elastografia ARFI fetal de ovinos. A) Avaliagdo qualitativa
(elastograma) de placenténio (pl). B) Avaliacdo quantitativa de placentonio (pl)

com valores de velocidade de cisalhamento e profundidade.

Em estudo preliminar realizado por Peralta et al. (2015), utilizaram a
técnica elastogréfica (Supersonic shear imaging) para avaliar a rigidez do colo
uterino de ovelhas gestantes (127 dias de gestacédo), visando acompanhar as
modificacdes estruturais dessa porcdo apos a inducdo do parto, com utilizacao
de dexametasona. Estes autores verificaram uma diminui¢cao da velocidade de
cisalhamento nas primeiras 4 a 8 horas ap0s aplicacdo do farmaco sugerindo
que a elastografia pode complementar o diagnostico de nascimentos
prematuros em ovinos.

Em babuinos gestantes, Quarello et al. (2016) demonstraram a
aplicabilidade e viabilidade da realizacdo do método elastografico (Supersonic
sherar imaging) na avaliagdo gestacional desta espécie, determinando
carateristicas da rigidez dos tecidos plancetarios (QUARELLO et al., 2015a) e
orgéos fetais como pulméo e cérebro (QUARELLO et al., 2015b). De acordo

com estes autores, o desenvolvimento de estudos elastograficos em animais,
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além de demonstrar a importancia deste método no estudo da gestacdo dos

babuinos, fornece valores relevantes para serem aplicados em humanos.
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CAPITULO 2 - Elastografia Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI) de tecidos

materno fetais em ovinos gestantes
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a rigidez tecidual dos placenténios, pulmdes, figado e rins fetais, por
meio da elastografia acoustic radiation force impulse (ARFI), correlacionando os resultados
com o desenvolvimento gestacional de ovelhas.

Meétodos: Vinte e quatro ovelhas gestantes foram incluidas no estudo. A rigidez tecidual de
placentdnios, pulméo, figado e rins fetais foi determinada semanalmente (totalizando 12
semanas de avaliacdo), desde a decima semana até a pari¢do, por meio da elastografia ARFI
qualiquantitativa. As caracteristicas da rigidez avaliadas pelo elastograma foram comparadas
qualitativamente entre os tecidos e os valores para velocidade de cisalhamento (m/s) dos
tecidos foram comparados entre as semanas gestacionais utilizando teste de Friedman e
correlacionada com modelos matematicos de regressao.

Resultados: Ao elastograma, os tecidos avaliados ndo se apresentaram deformaveis, com
carateristicas de rigidez diferentes entre si (placentdnio - cinza escuro; tecido renal - cinza
escuro e tonalidade abaixo do placentonio; figado - cinza médio; e pulmé&o - cinza médio e
tonalidade abaixo do figado). As velocidades de cisalhamento renal e do placentdnio
apresentaram-se constantes durante o periodo gestacional (P= 0,076 e 0,34, respectivamente),
enquanto que os valores desta varidvel para pulméo e figado variaram ao longo da gestacdo
(P < 0,001) e foram estreitamente correlacionadas com a idade gestacional (R2 = 0,80). A
velocidade de cisalhamento pulmonar decaiu gradativamente a partir da 16% semana
gestacional enquanto a velocidade hepéatica aumentou a partir da 142 semana atingindo o
maximo na Ultima semana de gestacao.

Conclusoes: A elastografia ARFI demostrou ser uma técnica pratica e segura para a avalicao
do binbmio materno-fetal, permitindo identificar os padrdes de rigidez qualiquantitativos do
placentonio, pulméo, figado e rim fetais; assim como acompanhar o desenvolvimento
gestacional das ovelhas por meio dos resultados da velocidade de cisalhamento dos tecidos
pulmonares e hepaticos. Sugere-se que este método pode ser utilizado para estudos
fisiologicos e patolégicos na gestacdo de diversas espécies mamiferas.
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INTRODUCAO

A elastografia € um método ultrassonografico desenvolvido no inicio dos anos 90 por
Ophir et al.!, que consiste na avaliacdo da elasticidade tecidual, permitindo uma “espécie de
palpagdo virtual”>® Dentre as diferentes modalidades existentes, a técnica Acoustic
Radiation Force Impulse (ARFI) tem demostrado relevante utilidade na avaliacdo de
neoplasias mamérias* e afeccdes testiculares em cdes®, com padronizacdo de valores de
referéncia para a avaliacdo hepética, renal, esplénica, prostatica e testicular em caninos
adultos®”® e baco de gatos adultos.’

Recentemente esta ferramenta diagndstica tornou-se objeto de diversas pesquisas na
area de ginecologia e obstetricia. Em medicina, o estudo da elasticidade da cérvix em
mulheres caracterizou a rigidez deste tecido durante a gestagéo, tornando-se importante para
a avaliacdo da inducdo do parto das pacientes'®**. Em ovelhas prenhes, verificou-se por meio
da elastografia “Shear Wave” que as estruturas da cérvix sofrem adaptagdes durante o

processo gestacional*?

. Especificamente em tecidos fetais, dois estudos foram encontrados na
literatura, com babuinos como modelo experimental® e outro em fetos humanos,** ambos
demonstrando a aplicabilidade e viabilidade da elastografia e sua correlagdo com o
desenvolvimento gestacional nestas espécies. Apesar dos estudos supracitados e da
aplicabilidade da ARFI em varios tecidos humanos e animais, este método diagnostico ainda
ndo foi aprovado para uso em avaliac6es fetais pela Food and Drug Administration (FDA)?.
A caraterizagdo do desenvolvimento de tecidos materno-fetais ¢ fundamental na
avaliacdo pré-natal das fémeas gestantes, tanto para avaliar a viabilidade da gestagdo como
para estimar a idade gestacional ultrassonografica'®. Neste sentido, hipotetizamos que a

elastografia determina modifica¢Ges na rigidez dos tecidos materno-fetais, durante a gestacéo,

permitindo estudar o desenvolvimento destes tecidos. Para tanto, objetiva-se avaliar a rigidez
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tecidual dos placentdénios, pulmdes, figado e rins fetais, por meio da elastografia ARFI,
correlacionando os resultados com o desenvolvimento gestacional normal de ovelhas.
METODOS

Vinte e quatro ovelhas da raca Santa Inés, multiparas, com peso entre 40 e 60 quilos e
idade entre dois e cinco anos, foram selecionadas para este estudo apds serem consideradas
higidas e sem historico de doengas reprodutivas. Como exame prévio dos animais, foram
realizados exames fisico, obstétrico e hemograma. Os animais sdo oriundos do Departamento
de Reprodugdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias da
UNESP/Jaboticabal, Brasil, mantidos em aprisco de experimentacdo, alimentados com
silagem de milho, racdo comercial balanceada, sal mineral e 4gua ad libitum. O procedimento
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (protocolo n°
10.387/16) da prépria instituicao.

Apés selecdo das fémeas, os animais foram submetidos a um protocolo de
sincronizacdo de estro: colocagéo de dispositivo intravaginal contendo 0,33 g de progesterona
(Eazi breed CIDR®, Pfizer, Nova Zelandia) no dia 0; aplicacdo de 37,5 pg de cloprostenol
(Sincrocio®, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil) e 300 Ul de Gonadotrofina coridnica equina
(Novormon® Coopers MSD, Brasil) no 5° dia; e retirada do implante no 6° dia. Apbs 24
horas, estas fémeas foram alocadas com dois reprodutores utilizando bucal marcador, para
facilitar a identificagdo dos animais cobertos, por um periodo de 72 horas. Vinte um dia apds,
foi realizada avaliacdo ultrassonogréfica transretal para diagndstico gestacional, com o dia da
cobertura identificado mediante a marcacgéo de tinta, considerado como o dia 0 da gestacéo.

Para as avaliagOes ultrassonograficas, os animais foram mantidos em posicao
quadrupedal e com a cabeca voltada para o monitor. Antes dos exames, foi aplicado gel
especifico para realizagdo da ultrassonografia e o transdutor posicionado em regido inguinal

direita.’®



92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

20

Utilizou-se aparelho ACUSON S2000 (SIEMENS, Munich, Germany) com software
para caracterizacdo elastografica qualiquantitativa (método ARFI - Virtual Touch Tissue
Quantification)®® e transdutor convexo, multifrequencial e matricial, de 4,5 MHz. A
realizacdo dos exames ultrassonograficos ocorreu semanalmente, com inicio a partir da
décima (64 a 70 dias) semana gestacional (SG), estendendo-se até a Ultima semana de
gestacdo (148 a 154 dias) das fémeas.

Apos localizagdo das estruturas pulmonares, renais e hepatica dos conceptos e
placentonios utilizando a ultrassonografia modo-B (cortes longitudinais e transversais),
utilizou-se a elastografia qualitativa para determinar o elastograma dos tecidos (avaliagcdo da
rigidez tecidual relativa), obtendo-se imagens em tons de cinza: regides claras (mais elastico -
menos rigido) e regides escuras (menos elésticas - mais rigidas). Posteriormente, foram
determinados os valores médios para velocidade de cisalhamento (m/s) dos tecidos e a
profundidade destas avaliagOes, por meio da obtencao de trés amostragens pela técnica ARFI
quantitativa.’

Para a analise estatistica, utilizou-se software R-project (R Foundation for Statistical
Computing, Viena, Austria). O delineamento experimental foi casualizado em blocos
(animais) e em parcelas subdivididas no tempo (semanas gestacionais). Previamente, foram
testadas a normalidade dos residuos (teste Shapiro) e homocedasticidade das variancias (teste
Barlett) de todas as analises quantitativas. A velocidade de cisalhamento dos diferentes
tecidos analisados foi comparada entre as semanas gestacionais pelo teste de Friedman; caso
o resultado deste teste resulta-se significativo, as medianas eram comparadas pelo pds-teste
de Dunns e comprovados 0s contrastes ortogonais (linear, quadratico ou cubico). A relacdo
entre a velocidade e a profundidade da avaliacdo elastrografica foi avaliada pelo teste de
correlacdo de Spearman. O nivel de significancia utilizado foi de 5% para todos o0s testes (P <

0,05) e os dados sdo apresentados como a mediana = intervalo interquartil (IQR).
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RESULTADOS

Todos 0s animais apresentaram processo gestacional normal, sem qualquer evidéncia
de anormalidades ou complicacdes ginecobstétricas. O tempo médio da gestacdo foi de 148 +
1,8 dias, verificando-se 16 gestacdes simples, sete duplas e uma tripla. Nasceram 33 borregos
saudaveis e sem quaisquer sinais de anormalidades.

A elastografia qualitativa, os tecidos avaliados apresentaram-se nio deformaveis e,
por meio do elastograma, as caracteristicas da rigidez relativa permaneceram constantes,
quanto a escala de cinzas estudada. Ao comparar as imagens dos diferentes tecidos, verificou-
se a seguinte ordem decrescente de rigidez: placentonio (cinza escuro), tecido renal (cinza
escuro, tonalidade abaixo do observado no placentdnio), figado (cinza médio) e pulméo
(cinza médio, tonalidade abaixo do observado no figado) (Figura 1).

Em relacdo a avaliacdo ARFI quantitativa (Figura 2), as velocidades de cisalhamento
do pulmao (VCpulm) e figado (VCfig) fetais variaram ao longo das semanas gestacionais (P
< 0,001). A VCpulm decaiu a partir da 16% semana, diminuindo gradativamente até a 212
semana gestacional. Este efeito pdde ser explicado pelo modelo matematico cubico (R? =
0,80; Figura 3A):

VCpulm = 0,4+ 0,2 X SG + 0,02 X SG? + 0,00035G3

A VCfig apresentou aumento gradativo ap6s a 142 semana, atingindo seu valor
maximo na 212 semana gestacional, sendo este efeito explicado pelo modelo matematico
linear (R* = 0,80; Figura 3B):

VCfig = 0,67 + 0,013 X SG

As estruturas renais foram visibilizadas a partir da 11% semana gestacional e suas
velocidades de cisalhamento (VCrim), assim como as dos placentdnios (VCplac),
mantiveram-se constantes durante as semanas gestacionais avaliadas (P = 0,076 e 0,34

respetivamente; Figura 3C e D). Ao correlacionar as velocidades obtidas com a profundidade
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da avaliacdo e numero de conceptos, ndo foram verificadas quaisquer influéncias destas
variaveis (P > 0,05). Na Tabela 1 encontram-se sumarizadas as variaveis elastogréaficas
guantitativas estudadas.
DISCUSSAO

A avaliacdo elastografica demonstrou-se aplicavel, pratica e de facil execucdo, sem
quaisquer efeitos adversos observados para o binbmio materno-fetal. Determinou-se a rigidez
dos placentdnios, figado, pulmdes e rins fetais obtendo-se caracteristicas qualiquantitativas a
partir da 10% até a semana do parto. A elasticidade hepética e pulmonar dos conceptos
apresentaram modificacdes durante as semanas avaliadas e as velocidades de cisalhamento
(VCfig e VCpulm) correlacionaram-se com o desenvolvimento gestacional. Tais resultados
poderdo ser utilizados como referencia para estudos fisiopatologicos na gestacdo de ovinos e
extrapolados para pesquisa em outras espécies.

As anormalidades no desenvolvimento pulmonar sdo uma das principais causas de

morbimortalidade neonatal em humanos e animais®>%2*

, sendo sua avaliacdo intrauterina um
desafio clinico, principalmente devido a eficacia questiondvel dos testes utilizados e
invasividade.®”® O desenvolvimento de técnicas acuradas e ndo invasivas como a
elastografia podem incrementar positivamente o diagnéstico destas anormalidades.?”* S&o
poucos 0s estudos que descrevem a utilizacdo desta técnica na avaliacdo da rigidez pulmonar
fetal>™® como fator indicativo de desenvolvimento. O presente estudo traz resultados
importantes sobre a rigidez pulmonar utilizando modelo experimental ovino, espécie que
compartilha caracteristicas estruturais pulmonares com humanos (tamanho, fisiologia,
ramificagdo dicotdbmica das vias aeéreas, microanatomia das vias aéreas periféricas e
29,30

desenvolvimento embrionario-fetal)=*", sugerindo que a elastografia ARFI permite

identificar o desenvolvimento intrauterino do pulméo fetal.
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As modificagOes na rigidez pulmonar observadas estéo relacionadas diretamente com
o desenvolvimento do tecido pulmonar na fase fetal.® Durante esta fase, espacos que
futuramente serdo preenchidos com ar sdo repletos com liquido produzido pelo proprio érgao,
denominado de liquido pulmonar fetal, que os mantem distendidos, limitando a entrada de
liquido amniético e permite o crescimento e maturacéo estrutural.***? Em ovinos, o volume
deste liquido aumenta progressivamente na segunda metade da gestacdo, atingindo 0 maximo

durante a Gltima semana gestacional®

, corroborando com as modificagbes da rigidez
pulmonar observadas na elastografia.

O desenvolvimento da estrutura pulmonar divide-se em estadgios embrionario,
pseudoglandular, canalicular, sacular e alveolar.®® Em humanos e ovinos, o pulmo inicia o
estagio alveolar aproximadamente quatro semanas antes do parto e se mantém até a vida
neonatal.®***3* Sendo a microestrutura similar nestas duas espécies, é consequente levantar a
hipotese que a modificacdo da rigidez tecidual pulmonar intrauterina em ovinos possa ser
uma variavel estreitamente relacionada com o desenvolvimento deste 6rgdo em humanos.

Estas alteragBes foram inicialmente descritas em estudo realizado em babuinos?,
observando-se correlacdo entre a elasticidade e idade gestacional, mediante modelos
matematicos lineares ou quadraticos, entretanto com baixos coeficientes de determinacdo (R2
< 0,2). Nossos resultados apresentam melhores indicativos de que a rigidez pulmonar
(VCpulm) correlaciona-se estreitamente com a idade gestacional, adaptando-se a um modelo
matematico cubico (R2 = 0,80), demonstrando que o pulmao fetal a partir da 16* semana
gestacional torna-se cada vez menos rigido até o momento do parto. Estudo com fetos
humanos®® ndo demonstrou diferencas significativas para rigidez (VCpulm) durante o

segundo e terceiro trimestre gestacional, com valores maiores (0,94 — 1,08 m/s) que 0s

observados no presente estudo em ovinos (0,62 — 0,73 m/s).
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Anomalias do desenvolvimento fetal podem afetar diretamente a estrutura hepatica
dos neonatos®, como a restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) e colestase
frequentemente observadas em humanos e associadas a natimortos e mortalidade
perinatal. %" A identificacdo destas anomalias na fase perinatal torna-se fundamental e
estudos recentes® indicam a elastografia como técnica promissora para estes pacientes.
Consideramos que os resultados obtidos no presente estudo, sobre a rigidez hepética fetal,
podem fornecer dados clinicamente relevantes para a avaliagdo do desenvolvimento
intrauterino deste tecido e favorecer a identificacdo de anormalidades que modificam sua
estrutura.

Durante a fase embrionéria, o broto hepético é formado e representa o principal sitio
de hematopoese até o final da fase fetal, aproximadamente dois meses antes do parto em
humanos.’®*® Na fase fetal, as células hematopoiéticas migram da estrutura hepética para a
medula 6ssea, promovendo a organizacéo do figado e de sua funcdo, o que o torna maduro.*
Estas modificagdes estruturais corroboram com o aumento gradativo da rigidez hepética
observada nos conceptos ovinos, demonstrando que as caracteristicas elastograficas sao
importante indicativo da transicdo estrutural hepatica dos fetos.

Observou-se que a estrutura hepéatica fetal torna-se cada vez mais rigida
correlacionando-se positivamente com a idade gestacional em modelo linear (R2 = 0,80).
Zheng et al."® ndo observaram diferencas significativas na rigidez do figado fetal humano
durante o segundo e terceiro trimestre gestacional, no entanto, os valores observados para
VCfig (0,98 m/s - 1,13 m/s) neste estudo apresentam um aumento similar ao que nds
observamos (0,79 - 0,96 m/s).

As estruturas renais e placentdnios ndo apresentaram variacGes na rigidez tecidual
durante a gestacdo. Especificamente para os rins fetais, sugere-se que as mudancas estruturais

durante a gestacdo ndo promovem variacdes na elasticidade tecidual, detectaveis pela
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elastografia. Com relagdo aos placentonios, estudos em bovinos demonstraram que esta
unidade apresenta conformacdo semelhante ao longo do processo gestacional (areas
especializadas n&o glandulares e constituidas por tecido conjuntivo denso)?, corroborando

com os resultados constantes de rigidez. A avaliacdo placentaria por meio da elastografia foi

42 43
l. l.

validada por Quarello et al.” em babuinos e Alan et al.™ verificaram que na pré-eclampsia
em mulheres a rigidez deste tecido é elevada, 0 que demonstra que nossos resultados podem
contribuir para o estudo fisiopatoldgico destes tecidos.

Utilizando a elastografia qualitativa, verificou-se que os tecidos avaliados foram néo
deformaveis e apresentam diferentes caracteristicas de rigidez (elastograma), justificada pelas
suas composices teciduais.’®**?% Estas particularidades na elasticidade corroboram a
importancia do presente estudo ao determinar padrdes diferenciais.

CONCLUSAO

A elastografia ARFI demostrou-se aplicavel e segura na avaliacdo gestacional em
ovelhas, permitindo identificar as caracteristicas qualiquantitativas da rigidez dos
placenténios, pulmao, figado e rim fetais, assim como, demonstrar mudancas na elasticidade
dos tecidos pulmonar e hepatico relacionadas com o desenvolvimento tecidual e idade
gestacional. Sugerimos que estes valores possam ser usados como referencia para estudos
fisioldgicos e patologicos em diversas espécies de mamiferos.
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A

Figura 1: Imagens elastograficas qualitativas de fetos ovinos, demonstrando o elastograma e
tonalidades de cinza observadas nos tecidos fetais pulmonar (Lg), hepatico (Lv), renal (Kd) e

placenténio (PI) durante a gestacdo das ovelhas.

Figura 2: Imagens elastograficas quantitativas de fetos ovinos, para obtencdo das

velocidades de cisalhamento e profundidade da avaliacdo, dos tecidos fetais pulmonar
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358  (Lung), hepético (Liver), renal (Kidney) e placenténio (Placentome) durante a gestacdo das

359 ovelhas.
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361 Figura 3: llustracdo grafica da velocidade de cisalhamento (VC m/s) dos tecidos materno
362 fetais das ovelhas: A) pulméo; B) figado; C) estrutura renal; e D) placenténio; avaliadas a
363  partir da 10% a 21? semanal gestacional. Letras iguais indicam semelhanga estatistica (p >
364  0,05) e as linhas vermelhas representam 0 modelo matematico que explica 0 comportamento

365 da VC durante a gestacao.
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Tabela 1. Valores da mediana * intervalo interquartil (IQR) e intervalo de confianga a 95% (1C95%) das velocidades de cisalhamento (SWV m/s) e profundidade de

avaliacdo (Depth cm) do pulméo (Lung), figado (Liver), rins (kidney) fetais e placentdnio (Placentomes); avaliadas durante as semanas gestacionais 10 a 21 em ovelhas da

Gestational Weeks

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0,70+0,11 0,69+0,19 0,71+0,15 0,72+0,17 0,69+0,19 0,73+0,20 0,64+0,11  0,65+0,10 0,64+0,15 0,64+0,11 0,64+0,14  0,62+0,12
0,65-0,75  0,61-0,77  0,65-0,77 0,65-0,79 0,61-0,77  0,65-0,81  0,59-0,69 0,61-069 058-0,70  0,59-0,69  0,58-0,70  0,57-0,67

4,5+3,0 5,5+2,0 5,0+2,7 5,4+2.8 5,2+1,5 5,4+1,6 4,8+2,1 5,9+24 5,9+2,2 6,0+1,7 6,0+1,6 6,4+1,5
0,79+0,14  0,83+0,18 0,83+0,14 0,81+0,16 0,88+0,22 0,88+0,18 0,92+0,18 0,85+0,17 0,89+0,18 0,91+0,18 0,90+0,20  0,96+0,28

0,73-0,85  0,75-0,91  0,77-0,89 0,74-0,88 0,88-1,06 0,73-091 084-100 0,78-0,92 0,81-0,97 0,83-0,99 0,81-0,98  0,84-1,08

4,0+2,6 5,3+2,2 5,0£1,9 6,1+2,4 5,3+2,1 5,3+1,7 4,7£2,1 5,6+2,2 4,725 5,6+2,3 4,8+3,3 5,2+3,7
Kidney SWV N/D 1,53+0,25 1,31+0,34 1,31+0,41 1,26+0,41 1,37+0,54 1,28+0,28 1,34+0,35 1,29+0,37 1,28+0,38 1,34+0,36  1,36+0,37
N/D 1,42-1,63 1,17-1,45 1,14-1,48  1,09-1,43 1,14-1,60 1,16-1,40 1,19-1,49 1,13-1,45 1,12-1,44 1,19-1,49 1,20-1,52

N/D 3,8+2,2 4,5+1,5 4,3+2,8 4,6+2,6 4,121 3,5+2,4 2,715 2,7+2,2 3,0+1,2 3,0£3,1 2,9+0,9
Placentomes SWV  2,34x0,56  2,25+#0,32  2,32+0,57 2,34%x0,43 2,31+0,46 2,34x0,58 2,31+0,51 2,36x0,58 2,20+0,51 2,21+0,48 2,34+0,59 2,28+0,41
2,10-2,58  2,11-2,38  2,08-2,56 2,16-2,52 2,12-2,50  2,09-2,58 1,91-2,34  2,11-2,60 1,98-2,41 2,01-2,41 2,09-2,59  2,11-2,45

4,0+1,9 4,1+1,9 3,5¢1,5 3,724 3,0+2,0 3,3+1,9 3,0+1,6 2,719 2,7x2,7 2,414 2,6+1,3 3,3+2,2

N/D: Dados nao disponiveis.



